TruSight Oncology Comprehensive illumina
(EV)

Ulotka dotgczona do opakowania

DO STOSOWANIA W DIAGNOSTYCE IN VITRO. WYLACZNIE NA EKSPORT.

Przeznaczenie

TruSight™ Oncology Comprehensive (UE) to test diagnostyczny in vitro oparty na celowanym
sekwencjonowaniu nowej generacji w celu wykrycia wariantéw w 517 genach w prébce kwaséw nukleinowych
ekstrahowanych z utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie (FFPE) probek tkanki nowotworowej
pochodzacych od pacjentéw ze ztosliwymi guzami litymi, za pomocg aparatu lllumina® NextSeq™ 550Dx. Test
moze by¢ wykorzystywany do wykrywania substytucji pojedynczych nukleotyddéw, wariantow
wielonukleotydowych, insercji, delecji i amplifikacji genéw w DNA a takze fuzji gendw i wariantéw
splicingowych w RNA. Wyniki testow obejmujg rowniez raporty dotyczgce wskaznika obcigzenia mutacyjnego
nowotworu (TMB) i wskaznika niestabilno$ci mikrosatelitarnej (MSI).

Test jest przeznaczony do diagnostyki towarzyszacej w celu identyfikacji pacjentéw z nowotworami do
leczenia terapig celowang wymieniong w Tabela 1, zgodnie z zatwierdzonym oznaczeniem produktu
terapeutycznego. Dodatkowo test ma na celu dostarczenie informacji z zakresu profilowania nowotworu
wykorzystywanych przez wykwalifikowany personel medyczny zgodnie ze specjalistycznymi wytycznymi i nie
jest rozstrzygajacy ani nie narzuca uzycia okreslonego produktu terapeutycznego z zarejestrowanych
wskazan.

Tabela1 Wskazanie diagnostyki uzupetniajgcej

Rodzaj nowotworu Biomarkery Terapia celowana
Guzy lite Fuzje gendw NTRK1, NTRK2i  VITRAKVI® (larotrektynib)
NTRK3

Podsumowanie i wyjasnienie zasady dziatania
testu

Opis kliniczny

Nowotwory s3 gtéwna przyczyna zgondw na $wiecie i moga rozwinaé sie w kazdej tkance." ? Analiza
genetycznego podtoza nowotworu ztosliwego jest wazna dla identyfikacji pacjentéw, ktérzy mogg odniesé
korzysci z terapii celowanych oraz dla opracowania nowych metod leczenia. W pojawienie sie lub progresje
nowotwordéw ztosliwych zaangazowanych jest wiele gendw, a wiele rodzajéw raka jest nosicielami réznych
wariantow wptywajgcych na te geny i ich funkcje. Warianty moga wynika¢ z mutacji gendw, takich jak
substytucje pojedynczych nukleotydéw (SNVs), warianty wielonukleotydowe (MNVs), insercje lub delecje,
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amplifikacje gendéw, fuzje gendw i warianty splicingowe. Kolejnym nastepstwem mutacji gendw w nowotworach
ztosliwych jest obecnos$¢ neoantygendw, ktére wywotujg swoiste dla raka formy odpowiedzi immunologicznej.
Status mutacji raka mozna przedstawi¢ za pomocg TMB i MSI, ktére sg sygnaturami genomowymi zwigzanymi
z prezentacjg neoantygendéw nowotworowych.

TruSight Oncology Comprehensive jest jakosciowym testem stuzgcym do kompleksowego profilowania
genomu (CGP) metoda sekwencjonowania nowej generacji (NGS), ktory pozwala w szerokim zakresie ocenié
warianty genomowe w duzym panelu gendw zwigzanych z nowotworami, ktére wymieniono w Tabela 2. Test
wykrywa mate warianty 517 gendw, a takze amplifikacje gendw, fuzje i warianty splicingowe, jak wskazano

w Tabela 2. Test zapewnia pokrycie sekwencji kodujgcej wszystkich gendw z wyjatkiem TERT, w przypadku
ktérego pokrywany jest tylko region promotora, i wskazuje wartos¢ TMB oraz MSI. Te cele badan uwzgledniajag
tresci cytowane przez organizacje zawodowe i inne najwazniejsze amerykanskie wytyczne. Na strukture testu
TSO Comprehensive wptynety réwniez niezalezne publikacje konsorcjéw i badania farmaceutyczne
prowadzone na pdznym etapie.

Lista obszardéw wytgczonych z analizy wariantdw podana jest wTruSight Oncology Comprehensive Block List
(nr dok. 200009524) dostepnym w witrynie pomocy lllumina.

W Tabela 2 przedstawiono nastepujgce kategorie wariantow: Maty wariant DNA (S), amplifikacja genu (A), fuzja
(F) i wariant splicingowy (Sp). Mate warianty DNA to SNV, MNV, insercje i delecje.

Tabela 2 TSO Comprehensive (EU) Panel genowy testu

Lp. Entrez Gen Rodzaj wariantu Lp. Entrez ID Gen Rodzaj wariantu Lp. EntrezID Gen Rotfizaj
ID wariantu

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

Nr dokumentu: 200007789, wer. 08 2z154

DO STOSOWANIA W DIAGNOSTYCE IN VITRO. WYLACZNIE NA EKSPORT.


https://support.illumina.com/

Ulotka dotgczona do opakowania testu TruSight Oncology Comprehensive (EU)

Lp.

21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59

Entrez
ID

196528
84159
171023
55252
472
545
546
6790
9212
8312
8313
558
567
8314
580
27113
8915
596
598
10018
599
604
54880
63035
613
330
641
657
673
672
675
23476
83990
694
695
811
84433
841
865

Gen

ARID2
ARIDSB
ASXL1
ASXL2
ATM
ATR
ATRX
AURKA
AURKB
AXIN1
AXIN2
AXL
B2M
BAP1
BARD1
BBC3
BCL10
BCL2
BCL2L1
BCL2LM
BCL2L2
BCL6
BCOR
BCORL1
BCR
BIRC3
BLM
BMPR1A
BRAF
BRCA1
BRCA2
BRD4
BRIP1
BTG1
BTK
CALR
CARD11
CASP8
CBFB

Rodzaj wariantu

nw nu no unuo oo 60 n n n n n

(%)
"I'I nw nu n o uo no 0 nu n u

w nu no unuo oo 0 nu n n n

Nr dokumentu: 200007789, wer. 08

Lp.

196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
n
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234

Entrez ID

2627
348654
79018
2735
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Gen

GATA6
GENT
GID4
GLN
GNAT
GNA13
GNAQ
GNAS
GPS2
GREMT1
GRIN2A
GRM3
GSK3B
H3F3A
H3F3B
H3F3C
HGF
HISTTH1C
HIST1H2BD
HISTTH3A
HISTIH3B
HISTTH3C
HISTTH3D
HISTTH3E
HISTTH3F
HISTTH3G
HISTIH3H
HISTIH3I
HISTTH3J
HIST2H3A
HIST2H3C
HIST2H3D
HIST3H3
HNF1A
HNRNPK
HOXB13
HRAS
HSD3B1
HSPOOAAT
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PIK3R3
PIM1
PLCG2
PLK2
PMAIP1
PMS1
PMS2
PNRC1
POLD1
POLE
PPARG
PPM1D
PPP2R1A
PPP2R2A
PPP6C
PRDM1
PREX2
PRKAR1A
PRKC
PRKDC
PRKN
PRSS8
PTCH1
PTEN
PTPN11
PTPRD
PTPRS
PTPRT
QKI
RAB35
RAC1
RAD21
RADS0
RADS1
RAD51B
RAD51C
RADS51D
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RADS54L
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CCNE1
CD274
CD276
CD74
CD79A
CD79B
CDC73
CDH1
CDK12
CDK4
CDK6
CDK8
CDKN1A
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CUL3
CUX1
CXCR4
CYLD
DAXX
DCUN1D1
DDR2
DDX41
DHX15
DICER1
DIS3
DNAJB1
DNMT1
DNMT3A
DNMT3B
DOTIL
E2F3
EED
EGFL7
EGFR
EIF1AX
EIF4AA2
EIF4E
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EMSY
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EPHA3
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93
26524
4004
53353
4067
8216
9863
10892
5604
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6416
4214
9175
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9656
4193
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4221
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4300
4352
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4436
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2956
4485
4486
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Gen

LATS1
LATS2
LMO1
LRP1B
LYN
LZTR1
MAGI2
MALT1
MAP2K1
MAP2K2
MAP2K4
MAP3K1
MAP3K13
MAP3K14
MAP3K4
MAPK1
MAPK3
MAX
MCL1
MDC1
MDM2
MDM4
MED12
MEF2B
MEN?1
MET
MGA
MITF
MLH1
MLLT3
MPL
MRE11
MSH2
MSH3
MSHG6
MST1
MST1R
MTOR
MUTYH

Rodzaj wariantu
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6598
6602
8243
9126
6608
9627
8651
6663
64321
6657
6662
23013
8405
6708
6714
6427
10274
10735
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6776
6777
6794
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51684
23512
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6872
6926
6929
6934
7012
7015
80312
54790
7030
7037
7046
7048

Gen

SMARCB1
SMARCD!1
SMC1A
SMC3
SMO
SNCAIP
SOCS1
SOX10
SOX17
SOX2
SOX9
SPEN
SPOP
SPTA1
SRC
SRSF2
STAG1
STAG2
STAT3
STAT4
STAT5A
STATSB
STKM
STK40
SUFU
SuUz12
SYK
TAF1
TBX3
TCF3
TCF7L2
TERC
TERT
TET1
TET2
TFE3
TFRC
TGFBR1
TGFBR2
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Lp. Enltlgez Gen Rodzaj wariantu Lp. Entrez ID Gen Rodzaj wariantu Lp. EntrezID Gen v?::?::tju
138 2073 ERCC5 S 313 4602 MYB S 488 55654 TMEM127 S
139 2078 ERG S, F 314 4609 MYC S 489 713 TMPRSS2 S, F
140 54206 ERRFI1 S 315 4610 MYCL S 490 7128 TNFAIP3 S
141 2099 ESR1 S, F 316 4613 MYCN S 491 8764  TNFRSF14 S
142 2113 ETS1 S 317 4615 MYD88 S 492 7150 TOP1 S
143 2115 ETV1 S, F 318 4654 MYOD1 S 493 7153 TOP2A S
144 2118 ETV4 S, F 319 4665 NAB2 S 494 7157 TP53 S
145 219 ETV5 S 320 4683 NBN S 495 8626 TP63 S
146 2120 ETV6 S 321 8202 NCOA3 S 496 7186 TRAF2 S
147 2130 EWSR1 S 322 9611 NCOR1 S 497 84231 TRAF7 S
148 2146 EZH2 S 323 257194 NEGR1 S 498 7248 TSC1 S
149 54855  FAM46C S 324 4763 NF1 S 499 7249 TSC2 S
150 2175 FANCA S 325 4771 NF2 S 500 7253 TSHR S
151 2176 FANCC S 326 4780 NFE2L2 S 501 7307 U2AF1 S
152 2177 FANCD2 S 327 4792 NFKBIA S 502 7422 VEGFA S
153 2178 FANCE S 328 7080 NKX2-1 S 503 7428 VHL S
154 2188 FANCF S 329 4824 NKX3-1 S 504 79679 VTCN1 S
155 2189 FANCG S 330 4851 NOTCH1 S 505 8838 WISP3 S
156 55215 FANCI S 331 4853 NOTCH2 S 506 7490 WT1 S
157 55120 FANCL S 332 4854 NOTCH3 S 507 331 XIAP S
158 355 FAS S 333 4855 NOTCH4 S 508 7514 XPO1 S
159 2195 FAT1 S 334 4869 NPM1 S 509 7516 XRCC2 S
160 55294 FBXW7 S 335 4893 NRAS S 510 10413 YAP1 S
161 2246 FGF1 S 336 3084 NRG1 S, F 51 7525 YES1 S
162 2255 FGF10 S 337 64324 NSD1 S 512 57621 ZBTB2 S
163 2259 FGF14 S 338 4914 NTRK1 S, F 513 51341 ZBTB7A S
164 9965 FGF19 S 339 4915 NTRK2 S, F 514 463 ZFHX3 S
165 2247 FGF2 S 340 4916 NTRK3 S, F 515 7764 ZNF217 S
166 8074 FGF23 S 341 9688 NUP93 S 516 80139 ZNF703 S
167 2248 FGF3 S 342 256646 NUTM1 S 517 8233 ZRSR2 S
168 2249 FGF4 S 343 5058 PAK1 S Nd. Nd. Nd. Nd.
169 2250 FGF5 S 344 5063 PAK3 S Nd. Nd. Nd. Nd.
170 2251 FGF6 S 345 57144 PAKS S Nd. Nd. Nd. Nd.
171 2252 FGF7 S 346 79728 PALB2 S Nd. Nd. Nd. Nd.
172 2253 FGF8 S 347 142 PARP1 S Nd. Nd. Nd. Nd.
173 2254 FGF9 S 348 5077 PAX3 S, F Nd. Nd. Nd. Nd.
174 2260 FGFR1 S, F 349 5079 PAX5 S Nd. Nd. Nd. Nd.
175 2263 FGFR2 S, F 350 5081 PAX7 S Nd. Nd. Nd. Nd.
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Zasada procedury

Test TSO Comprehensive (EU) jest testem rozproszonym, ktéry przeprowadza sie recznie przy uzyciu
ekstrahowanych kwasoéw nukleinowych jako materiatu wejsciowego. DNA i/lub RNA ekstrahowany z tkanki
utrwalonej w formalinie i zatopionej w parafinie (FFPE) jest wykorzystywany do przygotowania bibliotek, ktére
sg nastepnie wzbogacane w sekwencje gendw zwigzanych z -nowotworami i sekwencjonowane na aparacie
Aparat NextSeq 550Dx.

Test TSO Comprehensive (EU) obejmuje nastepujgce procesy.

Przygotowanie i wzbogacanie bibliotek — 40 ng catkowitego RNA jest przeksztatcane do dwuniciowego
komplementarnego DNA (cDNA). W przypadku genomowego DNA (gDNA) 40 ng gDNA jest dzielone na
mate fragmenty. Uniwersalne adaptery do sekwencjonowania sg poddawane ligacji z fragmentami cDNA

i gJDNA. Sekwencje adaptera P5 i P7 sg wigczane do kazdej biblioteki, aby umozliwi¢ wychwytywanie
fragmentdw biblioteki na powierzchnie komory przeptywowej podczas sekwencjonowania. Adaptery
zawierajg sekwencje indeksujgce i5 oraz i7 identyfikujgce kazdg pojedynczg prébke oraz, w przypadku
bibliotek z probek gDNA, pojedyncze czgsteczki z uzyciem unikalnych identyfikatoréw molekularnych
(UMI). Biblioteki sg nastepnie wzbogacane pod wzgledem okreslonych genéw bedacych przedmiotem
zainteresowania z uzyciem metody opartej na wychwytywaniu. Biotynylowane sekwencje sond, ktére
obejmuja regiony gendéw bedace przedmiotem zainteresowania, na ktére ukierunkowany jest test, sg
hybrydyzowane do bibliotek. Sondy i zhybrydyzowane biblioteki docelowe sg wyodrebniane od bibliotek
niedocelowych przez wychwytywanie za pomoca kulek magnetycznych powlekanych streptawidyna.
Docelowe wzbogacone biblioteki sg ptukane i poddawane amplifikacji. llos¢ kazdej wzbogaconej biblioteki
jest nastepnie normalizowana przy uzyciu metody zaleznej od no$nika, aby zapewni¢ réwng reprezentacje
w spulowanych bibliotekach do sekwencjonowania.

Sekwencjonowanie i analiza podstawowa - znormalizowane, wzbogacone biblioteki sg pulowane itgczone
w klastry w komorze przeptywowej, a nastepnie sekwencjonowane za pomocg technologii
sekwencjonowania przez synteze (SBS) w NextSeq 550Dx. W technologii SBS stosowana jest metoda
odwracalnego terminatora stuzgca do wykrywania pojedynczych znakowanych fluorescencyjnie
tréjfosforandw deoksyrybonukleotyddw (dNTP) w miare ich wbudowywania do rosngcych tancuchéw DNA.
Podczas kazdego cyklu sekwencjonowania do taricucha kwaséw nukleinowych dodawany jest pojedynczy
dNTP. Etykieta dNTP stuzy jako terminator polimeryzacji. Po kazdym wbudowaniu dNTP barwnik
fluorescencyjny jest obrazowany w celu identyfikacji nukleotydu, a nastepnie oddzielany, aby umozliwi¢
wprowadzenie kolejnego nukleotydu. Wszystkie cztery dNTP (A, G, T, C) zwigzane z terminatorem
odwracalnym wystepujg jako pojedyncze, osobne czgsteczki. W rezultacie naturalna konkurencja
minimalizuje btgd systematyczny wynikajgcy z wprowadzania nukleotydéw. Podczas analizy podstawowej
rozpoznawanie nukleotydéw odbywa sie bezposrednio na podstawie pomiaréw natezenia sygnatu podczas
kolejnych cykli sekwencjonowania. Do kazdego rozpoznania nukleotydu przypisywany jest wynik
jakosciowy.

Analiza drugorzedowa — Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU) Analysis Module
znajduje sie w aparacie NextSeq 550Dx jako cze$¢ oprogramowania Local Run Manager, aby utatwié
konfiguracje przebiegu TSO Comprehensive (EU) i wykonywanie analizy drugorzedowej wynikéw
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sekwencjonowania. Analiza drugorzedowa obejmuje walidacje przetwarzania przebiegu i kontrole jakosci,
a nastepnie demultipleksowanie, generowanie pliku FASTQ, dopasowanie i rozpoznawanie wariantéw.
Demultipleksowanie powoduje oddzielenie danych od spulowanych bibliotek w oparciu o niepowtarzalne
indeksy sekwencji dodane podczas procedury przygotowania biblioteki. Generowane sg posrednie pliki
FASTQ, ktére zawierajg odczyty sekwencjonowania poszczegdlnych prébek oraz oceny jakosciowe

z wytgczeniem odczytow z klastrow, ktdre nie przeszty przez filtr. Odczyty sekwencjonowania sg nastepnie
dopasowywane do genomu referencyjnego w celu okreslenia relacji miedzy sekwencjami. Przydzielana jest
takze ocena jakosciowa na podstawie regiondw podobienstwa. Dopasowane odczyty sg zapisywane do
plikdw w formacie BAM. Oprogramowanie testu wykorzystuje oddzielne algorytmy dla bibliotek
generowanych z probek DNA i/lub RNA w celu rozpoznania matych wariantéw DNA, amplifikacji gendw,
TMB i MSI dla prédbek DNA oraz fuzji i wariantéw splicingowych dla prébek RNA. Modut oprogramowania do
analizy generuje wiele danych wyjsciowych, w tym metryki sekwencjonowania oraz pliki w formacie VCF
(Variant Call Format). Pliki VCF zawierajg informacje o wariantach znalezionych w okreslonych pozycjach

w genomie referencyjnym. Dla kazdej prébki generowane sg metryki sekwencjonowania oraz indywidualne
pliki wyjsciowe. Szczegdtowe informacje na temat analizy drugorzedowej i trzeciorzedowej mozna znalezé
w Instrukcja wykonywania procedur przy uzyciu modutu Local Run Manager TruSight Oncology
Comprehensive (EU) Analysis Module (nr dokumentu: 200008661).

Analiza trzeciorzedowa — analiza trzeciorzedowa, wykonywana przez Local Run Manager TruSight
Oncology Comprehensive (EU) Analysis Module, sktada sie z obliczen TMB i MSI, rozpoznawania
diagnostyki uzupetniajgcej, profilowania wariantow nowotworu do dwoch poziomodw istotnosci klinicznej
przy uzyciu biblioteki wiedzy (KB) i typu tkanki oraz z generowania raportu wynikéw. Profilowanie
nowotworu mozna rowniez okresli¢ mianem kompleksowego profilowania genomu. Zinterpretowane wyniki
dotyczgce wariantéw oraz wyniki dotyczgce biomarkeréw TMB i MSI sg podsumowane w raporcie wynikéw
TSO Comprehensive (EU).

Ograniczenia dotyczgce procedury

Wyltacznie do diagnostyki in vitro.

Wytacznie do uzytku z przepisu lekarza. Test nalezy stosowac zgodnie z przepisami obowigzujgcymi
laboratoria kliniczne.

Wyniki badania genomu wymienione w Tabela 2 dotyczgcej przeznaczenia nie narzucajg opisanego na
etykiecie uzycia jakiegokolwiek konkretnego produktu terapeutycznego ani o nim nie rozstrzygaja.

W przypadku wariantéw wymienionych w raporcie wynikow testu TSO Comprehensive (EU) w punkcie
Wyniki badania genomu o potwierdzonym znaczeniu klinicznym (poziom 2) i Wyniki badania genomu
o potencjalnym znaczeniu klinicznym (poziom 3) nie przeprowadzono walidacji klinicznej.

Decyzje dotyczace opieki nad pacjentem i jego leczenia muszg by¢ podejmowane w oparciu o niezalezny
osad lekarza prowadzacego, z uwzglednieniem wszystkich stosownych informacji dotyczacych stanu
pacjenta, takich jak historia choroby i wywiad rodzinny, badanie przedmiotowe, informacje z innych badan
diagnostycznych oraz preferencje pacjenta, zgodnie ze standardem opieki w danej spotecznosci.
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e Jakos¢ probek FFPE jest bardzo zmienna. Przypuszczalnie z prébek, ktorych nie poddano standardowym
procedurom utrwalania, nie bedzie mozliwa ekstrakcja kwasdw nukleinowych spetniajgcych wymagania
kontroli jakosci testu (Kontrola jakosci na stronie 85). Bloczki FFPE, ktére byty przechowywane okres
dtuzszy niz pie¢ lat, charakteryzowaty sie nizszg przydatnoscia.

* Nie oceniano dziatania testu TSO Comprehensive (EU) w préobkach pobranych od pacjentéw po
przeszczepie narzadu lub tkanki.

* Duzailos$é tkanki martwiczej (=23%) moze zaktécac zdolnos$¢ testu TSO Comprehensive (EU) do wykrycia
amplifikacji genowych i fuzji RNA.

* Somatyczne mutacje kierujgce moga nie zosta¢ wykryte w sposéb wiarygodny, jesli zawarto$¢ komérek
nowotworowych (wedtug obszaru) jest mniejsza niz 20%.

*  Woynik stabilnosci mikrosatelitarnej (MS-Stable) moze by¢ niewiarygodny, jesli zawarto$¢ komérek
nowotworowych jest mniejsza niz 30%. Wynik MSI-High jest poprawny niezaleznie od zawartosci komdrek
nowotworowych.

* Hemoglobina zwigzana z tkankg zmniejsza odczyty potwierdzajgce dla wariantdw splicingowych MET.
* W genomach o duzym stopniu rearanzacji z delecjami i utratg heterozygotycznosci oprogramowanie TSO

Comprehensive (EU) moze btednie zaklasyfikowac prébke DNA jako zanieczyszczong (CONTAMINATION_
SCORE >3106 i P_VALUE >0,049).

*  Wynik ujemny nie wyklucza obecnosci mutacji w ilosci ponizej granicy wykrywalnosci (LoD) testu.
* Na czuto$¢ wykrywania matych wariantéw DNA mogag wptywag:
— Kontekst genomowy o niskiej ztozonosci.
— Rosnaca dtugos¢ wariantu.
*  Wyniki TMB moga by¢ niedoktadne w nastepujgcych kontekstach:
— Kiedy zawarto$¢ komorek nowotworowych osiggnie poziom, przy ktérym czestosci allelu wariantu
(VAF) linii germinalnej i somatycznej zbiegajg sie.
— W populacjach niereprezentowanych odpowiednio w publicznych bazach danych.
* Amplifikacje genowe sg jedynymi wariantami liczby kopii zgtoszonymi przez TSO Comprehensive (EU). Test
nie zgtasza delecji gendw.
* Algorytmy rozpoznawania fuzji w oprogramowaniu testu TSO Comprehensive (EU) moga nie uwzgledniaé
potwierdzenia z odczytéw, ktére wykraczajg poza granice opisywanego genu.
* Naczuto$¢ wykrywania fuzji moga wptywad:
— Mata ztozonos¢ biblioteki prowadzgca do zmniejszenia liczby odczytédw potwierdzajgcych z powodu

odstepstw od procedury testu (np.: na etapach mieszania w punkcie Denaturacja RNA i przytgczanie
starterow na stronie 45).

— Sytuacje, gdy pojedynczy gen obejmuje oba miejsca peknigcia.

— W przypadkach, gdy kilka miejsc peknigcia fuzji znajduje sie blisko siebie z jednym lub wieloma
partnerami, wiele miejsc pekniecia i partneréw moze by¢ zgtaszanych jako jedno miejsce peknigcia
i partner.
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— Mate mediany rozmiaréw insertéw. Wymagana jest minimalna mediana rozmiaru insertu wynoszgca
80 bp, ale czuto$¢ zmniejsza sie w zakresie 80-100 bp.

— Niska ztozonos¢ sekwencji lub homologiczny kontekst genomowy wokdt miejsc pekniecia fuzji.

*  Wptyw na rozdzielczo$¢ gendw zaangazowanych w fuzje moze wystgpi¢, gdy miejsca pekniecia fuzji
wystepujg w regionach genomowych zawierajgcych naktadajgce sie geny. Jesli wiele gendéw naktada sie na
miejsce pekniecia, test wskaze wszystkie geny, oddzielajgc je srednikami.

* Niespodjne pokrycie w regionie promotora TERT moze skutkowac brakiem wyniku z powodu matej
gtebokosci.

* Adnotacje lub btedy biblioteki KB mogg spowodowac wynik fatszywie dodatni lub fatszywie ujemny, w tym
umieszczenie wariantu na niewtasciwym poziomie (miedzy wynikami badania genomu o potwierdzonym
znaczeniu klinicznym [poziom 2] i wynikami badania genomu o potencjalnym znaczeniu klinicznym
[poziom 3]) lub informacje o adnotacji w raporcie moga by¢ nieprawidtowe. Na warianty zgtoszone w
wynikach CDx nie majg wptywu adnotacje ani btedy KB. Mozliwe btedy moga pochodzi¢ z nastepujacych
trzech zrodet:

— Adnotacja wariantu TSO Comprehensive (EU). Czestos$¢ wystepowania bteddw wynosi mniej wiecej
0,0027% w oparciu o analize 2 448 350 wariantéw z bazy danych COSMIC v92, dlatego
prawdopodobieristwo btedu jest niewielkie.

— Btad biblioteki KB ze wzgledu na proces selekcji.

— Waznos¢ zawartosci biblioteki KB zmienia sie w czasie. Ten raport odzwierciedla stan wiedzy
w momencie, w ktérym wybrano wersje KB.

* Test TSO Comprehensive (EU) jest przeznaczony do zgtaszania wariantéw somatycznych wraz ze
zgtaszaniem wariantdw o potwierdzonym znaczeniu klinicznym lub wariantéw o potencjalnym znaczeniu
klinicznym. W badaniu obejmujgcym tylko nowotwdr mozliwe jest raportowanie wariantow linii germinalnej
(dziedziczonych), ale nieumysine. TSO Comprehensive (EU) wykorzystuje KB do raportowania wariantéw
bez wyraznej adnotacji, czy pochodzg one z linii germinalnej czy somatyczne;.

* Biblioteka KB zawiera tylko powigzania terapeutyczne, diagnostyczne i prognostyczne, ktére sg istotne dla
wariantow obecnych w ustalonej litej, ztosliwej zmianie nowotworowej. Powigzania z podatnoscig lub
ryzykiem rozwoju nowotworu nie sg uwzgledniane w bibliotece KB.

* W ponizszej tabeli przedstawiono zmiany nukleotyddw dla trzech wariantéw RET, ktérych nie mozna
wykry¢ w tescie. Mozna wykry¢ inne zmiany nukleotydow dla tej samej zmiany aminokwasodw.
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Tabela 3 Zmiany nukleotyddw dla trzech wariantow RET

Zm.iana Chr* Pozycja Allel referencyjny Alternatywa

aminokwasu

p.E632_ chri0 43609943 AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC TAAGGCCG

A640delinsVRP TGCGGCCG

p.E632_ chri0 43609944 GCTGTGC TGTCAGG

C634delinsDVR

p.C634_ chri0 43609952 GC CTAAAAGA

R635insPK CAAAGAGA
CAAAAAGG
CCAAAAGG
CTAAGAGG

* Chr = chromosom

Elementy produktu

Test TSO Comprehensive (EU) sktada sie z nastepujgcych elementéw:

* Zestaw TruSight Oncology Comprehensive (EU) (nr kat. 20063092 Illumina) — zawiera odczynniki
o wystarczajgcej objetosci do wygenerowania 24 bibliotek DNA i 24 bibliotek RNA. Obejmuje to pochodzace
od pacjenta prébki i kontrole. Kontrole sprzedawane sg oddzielnie (patrz Odczynniki wymagane, ale
niedostarczane na stronie 18).

* Biblioteka Knowledge Base: regularnie aktualizowana i dostepna do pobrania na portalu lllumina Lighthouse
Portal.

* Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU) Analysis Module (numer kat. 20051843
lllumina), ktéry obejmuje nastepujgce elementy:

— Pakiety reklamacji TSO Comprehensive
— Pakiet oprogramowania TSO Comprehensive
— Zestaw USB TSO Comprehensive

Przedstawiciel serwisu lllumina instaluje odpowiednig wersje Modut analityczny TSO Comprehensive (EU) na
Local Run Manager Aparat NextSeq 550Dx. Szczegdtowe informacje na temat modutu analitycznego mozna
znalez¢ w Instrukcja wykonywania procedur przy uzyciu modutu Local Run Manager TruSight Oncology
Comprehensive (EU) Analysis Module (nr dokumentu: 200008661).
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Odczynniki

Dostarczane odczynniki
Z zestawem testu TSO Comprehensive (EU) dostarczane sg nastepujgce odczynniki.

TruSight Oncology Comp RNA Library Prep, nr kat. 20031127

Numer Temperatura
Odczynnik llosé Objetos¢  Skiadniki aktywne P .
katalogowy przechowywania
First Strand 20031431 1 260 pl Buforowany 0d -25°Cdo
Synthesis Mix (FSM) roztwoér wodny -15°C
zawierajacy sole
i nukleotydy
Second Strand Mix 20031432 1 720 pl Buforowany 0Od -25°C do
(SSM) roztwoér wodny -15°C

zawierajacy sole,
polimeraze DNA,
RNaze H

i nukleotydy

Elution Primer Frag 20031433 1 250 ul Buforowany 0d -25°Cdo
Mix (EPH3) roztwoér wodny -15°C
zawierajacy sole
i losowe
heksamery

Reverse 20031434 1 70 pl Buforowany 0Od -25°C do
Transcriptase (RVT) roztwoér wodny -15°C
zawierajgcy
odwrotng
transkryptaze
(reverse
transcriptase)
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TruSight Oncology Comp Library Prep (Freeze), nr kat. 20031118

Odczynnik

End Repair A-
tailing A (ERA1-A)

End Repair A-
tailing B (ERA1-B)

Adapter Ligation
Buffer 1 (ALB1)

DNA Ligase 3
(LIG3)

Short Universal
Adapters 1 (SUA1)

UMI Adapters v1
(UMI)

Stop Ligation
Buffer (STL)

Enhanced PCR Mix
(EPM)

Numer
katalogowy

20031435

20031436

20031437

20031438

20031439

20031496

20031440

20031441

Nr dokumentu: 200007789, wer. 08

llosé

2

Objetosé

85 ul

210 pl

1,73 ml

190 pl

290 pl

290 pl

480 I

550 pl

Sktadniki aktywne

Buforowany roztwor
wodny zawierajgcy
polimeraze DNA faga
T4 ikinaze
polinukleotydowg

Buforowany roztwor
wodny zawierajgcy
sole i nukleotydy

Buforowany roztwor
wodny zawierajgcy
sole

Buforowany roztwér
wodny zawierajgcy
ligaze

Buforowany roztwér
wodny zawierajgcy
uniwersalne
oligonukleotydy
stuzgce do
sekwencjonowania

Buforowany roztwér
wodny zawierajgcy
uniwersalne
oligonukleotydy
stuzgce do
sekwencjonowania

Buforowany roztwor
wodny zawierajgcy
sole

Buforowany roztwér
wodny zawierajgcy
polimeraze DNA

i nukleotydy
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Temperatura
przechowywania

0Od -25°C do
-15°C

0Od -25°Cdo
-15°C

0d -25°Cdo
-15°C

0Od -25°C do
-15°C

0Od -25°C do
-15°C

0Od -25°C do
-15°C

0d -25°C do
-15°C

0Od -25°C do
-15°C
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illumina

TruSight Oncology Comp Library Prep (Refrigerate), nr kat. 20031119

Odczynnik

Resuspension Buffer

(RSB)

Sample Purification

Beads (SPB)

TE Buffer (TEB)

Numer
katalogowy

20031444

20031442

20013443

llos$é

1

2

1

Objetos¢é

12,4 mi

6,11 ml

10 mi

Sktadniki aktywne

Buforowany roztwér
wodny zawierajgcy

sole

Roztwoér wodny
zawierajacy kulki

magnetyczne.

Roztwor Tris EDTA

Temperatura
przechowywania

Od 2°C do 8°C

0Od 2°C do 8°C

0Od 2°C do 8°C

Startery indeksujace TruSight Oncology Comp UP, nr kat. 20031120

Sktadniki aktywne: buforowany roztwér wodny zawierajgcy oznaczone indywidualnymi kodami kreskowymi
startery oligonukleotydowe.

A\

PRZESTROGA

llosé Objetosé

Starter Numer
indeksujacy katalogowy
UPO1 20031445
UP02 20031446
UP0O3 20031447
UP04 20031448
UPO5 20031449
UP06 20031450
UP07 20031451
UP08 20031452
UP09 20031453
UP10 20031454
UP11 20031455
UP12 20031456
UP13 20031457
upP14 20031458
UP15 20031459
UP16 20031460

1

24l
24l
24l
24l
24l
24l
24l
24l
24l
24l
24l
24l
24l
24l
24l
24l

Nr dokumentu: 200007789, wer. 08

Indeks i7

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

Sekwencja i7

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

Starteréw indeksujgcych Unique Index Primers (UPxx) nalezy uzywac w przypadku prébek RNA lub
DNA. Nie tgczy¢ starterow indeksujgcym CPxx i UPxx w tej samej bibliotece.

Temperatura

Indeks i5 Sekwencja i5
D503 AGGATAGG
D504 TCAGAGCC
D509 CATCCGAA
D510 TTATGAGT
D513 ACGAATAA
D515 GATCTGCT
D501 AGGCTATA
D502 GCCTCTAT
D505 CTTCGCCT
D506 TAAGATTA
D517 AGTAAGTA
D518 GACTTCCT
D511 AGAGGCGC
D512 TAGCCGCG
D514 TTCGTAGG
D516 CGCTCCGC

DO STOSOWANIA W DIAGNOSTYCE IN VITRO. WYLACZNIE NA EKSPORT.

przechowywania
0Od -25°C do -15°C
0Od -25°C do -15°C
0Od -25°C do -15°C
0Od -25°C do -15°C
0Od -25°C do -15°C
0Od -25°C do -15°C
0Od -25°C do -15°C
0Od -25°C do -15°C
0Od -25°C do -15°C
0Od -25°C do -15°C
0Od -25°C do -15°C
0Od -25°C do -15°C
0Od -25°C do -15°C
0Od -25°C do -15°C
0Od -25°C do -15°C
0Od -25°C do -15°C
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Startery indeksujgce TruSight Oncology Comp CP, nr kat. 20031126

illumina

Sktadniki aktywne: buforowany roztwér wodny zawierajgcy oznaczone indywidualnymi kodami kreskowymi
startery oligonukleotydowe.

YA

PRZESTROGA

Starteréw do indeksowania Combinatorial Index Primers (CPxx) wolno uzywaé wytgcznie
w przypadku probek DNA. Nie taczy¢ starteréw indeksujgcym CPxx i UPxx w tej samej bibliotece.

Starter Numer
indeksujacy katalogowy
CPO1 20031461
CP02 20031462
CP0O3 20031463
CPO4 20031464
CPO5 20031465
CP0O6 20031466
CP0O7 20031467
CP0O8 20031468
CP0O9 20031469
CP10 20031470
CP11 20031471
CP12 20031472
CP13 20031473
CP14 20031474
CP15 20031475
CP16 20031476

TruSight Oncology Comp Enrichment (Refrigerate), nr kat. 20031123

Odczynnik

Target Capture
Buffer 1 (TCB1)

llosé Objetosé
1 20 ul
1 20l
1 20 ul
1 20l
1 20 ul
1 20l
1 20 ul
1 20l
1 20 ul
1 20l
1 20 ul
1 20l
1 20 pl
1 20l
1 20 pl
1 20l

Numer ‘. . 2z
llos¢ Objetos¢

katalogowy

20031477 2 870 ul

Nr dokumentu: 200007789, wer. 08

Indeks i7

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

Sekwencjonowanie

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

Indeks i5

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

Buforowany roztwoér

Sekwencjonowanie

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

Temperatura
przechowywania

0d -25°C do -15°C
0Od -25°Cdo -15°C
0d -25°C do -15°C
0Od -25°Cdo -15°C
0d -25°C do -15°C
0Od -25°Cdo -15°C
0d -25°C do -15°C
0Od -25°Cdo -15°C
0d -25°C do -15°C
0Od -25°Cdo -15°C
0d -25°C do -15°C
0Od -25°Cdo -15°C
0d -25°C do -15°C
0Od -25°Cdo -15°C
0d -25°C do -15°C
0Od -25°Cdo -15°C

Temperatura
przechowywania

Sktadniki aktywne

wodny zawierajgcy

formamid i sole

DO STOSOWANIA W DIAGNOSTYCE IN VITRO. WYLACZNIE NA EKSPORT.
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Ulotka dotgczona do opakowania testu TruSight Oncology Comprehensive (EU)

Odczynnik

Streptavidin
MagBeads
(SMB)

2N NaOH (HP3)

Elute Target
Buffer 2 (ET2)

Library
Normalization
Beads 1 (LNB1)

Library
Normalization
Wash 1 (LNW1)

Library
Normalization
Storage Buffer 1
(LNS1)

Resuspension
Buffer (RSB)

Sample
Purification
Beads (SPB)

TruSight Oncology Comp Enrichment (Freeze), nr kat. 20031121

Odczynnik

Target Capture
Additives 1
(TCA1)

Numer
katalogowy

20031478

20031479

20031480

20031481

20031482

20031483

20031444

20031442

Numer
katalogowy

20031486

Nr dokumentu: 200007789, wer. 08

llos¢é

llosé

2

Objetosé

7,78 ml

400 i

290 pl

1,04 ml

4,8 ml

3,5ml

12,4 ml

6,11 ml

Objetos¢

521

Sktadniki aktywne

Buforowany roztwar
wodny zawierajacy sole
i kulki paramagnetyczne
w fazie statej
kowalencyjnie
optaszczone
streptawidyng

Roztwoér wodorotlenku
sodu

Buforowany roztwor
wodny

Buforowany roztwér
wodny zawierajgcy kulki
paramagnetyczne

w fazie statej

Buforowany roztwér
wodny zawierajacy sole,
2-merkaptoetanol

i formamid

Buforowany roztwor
wodny zawierajacy sole

Buforowany roztwér
wodny zawierajacy sole

Roztwdr wodny
zawierajacy kulki
magnetyczne.

Sktadniki aktywne

Buforowany roztwér
wodny zawierajacy
oligonukleotydy

DO STOSOWANIA W DIAGNOSTYCE IN VITRO. WYLACZNIE NA EKSPORT.

illumina

Temperatura
przechowywania

0Od 2°C do 8°C

0Od 2°C do 8°C
0Od 2°C do 8°C

Od 2°C do 8°C

0Od 2°C do 8°C

0Od 2°C do 8°C

0d 2°Cdo 8°C

Od 2°C do 8°C

Temperatura
przechowywania

0Od -25°C do -
15°C

16 2154



Ulotka dotaczona do opakowania testu TruSight Oncology Comprehensive (EU)  i|llumina’

Numer Temperatura
Odczynnik » llosé Objetos¢  Skiadniki aktywne P 8 .
katalogowy przechowywania
Enhanced 20031487 1 50,4 ml Buforowany roztwor 0d -25°C do -
Enrichment wodny zawierajgcy sole  15°C
Wash (EEW)
Enrichment 20031488 3 1,65 ml Buforowany roztwor 0d -25°Cdo -
Elution 2 (EE2) wodny zawierajgcy 15°C
detergent
Enhanced PCR 20031441 2 550 ul Buforowany roztwor 0d -25°C do -
Mix (EPM) wodny zawierajacy 15°C
polimeraze DNA
i nukleotydy
PCR Primer 20031490 2 150 pl Buforowany roztwor 0d -25°C do -
Cocktail 3 wodny zawierajgcy 15°C
(PPC3) startery P5iP7
Library 20031491 1 4,6 ml Buforowany roztwor 0d -25°C do -
Normalization wodny zawierajacy sole, 15°C
Additives 1 2- merkaptoetanol
(LNA1) i formamid
PhiX Internal 20031492 1 10 pl Buforowany roztwor 0d -25°C do -
Control (PX3 lub wodny zawierajgcy 15°C
PhiX) genomowe DNA PhiX

Zestaw TruSight Oncology Comp Content Set, nr kat. 20031122

Numer Temperatura
Odczynnik llosé Objetos¢  Skiadniki aktywne P .
katalogowy przechowywania
Oncology RNA 20031494 1 290 pl Pula sond 0d -25°C do -
Probe Pool (OPR1) oligonukleotydowych 15°C
Oncology DNA 20031495 1 290 ul Pula sond 0Od -25°C do -
Probe Pool 2 oligonukleotydowych 15°C
(OPD2)
Nr dokumentu: 200007789, wer. 08 17 2154
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Ulotka dotaczona do opakowania testu TruSight Oncology Comprehensive (EU) illumina

Odczynniki wymagane, ale niedostarczane
Odczynniki przed amplifikacja

* Odczynniki do ekstrakcji i oczyszczania DNA i RNA —informacje dotyczgce wymagan zwigzanych
z odczynnikami zawiera cze$¢ Ekstrakcja, oznaczenie ilosciowe i przechowywanie kwasow nukleinowych
na stronie 28.

* QOdczynniki do ilosciowego oznaczania DNA i RNA - informacje dotyczgce wymagan zwigzanych
z odczynnikami zawiera cze$¢ Ekstrakcja, oznaczenie ilosciowe i przechowywanie kwasow nukleinowych
na stronie 28.

* Kontrole TruSight Oncology:
— TruSight Oncology DNA Control (lllumina nr katalogowy 20065041)
— TruSight Oncology DNA Control (lllumina nr katalogowy 20065042)
* Etanol (EtOH) 100% (ang. 200 proof) do zastosowan w biologii molekularnej

* Woda pozbawiona-RNaz/DNaz
Odczynniki po amplifikaciji

* NextSeq 550Dx High-Output Reagent Kit v2.5 (300 cykli) (nr kat. 20028871 Illumina)
— NextSeq 550Dx High Output Flow Cell Cartridge v2.5 (300 cykli)
— NextSeq 550Dx High Output Reagent Cartridge v2 (300 cykli)
— NextSeq 550Dx Buffer Cartridge v2 (300 cykli)

* EtOH, 100% (ang. 200 proof) do zastosowan w biologii molekularnej

* Woda pozbawiona-RNaz/DNaz

Przechowywanie i sposdb postepowania
Zz odczynnikami

Nastepujgce opakowania z odczynnikami sg wysytane w stanie zamrozonym. Przechowywaé w temperaturze
od -25°C do -15°C.

. Numer Obszar
Opakowanie .
katalogowy laboratorium
TruSight Oncology Comp RNA Library Prep 20031127 Przed amplifikacja
TruSight Oncology Comp Library Prep (Freeze) 20031118 Przed amplifikacja
Nr dokumentu: 200007789, wer. 08 18 z 154
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Ulotka dotaczona do opakowania testu TruSight Oncology Comprehensive (EU)  i|llumina’

. Numer Obszar
Opakowanie )
katalogowy laboratorium
TruSight Oncology Comp UP Index Primers 20031120 Przed amplifikacjg
TruSight Oncology Comp CP Index Primers 20031126 Przed amplifikacjg
TruSight Oncology Comp Enrichment (Freeze) 20031121 Po ampilifikacji
TruSight Oncology Comp Content Set 20031122 Po amplifikacji

/N PRZESTROGA

Nie przechowywac odczynnikdw w zamrazarkach- bezszronowych ani w przedziatach na drzwiach
lodéwek.

Ponizsze opakowania z odczynnikami sg wysytane z wktadami zelowymi, aby utrzymac¢ temperature od 0°C do
10°C. Przechowywac¢ w temperaturze od 2°C do 8°C.

. Numer Obszar
Opakowanie .
katalogowy laboratorium
TruSight Oncology Comp Library Prep (Refrigerate) 20031119 Przed amplifikacja
TruSight Oncology Comp Enrichment (Refrigerate) 20031123 Po amplifikacji

/N PRZESTROGA
Nie zamrazac¢ odczynnikéw zawierajgcych kulki (LNB1, SPB i SMB).

* Zmiany fizycznego wygladu odczynnikdw mogg wskazywac na pogorszenie sie stanu materiatow. Jesli
wystgpig zmiany wygladu fizycznego (np. zmiany koloru odczynnika lub zmetnienie), nie nalezy uzywac
odczynnikdw.

* FSM, SSM, ERA1-B i TCB1 mogg zawiera¢ czgstki state zwigzane z produktem. Nalezy przestrzegacé
specjalnych wytycznych dotyczacych postepowania z kazdym odczynnikiem. Po wykonaniu etapow
mieszania FSM i SSM pozostate biate czagstki state zwigzane z produktem nie bedg miaty wptywu na
wydajnosé.

* Przeprowadzono ocene stabilnosci testu TSO Comprehensive (EU) i wykazano dziatanie w przypadku
maksymalnie czterech zastosowan zestawu. Odczynniki zachowujg stabilno$¢ do terminu waznosci
podanego na etykiecie pod warunkiem przechowywania we wskazanych temperaturach.

Nr dokumentu: 200007789, wer. 08 192154
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Ulotka dotgczona do opakowania testu TruSight Oncology Comprehensive (EU)

Sprzet i materiaty

Sprzet i materiaty wymagane, ale niedostarczane

Sprzet i materiaty do zastosowania przed amplifikacjg

Wyposazenie

Homogenizator ultradzwiekowy z akcesoriami
Informacje na temat Ustawienia konfiguracji homogenizatora
ultradZwiekowego dla fragmentacji DNA na stronie 24.

Termocykler o nastepujgcych cechach:

» Podgrzewana pokrywa z mozliwos$cig ustawienia na 30°C i 100°C
(lub wytgczenia, jesli nie mozna ustawi¢ temperatury 30°C)

» Obejmuje zakres temperatur: od 4°C do 99°C

o Doktadnosé¢ pomiaru temperatury: +0,25°C

o Kompatybilna z 96-dotkowymi ptytkami do PCR, poj. 0,2 ml

o Patrz Szybkosc spadku/przyrostu temperatury w termocyklerze na
stronie 26

Wytrzgsarka typu worteks

Inkubatory do mikroprébek (2) z wktadkami grzejnymi na 96-dotkowe
ptytki MIDI (2)

Mikrowirowka

Wirdwka ptytkowa o nastepujacych cechach:
o Zgodna z 96-dotkowymi mikroptytkami
» Osiggalne przyspieszenie 280 x g (+/- 10%)

Wytrzagsarka ptytek o nastepujacych cechach:
e Zakres ruchu kotowego 2 mm
» Mozliwos$¢ wytrzgsania z predkoscig 1200 obr./min i 1800 obr./min

Klin lub watek do uszczelniania

Statyw magnetyczny o nastepujgcych parametrach:

o Zaprojektowany do precypitacji/separacji kulek paramagnetycznych
» Magnesy z boku, a nie u dotu, statywu

e Zgodny z 96-dotkowymi ptytkami MIDI

Nr dokumentu: 200007789, wer. 08
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Dostawca

Ogolny dostawca
laboratoryjny

Ogolny dostawca
laboratoryjny

Dowolny dostawca sprzetu i
materiatéw laboratoryjnych

Dowolny dostawca sprzetu i
materiatdw laboratoryjnych

Ogodlny dostawca
laboratoryjny

Ogdlny dostawca
laboratoryjny

Dowolny dostawca sprzetu i
materiatéw laboratoryjnych

Dowolny dostawca sprzetu i
materiatéw laboratoryjnych

Ogdlny dostawca
laboratoryjny

20z154
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Ulotka dotgczona do opakowania testu TruSight Oncology Comprehensive (EU)

Wyposazenie

Pipety automatyczne umozliwiajgce doktadne dostarczanie objetosci
od 2 ul do 1000 pl o nastepujgcej charakterystyce:

o Pipeta jedno- lub wielokanatowa z przyrostem 0,02 pl

» Pipeta jedno- lub wielokanatowa z przyrostem 0,1 ul, 0,2 pl lub 0,5 pl
» Pipeta jedno- lub wielokanatowa z przyrostem 1 ul lub 2 pl

Pipety muszg by¢ kalibrowane systematycznie i doktadnie w zakresie
5% podanej objetosci.

Pipetor

Léd lub blok chtodzacy

Pipety serologiczne o poj. 10 ml

Samoprzylepna folia uszczelniajgca do ptytek 96-dotkowych

o nastepujacych cechach:

Odklejana

Odpowiednia do ptytek do PCR z niskim lub wysokim kotnierzem
Mocny klej, ktéry wytrzymuje wielokrotne zmiany temperatury
w zakresie od -20°C do 100°C

Pozbawiona DNaz/RNaz

Probdéwki mikrowirownicze o poj. 1,7 ml, pozbawione nukleaz
Pozbawione nukleaz pojemniki na odczynniki (jednorazowe korytko,
poj. 50 ml) (lub rownowazne)

Probdéwki stozkowe o poj. 15 ml

Probdéwki stozkowe 0 poj. 50 ml

Kompatybilne koncéwki do pipet z filtrem

96-dotkowe ptytki do przechowywania; poj. dotka 0,8 ml (ptytki MIDI)

96-dotkowe ptytki do PCR kompatybilne z termocyklerem; poj. 0,2 ml
(dotki polipropylenowe)

Nr dokumentu: 200007789, wer. 08
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Dostawca

Dowolny dostawca sprzetu i
materiatéw laboratoryjnych

Dowolny dostawca sprzetu i
materiatéw laboratoryjnych

Dowolny dostawca sprzetu i
materiatéw laboratoryjnych

Dowolny dostawca sprzetu i
materiatéw laboratoryjnych

Dowolny dostawca sprzetu i
materiatéw laboratoryjnych

Dowolny dostawca sprzetu i
materiatéw laboratoryjnych

Dowolny dostawca sprzetu i
materiatéw laboratoryjnych

Dowolny dostawca sprzetu i
materiatéw laboratoryjnych

Dowolny dostawca sprzetu i
materiatéw laboratoryjnych

Dowolny dostawca sprzetu i
materiatéw laboratoryjnych

Fisher Scientific, nr kat. AB-
0859 lub odpowiednik

Ogdlny dostawca
laboratoryjny

212154
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Ulotka dotgczona do opakowania testu TruSight Oncology Comprehensive (EU)

Sprzet i materiaty do zastosowania po amplifikaciji

Wyposazenie

Aparat NextSeq 550Dx

Wiréwka ptytkowa o nastepujgcych cechach:
e Zgodna z 96-dotkowymi mikroptytkami
» Osiggalne przyspieszenie 280 x g (+/- 10%)

Termocykler o nastepujgcych cechach:

o Podgrzewana pokrywa (100°C)

» Obejmuje zakres temperatur: od 4°C do 99°C

o Doktadnosé¢ pomiaru temperatury: +0,25°C

o Kompatybilna z 96-dotkowymi ptytkami do PCR, poj. 0,2 ml

o Patrz Szybkosc spadku/przyrostu temperatury w termocyklerze na
stronie 26

Wytrzgsarka typu worteks
Inkubator do mikroprébek z wktadka grzejng na 96-dotkowe ptytki MIDI

Suchy blok grzejny o nastepujgcych parametrach:

o Zakres temperatur: od 25°C do 99°C

o Doktadnos$¢ pomiaru temperatury: £5°C

o Upewnic sie, ze probdwki mikrowirownicze sg kompatybilne
z blokiem grzejnym

Wytrzgsarka ptytek o nastepujgcych cechach:
o Zakres ruchu kotowego 2 mm
» Mozliwos¢ wytrzgsania z predkoscig 1200 obr./min i 1800 obr./min

Mikrowirowka
Klin lub watek do uszczelniania

Statyw magnetyczny o nastepujgcych parametrach:

» Zaprojektowany do precypitacji/separacji kulek paramagnetycznych
» Magnesy z boku, a nie u dotu, statywu

o Zgodny z 96-dotkowymi ptytkami MIDI

Nr dokumentu: 200007789, wer. 08
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illumina

Dostawca

[llumina, numer katalogowy
20005715

0Ogodlny dostawca
laboratoryjny

0Ogodlny dostawca
laboratoryjny

Dowolny dostawca sprzetu i
materiatéw laboratoryjnych

Dowolny dostawca sprzetu i
materiatdw laboratoryjnych

Ogodlny dostawca
laboratoryjny

Dowolny dostawca sprzetu i
materiatéw laboratoryjnych

Dowolny dostawca sprzetu i
materiatéw laboratoryjnych

Dowolny dostawca sprzetu i
materiatéw laboratoryjnych

Ogolny dostawca
laboratoryjny
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Wyposazenie

Pipety automatyczne umozliwiajgce doktadne dostarczanie objetosci
od 2 ul do 1000 pl o nastepujgcej charakterystyce:
o Pipeta jedno- lub wielokanatowa z przyrostem 0,02 pl

» Pipeta jedno- lub wielokanatowa z przyrostem 0,1 ul, 0,2 pl lub 0,5 pl

» Pipeta jedno- lub wielokanatowa z przyrostem 1 ul lub 2 pl
Pipety muszg by¢ kalibrowane systematycznie i doktadnie w zakresie
5% podanej objetosci.

Pipetor

Pipety serologiczne o poj. 10 ml

Samoprzylepna folia uszczelniajgca do ptytek 96-dotkowych

o nastepujgcych cechach:

Odklejana

Odpowiednia do ptytek do PCR z niskim lub wysokim kothierzem
Mocny klej, ktory wytrzymuje wielokrotne zmiany temperatury
w zakresie od -20°C do 100°C

Pozbawiona DNaz/RNaz

Probdéwki mikrowirownicze o poj. 2 ml, pozbawione nukleaz
Probdéwki mikrowirownicze o poj. 1,7 ml, pozbawione nukleaz
Pozbawione nukleaz pojemniki na odczynniki (jednorazowe korytko,
poj. 50 ml) (lub rownowazne)

Probdéwki stozkowe o poj. 15 ml

Probdéwki stozkowe 0 poj. 50 ml

Kompatybilne koncéwki do pipet z filtrem

96-dotkowe ptytki do przechowywania; poj. dotka 0,8 ml (ptytki MIDI)
96-dotkowe ptytki do PCR kompatybilne z termocyklerem; poj. 0,2 ml

(dotki polipropylenowe)
L&d lub blok chtodzacy

Nr dokumentu: 200007789, wer. 08
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illumina

Dostawca

Dowolny dostawca sprzetu i
materiatéw laboratoryjnych

Dowolny dostawca sprzetu i
materiatéw laboratoryjnych

Dowolny dostawca sprzetu i
materiatéw laboratoryjnych

Ogdlny dostawca
laboratoryjny

Ogolny dostawca
laboratoryjny

Dowolny dostawca sprzetu i
materiatéw laboratoryjnych

Dowolny dostawca sprzetu i
materiatéw laboratoryjnych

Dowolny dostawca sprzetu i
materiatéw laboratoryjnych

Dowolny dostawca sprzetu i
materiatéw laboratoryjnych

Dowolny dostawca sprzetu i
materiatéw laboratoryjnych

Fisher Scientific, nr kat. AB-
0859 lub odpowiednik

Dowolny dostawca sprzetu i
materiatéw laboratoryjnych

Dowolny dostawca sprzetu i
materiatéw laboratoryjnych
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Ustawienia konfiguracji homogenizatora ultradzwiekowego
dla fragmentacji DNA

Fragmentacja DNA wptywa na skutecznos¢ testu, okreslajgc rozktad wielkosci fragmentdw, co z kolei wptywa
na pokrycie sekwencjonowania. Poddano ocenie i zoptymalizowano na potrzeby testu TSO Comprehensive
(EU) kilka konfiguracji skupionych punktowo homogenizatorow ultradzwiekowych (Tabela 4).

Czas fragmentacji dostosowano, aby zmaksymalizowaé metryke MEDIAN_EXON_COVERAGE opisang

w czesci Kontrola jakosci na stronie 85. Czasy fragmentacji (patrz Tabela 4) oraz wyniki MEDIAN_INSERT_
SIZE réznity sie pomiedzy konfiguracjami.

Konfiguracje 1-4 i 6 badano za pomoca 8-paskowych szklanych probdwek. W konfiguracji 5 zastosowano
pojedynczg szklang probdwke. Pojemnos¢ probowki przedstawia Tabela 4.

W optymalizacji konfiguracji 3-6 (mniejsze objetosci kgpieli wodnej) wykorzystano pulsacje.

Konfiguracje 3-5 zostaty Sciete w mniejszych probdwkach. Pojemnosci probédwek wptywajg na parametry
fragmentacji.

Konfiguracja 4 (przetwornik liniowy, objetos¢ sredniej wielkosci kgpieli wodnej, odgazowana woda)
wymagata dtugiego czasu opdznienia pulsu (40 sekund) w celu uzyskania podobnego MEDIAN_EXON_
COVERAGE jak w konfiguracji 1i 2 przy nominalnej wartosci wejsciowej 40 ng.

Optymalne ustawienia konfiguracji 3 spowodowaty nieco wigkszy rozktad wielkosci fragmentow

w poréwnaniu z innymi konfiguracjami (parametr MEDIAN_INSERT_SIZE byt o okoto 5-10 par nukleotyddw
wiekszy).

W konfiguracjach 3 i 5 zastosowano wode nieodgazowang i najmniejszg objetos¢ kapieli wodnej.

W konfiguracjach 3 i 5 zastosowano wode nieodgazowang oraz najmniejsze wielkosci kgpieli wodne;j

i konieczny byt w ich przypadku zwiekszony poziom wejsciowy DNA (50 ng dla konfiguracji 3, 60 ng dla
konfiguracji 5), aby mozna byto uzyska¢ podobng wartos¢ MEDIAN_EXON_COVERAGE w poréwnaniu do
pozostatych 4 konfiguracji, w ktérych stosowano nominalng wartos$¢ wyjsciowa wynoszgcga 40 ng.

Konfiguracje 315 powodowaty wiekszg liczbe uszkodzen i/lub denaturacji, a zatem dawaty mniejszg
skuteczng mase czgsteczek dsDNA uzytecznych do przygotowania biblioteki.

Odwirowac probowki, w ktérych dokonywana jest fragmentacja podczas procesu odzyskiwania, aby zapewni¢
odzyskanie okreslonej objetosci, poniewaz kazda strata materiatu moze mie¢ niekorzystny wptyw na dziatanie
testu.

Nr dokumentu: 200007789, wer. 08 24 7154
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Tabela 4 Oceniane konfiguracje skupionych punktowo homogenizatorow ultradzwiekowych

Konfiguracja

Parametr 1 2 3 4 5 6
Przetwornik Liniowy Punktowy Punktowy Liniowy Punktowy Liniowy
Objetos¢ kapieliwodnej 51 51 85 ml 500 ml 16 ml 1,71
Woda odgazowana Tak Tak Nie Tak Nie Tak
System chtodzenia Tak Tak Tak Tak Tak Tak
wod3g
Temperatura kagpieli 7°C 7°C 12°C 12°C 20°C 10°C
wodnej
Szczytowa moc 450 W 175W 50w 350 W 50w 450 W
incydentalna (PIP)
Wspodtczynnik 30 10 30 25 20 25
impulsowania (%)
Cykle naimpuls 200 200 1000 1000 1000 600
Pulsacja (impulsy Nie Nie Tak Tak Tak Tak
10-sekundowe)
Czas opdznienia pulsacji  Nd. Nd. 10s 40s 10s 10s
Czas fragmentacji 250's 280's 200’ 320 s? 200 s' 320 s?
Przetwarzanie probki 1-8 1 1 1-8 1 1-8
Wielkos¢ partii 1-96 1-96 1-8 1-8 1 1-96
Wielkos¢ probki, 130 pl 130 i 50 ul 50 ul Jedna 130 pi (lub
probéwki szklane probdowka 96 ptytek
tgczone w paski (po (50 i) mikroTUBE)
8 sztuk)
Dithering Nd. Nd. Nd. 3mmY Nd. 1,5mmY

przy przy

20 mm/s 10 mm/s
Odpowiednik 40 ng 40 ng 50 ng 40 ng 60 ng 40 ng
wejsciowego poziomu
DNA
(dla mediany pokrycia
eksonow)

1 Czas fragmentacji wynoszacy 200 s sktada sie z 10-sekundowych impulséw w 20 powtdrzeniach.
2 Czas fragmentacji wynoszacy 320 s sktada sie z 10-sekundowych impulséw w 32 powtdrzeniach.
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Szybkos¢ spadku/przyrostu temperatury w termocyklerze

Szybkosé spadku/przyrostu temperatury w termocyklerze wptywa na parametry kontroli jakosci testu
(uzyteczne miejsca MSI, mediane liczby przedziatéw na docelowy wariant CNV, mediane rozmiaru insertu
(RNA)) oraz na odczyty potwierdzajgce dla wariantdéw splicingowych i fuzji. Zalecana jest optymalizacja
szybkosci spadku/przyrostu temperatury w termocyklerze. Na przyktad testowany model zostat przestawiony
z domysinej (i maksymalnej) szybkosci narastania 5°C/s do 3°C/s, aby uzyska¢ wyniki poréwnywalne z innymi
modelami o nizszych domyslnych szybkosciach narastania.
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Pobieranie, transport i przechowywanie probek

Podczas pobierania, transportu, przechowywania i przetwarzania prébek nalezy postepowac zgodnie ze
standardowymi procedurami.

Wymagania dotyczace prébek

Tkanka FFPE

Do testu TSO Comprehensive (EU) wymagane jest 40 ng RNA i/lub 40 ng DNA wyekstrahowanego z tkanki
FFPE. Wykorzystanie zaréwno RNA, jak i DNA umozliwia analize wszystkich zgtaszanych typéw wariantéw.
Tkanke nalezy utrwala¢ przy uzyciu utrwalacza zawierajgcego formaling odpowiedniego do analiz
molekularnych (na przyktad 10% buforowanej formaliny o odczynie obojetnym). Tkanki nie wolno odwapniag.
Przed wykonaniem testu TSO Comprehensive (EU) probka tkanki powinna zosta¢ zbadana przez patologa, aby
potwierdzi¢, ze jest ona odpowiednia do niniejszego testu. Do wykrycia somatycznych mutac;ji kierujgcych
wymagana jest zawartos¢ komdrek nowotworowych na poziomie co najmniej 20% (na obszar). Wiarygodne
wykrywanie statusu MSI w réznych prébkach wymaga co najmniej 30% zawartosci komdrek nowotworowych.
Jesli prébka o zawartosci komoérek nowotworowych mniejszej niz 30% poddawana jest testowi w celu
okreslenia wynikéw dla innych typéw wariantdw, wynik MS-Stable moze by¢ niewiarygodny. Wynik MSI-High
jest prawidtowy niezaleznie od zawartosci komdérek nowotworowych.

Odsetek komérek nowotworowych dla amplifikacji genéw i wariantdw RNA zalezy od skali amplifikacji lub
ekspres;ji fuzji (patrz Odsetek komdrek nowotworowych na stronie 112).

W przypadku wysokiego prawdopodobienstwa ekstrakcji 40 ng RNA i 40 ng DNA z réznych typdw tkanki statej
zalecana objeto$é tkanki wynosi = 1,0 mm?3. Objeto$¢ ta odpowiada tacznej powierzchni zywej tkanki
wynoszacej = 200 mm? przy uzyciu skrawkdw grubosci 5 um lub = 100 mm? przy uzyciu skrawkéw grubosci
10 um. taczny obszar tkanki to suma obszaru zywej tkanki we wszystkich $cinkach dostarczonych do
ekstrakcji. Na przyktad: tgczna powierzchnia tkanki wynoszgca 200 mm? moze zostaé uzyskana poprzez
ekstrakcje czterech wycinkéw 5 um, kazdy o powierzchni tkanki 50 mm?, lub pieciu wycinkéw 10 um, kazdy

o powierzchni tkanki 20 mm?. Martwica tkanki moze doprowadzi¢ do uzyskania mniejszej iloéci kwaséw
nukleinowych. Aby zminimalizowa¢ prawdopodobienstwo uzyskania wynikow fatszywie ujemnych, tkanke
mozna poddac¢ makrodysekcji w celu uzyskania pozgdanej zawartosci zywych komérek nowotworowych.

Duza ilo$¢ tkanki martwiczej (223% na obszar) moze zaktécac zdolnos¢ testu TSO Comprehensive (EU) do
wykrycia amplifikacji genowych i fuzji RNA. Jesli wycinek prébki zawiera wiecej niz 23% tkanki martwiczej

w catkowitej powierzchni tkanki, tkanke martwiczg nalezy podda¢ makrodysekciji. Jesli w laboratorium
przeprowadza sie test RNA, nalezy unikac¢ lub minimalizowac ilo$¢ tkanki z hemoglobing podczas uzyskiwania
wycinkow z bloku tkankowego. Patrz Substancje zaktdcajgce na stronie 103.

Tkanke FFPE na szkietku mozna przechowywac przez maksymalnie 28 dni w temperaturze pokojowe;j.
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Ekstrakcja, oznaczenie ilosciowe i przechowywanie
kwasow nukleinowych

*  Wyekstrahowaé RNA i DNA z prébek tkanki FFPE za pomoca dostepnych w handlu zestawdw
ekstrakcyjnych. Réznice pomiedzy zestawami ekstrakcyjnymi mogag wptywac na wydajnosé. Patrz Ocena
zestawow do ekstrakcji kwasow nukleinowych na stronie 101.

* Nie zwiekszac poziomu proteinazy K lub enzymu réwnowaznego podczas ekstrakcji ze stezenia
standardowego podanego w zestawie do ekstrakcji. Patrz Substancje zaktdcajgce na stronie 103.

* Wyekstrahowane kwasy nukleinowe nalezy przechowywac zgodnie z instrukcjami producenta zestawu
ekstrakcyjnego.

* Przechowywacd wyekstrahowane DNA przez maksymalnie 28 dni w temperaturze od -25°C do -15°C.
* Przechowywaé wyekstrahowane RNA przez maksymalnie 28 dni w temperaturze od -85°C do -65°C.

* Aby unikng¢ zmian stezenia w czasie, pomiar DNA i RNA nalezy przeprowadzi¢ w ciggu 28 dni przed
rozpoczeciem przygotowywania biblioteki. llosciowe oznaczenie RNA i DNA nalezy przeprowadzi¢ metodg
fluorometryczng, w ktdérej wykorzystywane sg barwniki wigzace sie z kwasami nukleinowymi. Stezenie
kwasu nukleinowego powinno sie podawac jako $rednig z co najmniej trzech pomiardw.

* Do testu wymagane jest 40 ng kazdej prébki RNA przygotowanej w RNase/DNase-free water
(niedotgczonej do zestawu), przy czym ostateczna objetos¢ powinna wynosi¢ 8,5 ul (4,7 ng/ul).

* Do testu wymagane jest 40 ng kazdej prébki gDNA przy minimalnym stezeniu ekstraktu wynoszacym
3,33 ng/ul. Ciecie (shearing) wymaga ostatecznej objetosci wynoszacej 52 ul (0,77 ng/ul), przy czym jako
rozpuszczalnika nalezy uzy¢ buforu TEB (dostarczonego) w ilo$ci co najmniej 40 pl.

Przechowywanie bibliotek

Biblioteki mozna przechowywac na niskowigzacych ptytkach do PCR przez 7 do 32 dni, w zaleznosci od typu
biblioteki (patrz Tabela 5).

Tabela 5 Czas przechowywania bibliotek

Typ biblioteki Plytka Liczba dni ;fz:ﬁﬁ:t;r;ania

cDNA PCF PCR <7 0Od -25°C do -15°C
Fragmentowane gDNA LP PCR <7 Od -25°C do -15°C

Przed wzbogacaniem ALS PCR =30 Od -25°C do -15°C

Po wzbogacaniu ELU2 PCR <7 Od -25°C do -15°C

PCR po wzbogacaniu PL PCR =30 0Od -25°C do -15°C
Normalizowane NL PCR =32 0Od -25°C do -15°C
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Ostrzezenia i Srodki ostroznosci

Bezpieczenstwo

/N OSTRZEZENIE

Ten zestaw odczynnikow zawiera potencjalnie niebezpieczne substancje chemiczne.
Wdychanie, potkniecie, kontakt ze skora i kontakt z oczami mogg powodowac uszczerbek na
zdrowiu. Wentylacja powinna by¢ odpowiednia do obstugi materiatow niebezpiecznych
zawartych w odczynnikach. Nalezy nosi¢ wyposazenie ochronne, w tym ochrone oczu,
rekawiczki oraz fartuch laboratoryjny odpowiednie do ryzyka narazenia. Zuzyte odczynniki
nalezy traktowac jako odpady chemiczne i pozbywa¢ sie ich zgodnie z odpowiednimi
przepisami regionalnymi, krajowymi i lokalnymi. Dodatkowe informacje dotyczace ochrony
srodowiska, zdrowia i bezpieczenstwa zawiera karta charakterystyki dostepna na stronie
support.illumina.com/sds.html.

* Ze wszystkimi prébkami nalezy postepowac jak z prébkami potencjalnie zakaznymi.

* Nalezy przestrzegac srodkéw ostroznosci dotyczacych rutynowych badan laboratoryjnych. Nie nalezy

pipetowacé ustami. Nie nalezy jes¢, pi¢ ani pali¢ tytoniu w wyznaczonych obszarach roboczych. Podczas

postugiwania sie prébkami i odczynnikami testowymi nalezy nosi¢ jednorazowe rekawice i fartuchy
laboratoryjne. Po zakoinczeniu postugiwania sie prébkami i odczynnikami testowymi nalezy doktadnie
umy¢ rece.

Laboratorium

* Aby zapobiec zanieczyszczeniu, w laboratorium nalezy zorganizowac¢ jednokierunkowy przeptyw pracy.
Obszary przed amplifikacjg i po amplifikacji muszg by¢ wyposazone w przeznaczony sprzet i materiaty (np.
pipety, koncéwki do pipet, wytrzgsarke typu worteks i wiréwke). Aby zapobiec przeniesieniu produktu
amplifikacji lub sondy, nalezy unika¢ powracania do obszaru przed amplifikacjg po wejsciu do obszaru po
amplifikacji.

* Etapindeksowania PCRiwzbogacania nalezy wykonaé¢ w obszarze po amplifikacji, aby zapobiec
przeniesieniu produktu amplifikacji.

* Procedury przygotowania biblioteki wymagajg srodowiska pozbawionego RNaz/DNaz.- Doktadnie
zdekontaminowac obszary robocze srodkiem czyszczgcym -hamujgcym dziatanie RNaz/DNaz. Uzywac
wyposazenia z tworzywa certyfikowanego jako pozbawione DNaz, RNaz i ludzkiego DNA genomowego.

* W przypadku procedur po amplifikacji przed kazdg procedurg i po kazdej procedurze powierzchnie robocze

i sprzet nalezy doktadnie oczysci¢ swiezo przygotowanym roztworem 0,5% podchlorynu sodu (NaOCI).
Pozostawié roztwdr w kontakcie z powierzchniami przez 10 minut, a nastepnie doktadnie przemy¢
roztworem 70% alkoholu etylowego lub izopropylowego.

* Uzywac probéwek mikrowirowniczych, ptytek, koicéwek pipet i zbiornikéw pozbawionych nukleaz.
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* Do testu nalezy uzywac wykalibrowanego sprzetu. Sprzet nalezy skalibrowac¢ w zakresie predkosci,
temperatur i objetosci okreslonych w tym protokole.

* Uzywac pipet automatycznych, aby zapewni¢ doktadne odmierzanie odczynnikdéw i prébek. Kalibracje

nalezy przeprowadzac regularnie, zgodnie ze specyfikacjg producenta.

* Podczas stosowania pipet wielokanatowych nalezy przestrzegac ponizszych wytycznych:

Pipetowac co najmniej =2 pl.

Upewni¢ sie, ze koncdéwki z filtrem sg dobrze dopasowane i odpowiednie dla marki i modelu pipety
wielokanatowe].

Zamocowac koncéwki ruchem obrotowym tak, aby wszystkie byty réwnie dobrze dopasowane.
Zaciggac ptyn pod katem 90°, utrzymujgc réwng objetoscig we wszystkich koncéwkach.
Wymieszac¢ wszystkie sktadniki po podaniu, pipetujgc mieszanine reakcyjng w gore i w dot.

Po dozowaniu sprawdzi¢, czy ptyn jest dozowany ze wszystkich koncowek.

* Upewni¢ sie, ze uzywany sprzet ma parametry zgodne ze specyfikacjami dla tego testu, a programy sg
ustawiane zgodnie z zaleceniami.

* Podane temperatury termocyklera i inkubatora mikroprébek wskazujg temperature reakcji, a niekoniecznie
nastawe temperatury w urzadzeniu.

Oznaczenie

* Nalezy unika¢ zanieczyszczenia krzyzowego.

Podczas postepowania z probkamii odczynnikami nalezy przestrzegac zasad dobrej praktyki
laboratoryjne;j.

Pomiedzy kolejnymi probkami, jak réwniez dozowaniami produktéw, nalezy wymieniaé korcédwki pipet
oraz laboratoryjne materiaty eksploatacyjne na swieze.

Uzywac koncdéwek z filtrem, aby zmniejszy¢ ryzyko zanieczyszczenia krzyzowego.

Uzy¢ jednokierunkowego przeptywu pracy przy przechodzeniu z obszaréw przed amplifikacjg do
obszaréw po amplifikacji.

W danym momencie nalezy obstugiwac i otwiera¢ tylko jeden starter indeksujacy. Kazdg probowke ze
starterem indeksujgcym nalezy ponownie zamkngé¢ bezposrednio po uzyciu. Do zestawu dotgczone sg
dodatkowe nakretki.

Nalezy czesto zmienia¢ rekawiczki. Nalezy to robi¢ réwniez, jesli majg kontakt ze starterami
indeksujgcym lub prébkami.
Nieuzywane probowki ze starterami indeksujgcym nalezy usung¢ z obszaru roboczego.

Nie nalezy zwracac¢ odczynnikéw do probdwek podstawowych po uzyciu z probédwkami na pasku,
korytkiem lub zbiornikiem.

W odpowiednim momencie nalezy wymieszaé prébki za pomoca pipety i poddacd ptytke wirowaniu.

Uzywacd wytrzagsarki do mikroptytek. Nie worteksowac ptytek.
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* Nie nalezy miesza¢ sktadnikéw testdw z réznych partii odczynnikdw. Partie zestawdw odczynnikdw sg
wskazane na etykiecie opakowania zestawu odczynnikdw i w arkuszu partii wyjsciowe;j.

* Aby zapobiec zanieczyszczeniu odczynnikow, przyrzadu, probek i bibliotek nukleazami i produktami reakcji
PCR, konieczne jest przestrzeganie zasad dobrej praktyki laboratoryjnej. Zanieczyszczenie nukleazami
i produktami reakcji PCR moze powodowac uzyskanie niedoktadnych i niepewnych wynikow.

* Dla zapewnienia optymalnego dziatania testu i przechowywania wymagany jest wtasciwy typ ptytki. Nalezy
przestrzegacd instrukcji dotyczacych przenoszenia prébek podanych w Instrukcja uzytkowania na stronie
40.

* Nieprzestrzeganie przedstawionych procedur moze powodowac btedy w wynikach lub znaczne obnizenie
jakosci biblioteki.

* Qilew Instrukcja uzytkowania na stronie 40 nie wyszczegdlniono punktu bezpiecznego wstrzymania
procedury, nalezy natychmiast przej$¢ do nastepnego etapu.

* Odczynnikii elementy testu nalezy przechowywac we wskazanej temperaturze w specjalnie wyznaczonych
obszarach, z ktérych jeden przeznaczony jest do fazy przed amplifikacjg, a drugi po amplifikacji.

* Nie przechowywac¢ odczynnikdéw w zamrazarkach bezszronowych ani w przedziatach na drzwiach lodéwek.
* Nie zamrazac¢ odczynnikdw zawierajgcych kulki (LNB1, SPB i SMB).
* Nie uzywad odczynnikéw, ktére byty przechowywane w nieprawidtowych warunkach.

* Dla kazdego odczynnika scisle przestrzega¢ procedur mieszania i postepowania. Nieodpowiednie
wymieszanie lub nadmierne mieszanie na wytrzgsarce typu worteks odczynnikéw moze doprowadzi¢ do
uzyskania nieprawidtowych wynikéw dla prébki.

* FSM, SSM, ERA1-B i TCB1 mogg zawieraé czgstki state zwigzane z produktem. Nalezy przestrzegaé
wytycznych dotyczacych postepowania z kazdym konkretnym odczynnikiem. Po wykonaniu etapow
mieszania FSM i SSM pozostate biate czastki state zwigzane z produktem nie bedg miaty wptywu na
wydajnosé.

* Przygotowywac swieze mieszaniny wyjsciowe, a po uzyciu wyrzucac¢ niewykorzystane pozostatosci.

* Przed przeprowadzeniem procedury ptukania nalezy zawsze przygotowac swiezy roztwér 80% etanolu
w wodzie pozbawionej RNaz/DNaz. Etanol moze pochtania¢ wode z powietrza, co moze wptywac na wyniki.
Po uzyciu roztwdr 80% etanolu nalezy wyrzuci¢ zgodnie z przepisami lokalnymi, stanowymi i/lub
federalnymi.
* Przenosi¢ okreslong objetosé eluatu. Przeniesienie mniejszej niz okreslona objetosci eluatu podczas
etapdw elucji moze mie¢ wptyw na wyniki.
* Nalezy stosowa¢ sie do ponizszych wytycznych dotyczgcych homogenizatoréw ultradzwiekowych. Nalezy
przestrzegac instrukcji producenta.
— Powoli zatadowaé gDNA do probdéwki do homogenizatora ultradZzwiekowego, aby unikngé powstania
pecherzykéw. Nadmierna ilo$¢ pecherzykdw lub szczelina powietrzna w probéwce do fragmentacji
moze prowadzi¢ do niepetnej fragmentaciji.
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— Dozowanie do probdéwek homogenizatora ultradzwigekowego nalezy wykonywac powoli, unikajgc
rozpryskiwania.

— Aby unikngé przemieszczenia ptynu i utraty probki, nie nalezy wktadac koncéwki pipety do dna
probéwki do homogenizatora ultradzwiekowego podczas usuwania pofragmentowanego DNA.
* Nie pipetowaé mniej niz 2 pl wejsciowego poziomu probeki.
* Nie uzywac korytka do dozowania odczynnikéw w przypadku etapéw, ktdére wymagajg dodania mniej niz
10 pl materiatu do kazdego dotka na prébke.

* Do przenoszenia probki pofragmentowanego gDNA z probdwek do homogenizatora ultradzwiekowego na
ptytke do przygotowania biblioteki (LP) nalezy uzy¢ pipety z koricdwkami kapilarnymi.

* Nietgczy¢ adapterow SUATI UMI.
* Adapterow SUA1 nalezy uzywac z probkami RNA.
* Adapteréw UMI nalezy uzywacd z probkami DNA.

* Nalezy przypisac rézne startery indeksujgce do kazdej prébki biblioteki, aby jednoznacznie zidentyfikowacd
kazda biblioteke, gdy jest ona pulowana do sekwencjonowania w pojedynczej komorze przeptywowe;j.

* Nietaczy¢ starteréw indeksujgcym CPxx i UPxx w tej samej bibliotece.

* Niezgodnosci miedzy prébkamii starterami indeksujgcymi powodujg zgtaszanie nieprawidtowych wynikéw
z powodu niemoznosci identyfikacji probki dodatniej. Przed rozpoczeciem przygotowywania biblioteki
nalezy wprowadzi¢ identyfikatory prébek i przypisa¢ indeksy w Local Run Manager TruSight Oncology

Comprehensive (EU) Analysis Module. W trakcie przygotowywania biblioteki zanotowa¢ identyfikatory
prébek, startery indeksujgce i orientacje dotkdw na ptytce w celach referencyjnych.

* W przypadku bibliotek pochodzacych z probek RNA nalezy uzywac tylko indeksow UPxx.
* W przypadku bibliotek pochodzacych z prébek DNA nalezy uzywac indekséw UPxx lub indekséw CPxx.

* Sekwencjonowac maksymalnie 8 bibliotek RNA i 8 bibliotek DNA na komore przeptywowa.
Sekwencjonowac co najmniej trzy biblioteki. Postepowac zgodnie z wytycznymi w punkcie Liczba bibliotek
i wybieranie indeksdw na stronie 36.

* Po czynnosci wigzania na etapie Pierwsze wychwytywanie sekwencji docelowych na stronie 63 i Drugie
wychwytywanie sekwencji docelowych na stronie 67 nalezy przejs$¢ natychmiast do czynnosci ptukania,
aby zapobiec wyschnieciu osadu kulek.

* Podczas etapdéw ptukania usunac caty roztwoér 80% etanolu z dna dotkéw. Wykazano, ze pozostatosci
etanolu wptywajg na wyniki.

* Aby uzyskac¢ optymalne dziatanie testu, nalezy przestrzegac¢ okreslonej liczby ptukan, podanej w Instrukcja
uzytkowania na stronie 40.

* Podczas procedury Normalizacja bibliotek na stronie 74 nalezy doktadnie ponownie zawiesi¢ osad klek
bedacych nosnikiem biblioteki, aby uzyskac spdjng gestosé w komorze przeptywowe.

*  Wszelkie powazne incydenty zwigzane z tym produktem nalezy niezwtocznie zgtaszac¢ do firmy lllumina
i wiasciwych organdw panstw cztonkowskich, w ktérych uzytkownik ma siedzibe i/lub pacjent mieszka.
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Uwagi dotyczgce procedury

Procedure TSO Comprehensive (EU) mozna przeprowadzi¢ wedtug ponizszego schematu:

— Dzien 1: synteza cDNA z probek RNA, fragmentacja DNA w prébkach gDNA, przygotowanie biblioteki
i rozpoczecie hybrydyzacji przez noc (pierwszej).

— Dzienh 2: wzbogacanie, normalizacja wzbogaconych bibliotek oraz tadowanie bibliotek do Aparat
NextSeq 550Dx.

Jesli wykonanie procedury testu TSO Comprehensive (EU) zgodnie z tym schematem nie jest mozliwe,

w protokole okreslono kilka punktéw bezpiecznego wstrzymania procedury. O ile w protokole nie

wyszczegolniono punktu bezpiecznego wstrzymania procedury, nalezy natychmiast przejs¢ do nastepnego

etapu.

Biblioteki pochodzace z prébek RNA i DNA mogg by¢ przygotowywane jednoczes$nie w oddzielnych

dotkach.

Tabele przygotowania wyjsciowej mieszaniny reakcyjnej uwzgledniajg nadmiar objetosci, aby zapewnié

wystarczajgcg objetosc¢ dla liczby przetwarzanych prébek.

Nalezy uzywac¢ wody o czystosci do biologii molekularnej, ktéra jest pozbawiona nukleaz.

O ile nie okreslono inaczej, po dodaniu odczynnika nalezy przeptukac koricéwke, wykonujac pojedyncze
zasysanie i dozowanie do odpowiedniego dotka na ptytce.

Temperature pokojowg zdefiniowano jako 15°C do 30°C.

Odczynniki, prébki i/lub biblioteki muszg by¢ utrzymywane w niskiej temperaturze na okreslonych etapach
zgodnie z instrukcjg uzytkowania. Definiuje sie to jako przechowywanie na lodzie lub jego odpowiedniku.

Programy termocyklera

Przed rozpoczeciem protokotu nalezy zaprogramowac programy termocyklera na sprzetach stosowanych
przed amplifikacjg i po niej.
Nalezy sie upewnié, ze ptytki PCR sg $cisle dopasowane do termocyklera.

Nalezy stosowac ptytki zalecane przez producenta termocyklera.

Pieczetowanie i rozpieczetowywanie ptytki

Zawsze uszczelniac ptytki nowa folig uszczelniajgca. Nie uzywac folii kilkakrotnie.
Aby uszczelni¢ ptytke, nalezy odpowiednio natozy¢ na samoprzylepnag folie, uzywajac klina
uszczelniajgcego lub watka.

96-dotkowa ptytke nalezy zawsze uszczelnia¢ nowag samoprzylepna folig uszczelniajaca przed wykonaniem
nastepujgcych etapéw w protokole.

— Etapy wytrzgsania ptytki

— Etapy wirowania
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— Etapy w termocyklerze
— Hybrydyzacje
— Przechowywanie dtugoterminowe

* Upewni¢ sig, ze krawedzie i dotki sg uszczelnione, aby zmniejszy¢ ryzyko zanieczyszczenia krzyzowego
i parowania.

* Umiesci¢ ptytke na ptaskiej powierzchni, a nastepnie powoli zdjg¢ folie uszczelniajaca.

* Jesliprzed otwarciem na folii uszczelniajgcej lub bocznych sciankach dotkéw ptytki widoczny jest
jakikolwiek ptyn lub kondensat, nalezy odwirowa¢ ptytki z przyspieszeniem 280 x g przez 1 minute.

* Nalezy uzywac samoprzylepnych folii uszczelniajgcych do ptytek, ktére sg skuteczne w temperaturze od
-20°C do 100°C i nadajg sie do stosowania z ptytkami PCR z niskim lub wysokim kotnierzem.

Wyposazenie

* Nalezy sie upewni¢, ze przed rozpoczeciem testu personel laboratorium zapoznat sie z instrukcjami
producenta dotyczacymi obstugi i konserwacji catego sprzetu.

Typy ptytek i przenoszenie ptytek
* Dla zapewnienia optymalnego dziatania testu i przechowywania wymagany jest wtasciwy typ ptytki.

* Podczas przenoszenia objetosci pomiedzy ptytkami nalezy przenies¢ okreslong objetosé z kazdego dotka
na ptytce do odpowiedniego dotka na ptytce docelowe].

* Do przenoszenia probek pomiedzy paskami probéwek lub ptytkami mozna uzy¢ pipet wielokanatowych.
* Podczas wytrzgsania ptytek nalezy stosowac ponizsze wytyczne.

— Do wytrzgsania ptytek nalezy uzywac wytrzasarki do ptytek. Nie mieszac¢ zawartosci ptytek na
wytrzgsarce typu worteks.

— Ptytki do PCR nalezy wytrzgsac z predkoscig 1200 obr./min.
— Ptytki MIDI nalezy wytrzgsa¢ z predkoscig 1800 obr./min.

— Nalezy postepowac zgodnie z instrukcjami producenta, aby upewnic¢ sie, ze ptytka jest dobrze
zamocowana w wytrzasarce.

Wirowanie

* Kiedy instrukcje w protokole wskazujg na krotkie wirowanie, nalezy przeprowadzi¢ wirowanie
z przyspieszeniem 280 x g przez 1 minute.

* W przypadku zaobserwowania cieczy na sciankach dotka lub na folii uszczelniajgcej nalezy odwirowac
ptytke z przyspieszeniem 280 x g przez 1 minute.
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Obstuga odczynnikow

*  Wszystkie probdéwki z odczynnikami nalezy szczelnie zamkng¢ natychmiast po uzyciu, aby ograniczyé
parowanie i zapobiec zanieczyszczeniu.

* Gdy odczynniki nie bedg juz potrzebne podczas procedury, nalezy odtozy¢ je do miejsca przechowywania
we wskazanej temperaturze.

* Nalezy postepowacd zgodnie z instrukcjg przygotowania odczynnika, ktéra znajduje sie przed kazdg czescia
dotyczagcg procedury w Instrukcja uzytkowania na stronie 40.

* Nalezy upewnic sig, ze przygotowano wymagang objetos¢ wyjsciowej mieszaniny reakcyjnej, mieszaniny
elucyjnejiroztworu 80% etanolu dla liczby przetwarzanych prébek.

* Objetosci podane w tabelach dotyczacych wyjsciowej mieszaniny reakcyjnej i roztwordéw uwzgledniajg
pewien nadmiar. Obliczenia nadmiaru objetosci podano ponizej.

* Tabela14
— Objetos¢ FSM = (7,2 pl) x (liczba prébek + kontrole) x (1,25).
— Objetos¢ RVT = (0,8 pl) x (liczba prébek + kontrole) x (1,25).
* Tabela 21
— Objeto$¢ ERA1-B = (7,2 ul) x (liczba bibliotek) x (1,20).
— Objeto$¢ ERAT-A = (2,8 ) x (liczba bibliotek) x (1,20).
* Tabela 29
— Objetos¢ EE2 = (20,9 pl) x (liczba bibliotek) x (1,364).
— Objeto$¢ HP3 = (1,1 pl) x (liczba bibliotek) x (1,364).
* Tabela 30
— Objetos¢ EE2 = (20,9 ul) x (liczba bibliotek) x (1,364).
— Objeto$¢ HP3 = (1,1 i) x (liczba bibliotek) x (1,364).
* Tabela 36
— Objeto$¢ LNA1T = (38,1 ul) x (liczba bibliotek) x (2,0).
— Objeto$¢ LNB1 = (6,9 ul) x (liczba bibliotek) x (2,0).
* Tabela 37
— Objeto$¢ EE2 = (30,4 pl) x (liczba bibliotek) x (1,25).
— Objeto$¢ HP3 = (1,6 pl) x (liczba bibliotek) x (1,25).

Zestawy adapterow

* Test TSO Comprehensive (EU) obejmuje adaptery SUATi UMI.

* Adaptery SUA1 stuzg do uzytku z probkami RNA. Nie uzywac z prébkami DNA.
* Adaptery UMI stuzg do uzytku z probkami DNA. Nie uzywac¢ z prébkami RNA.
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Postepowanie z kulkami

Do testu TSO Comprehensive (EU) dotgczone sg trzy rodzaje kulek (SPB, SMB i LNB1). Nalezy upewnic sie,
ze podczas procedury uzywany jest prawidtowy rodzaj kulek.

Przeprowadzi¢ odpowiednig liczbe ptukan dla kazdego rodzaju kulek.

Upewnic¢ sig, ze przed uzyciem kulki osiggnety temperature pokojowa.

Przed uzyciem kulki mieszac przez 1 minute, aby zapewnic¢ ich jednorodnos¢.

Podczas mieszania kulek za pomocag pipety nalezy przestrzegac ponizszych wskazowek:

— Uzyc¢ odpowiedniej pipety i koncowki w rozmiarze dostosowanym do mieszanej objetosci.
— Dostosowac ustawienie objetosci na mniej wiecej 50-75% objetosci probki.

— Pipetowac powoli, nie zwalniajac ttoka.

— Unika¢ rozpryskiwania i wprowadzania pecherzykdw.

— Umiesci¢ koncowke pipety nad osadem i dozowac bezposrednio na osad, aby unies¢ kulki z dna dotka
lub probdéwki.

— Upewni¢ sie, ze osad kulek zostat w petni zawieszony. Roztwdr powinien mie¢ ciemnobrgzowy kolor
i jednorodng konsystencje.

— Sprawdzi¢, czy obecny jest osad kulek. Ostroznie zassac¢ caty roztwor kulek z dotka w koncéwece i
obejrze¢ dno dotkdw.

Jesli kulki zostang zassane do koncéwek pipet podczas etapdw separacji magnetycznej, nalezy dozowac
kulki z powrotem do dotka ptytki umieszczonej na statywie magnetycznym. Przed przej$ciem do
nastepnego etapu procedury nalezy odczekad, az ptyn stanie sie przejrzysty (okoto 2 minut).

Podczas ptukania kulek:

— Uzy¢ zalecanego statywu magnetycznego dla ptytek.

— Dozowac ptyn bezposrednio na osad kulek, aby zwilzy¢ kulki znajdujgce sie na sciankach dotkow.
— Utrzymywac ptytke na statywie magnetycznym, az procedura bedzie wymagata jej zdjecia.

— Nie porusza¢ ptytkg umieszczong na statywie magnetycznym.

— Kiedy ptytka znajduje sie na statywie magnetycznym, nie wolno wzrusza¢ osadu kulek.

Podczas ptukania kulek lub usuwania nadsaczu nalezy ustawia¢ koricéwki pipet pod katem na dnie dotkéw,
aby unikng¢ wytworzenia podcisnienia i zaciggania roztworu do filtrow koncéwek pipet.

Liczba bibliotek i wybieranie indeksow

Przed konfiguracjg przebiegu nalezy zaplanowa¢ liczbe bibliotek préobek oraz indekséw prébek do
sekwencjonowania. Ponizsze wytyczne dotyczace liczby probek obejmujg kontrole dodatnie, ale nie obejmuja
kontroli ujemnych/bez matrycy (NTC). Do planowanego przebiegu nalezy dodaé¢ NTC jako dodatkowag prébke.

Nr dokumentu: 200007789, wer. 08 362154

DO STOSOWANIA W DIAGNOSTYCE IN VITRO. WYLACZNIE NA EKSPORT.



Ulotka dotaczona do opakowania testu TruSight Oncology Comprehensive (EU)  i|llumina’

Dla TSO Comprehensive (EU) nalezy postepowac zgodnie z wytycznymi zawartymi w Tabela 6 i Tabela 7 w celu
okreslenia liczby bibliotek RNA i/lub DNA do sekwencjonowania w jednej komorze przeptywowej. W przypadku
sekwencjonowania bibliotek RNA albo DNA oddzielnie patrz Tabela 6. W przypadku sekwencjonowania
bibliotek RNA i DNA w jednej komorze przeptywowej patrz Tabela 7.

Tabela 6 Sekwencjonowanie bibliotek RNA albo DNA

Typ biblioteki Minimum#* Maksimum*
Tylko RNA 3 16
Tylko DNA 3 8

* NTC nie przyczyniaja sie do krotnosci.

Tabela7 Sekwencjonowanie bibliotek RNA i DNA w jednej komorze

przeptywowej
Typ biblioteki Minimum#* Maksimum*
RNA 3 8
DNA 3 8

* NTC nie przyczyniajg sie do krotnosci.
W celu optymalnego wykorzystania odczynnikdw podczas sekwencjonowania bibliotek DNA i RNA za pomocg
TSO Comprehensive (EU) w Aparat NextSeq 550Dx przeprowadzi¢ sekwencjonowanie 8 bibliotek RNA
i 8 bibliotek DNA na komore przeptywowa.
Startery indeksujgce jednoznacznie identyfikujg kazda probke, dzieki czemu biblioteki moga by¢ pulowane
w celu umozliwienia sekwencjonowania w jednej komorze przeptywowej. Zgodne kombinacje indeksoéw sg
wys$wietlane na ekranie Create Run (Utwdrz przebieg) podczas konfigurowania przebiegu w Local Run Manager
TruSight Oncology Comprehensive (EU) Analysis Module. Podczas przygotowywania biblioteki nalezy dodac¢
starter indeksujagcy do kazdej biblioteki prébek. Dla kazdej biblioteki probek nalezy uzycé innej mieszaniny
starterow indeksujgcych.

Nalezy upewni¢ sig, ze startery indeksujgce uzywane z prébkami sg zgodne z indeksami wybranymi do analizy
w Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU) Analysis Module. Niezgodnosci powoduja
nieprawidtowe zgtaszanie wynikdw z powodu utraty identyfikacji probki dodatniej.

W tescie TSO Comprehensive (EU) istniejg dwa rodzaje indeksow.
* Indeksy UPxx — przeznaczone dla bibliotek uzyskanych z prébek RNA lub DNA.

* Indeksy CPxx - przeznaczone dla bibliotek uzyskanych z prébek DNA. Nie uzywac indekséw CPxx dla
bibliotek uzyskanych z RNA lub w przypadku sekwencjonowania tgcznie tylko trzech bibliotek DNA.
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W przypadku sekwencjonowania tylko trzech bibliotek nalezy spetni¢ nastepujgce wymagania:
* Biblioteki muszg obejmowac wytgcznie DNA lub wytgcznie RNA.
* Nie nalezy uzywac zestawéw indekséw CPxx.
* Aby zapewni¢ odpowiednie zréznicowanie, wymagany jest jeden z nastepujacych zestawdw indekséw
UPxx:
— UPO1,UP02iUPO3
— UP04, UP0O5i UPO6
- UPO07,UP08iUP09

— UP10, UP11i UP12
Na przyktad: do pierwszej biblioteki przypisany jest indeks UP01, do drugiej— UP02, a do trzeciej — UP03.

TruSight Oncology Kontrole

TSO Comprehensive (EU) wymaga odczynnika Kontrole TruSight Oncology Controls, ktory sktada sie z kontroli
DNA Control TruSight Oncology i kontroli RNA Control TruSight Oncology jako kontroli dodatnich. Zawiera on
kontrole TruSight Oncology DNA Control dla kazdego przebiegu sekwencjonowania DNA oraz kontrole TruSight
Oncology RNA Control dla kazdego przebiegu sekwencjonowania RNA w ramach przygotowania danej
biblioteki (zawierajg one réwniez kontrole dla réwnolegtych przebiegédw sekwencjonowania DNA i RNA). Dla
kazdego zaplanowanego przebiegu sekwencjonowania przygotowywana jest unikalna kontrola dodatnia.
Wiecej informacji mozna znalez¢ w sekcji TruSight Oncology Controls Package Insert (Ulotka dotgczona do
opakowania kontroli TruSight Oncology Control) (nr dokumentu: 200009919).

Dodatnia ilos¢ wejsciowa kontroli wynosi 40 ng dla DNA i RNA.

Zawiera on wiasciwg kontrole NTC dla kazdej przygotowywanej biblioteki RNA i DNA. NTC jest
sekwencjonowana wielokrotnie w ramach kazdej przygotowywanej biblioteki. Nalezy postepowac zgodnie z
ponizszymi wytycznymi dotyczgcymi Kontrole TruSight Oncology Controls:

* Przygotowac biblioteki z kontroli dodatnich i kontroli bez matrycy identycznie jak dla probek.
* W przypadku kontroli NTC DNA uzy¢ odczynnika TEB.

* W przypadku kontroli NTC RNA uzy¢ wody pozbawionej DNaz/RNaz.

* Kontrole dodatnie zostaty uwzglednione w maksymalnym wymiarze biblioteki.

* Kontrole NTC nie zostaty uwzglednione w minimalnym wymiarze biblioteki.

* Dlakontroli NTC nalezy uzy¢ indekséw UP podczas sekwencjonowania tylko 3 bibliotek.

* Poniewaz kontrola NTC jest sekwencjonowana wielokrotnie, indeksy wybrane dla tej kontroli nie moga sie
powtarzac podczas przygotowania biblioteki.

Ponizsze tabele przedstawiajg przyktadowe uktady ptytek stuzgce do przygotowania biblioteki. Kazda
numerowana kolumna reprezentuje pojedynczy przebieg sekwencjonowania. Podczas jednoczesnego

Nr dokumentu: 200007789, wer. 08 382154

DO STOSOWANIA W DIAGNOSTYCE IN VITRO. WYLACZNIE NA EKSPORT.



Ulotka dotaczona do opakowania testu TruSight Oncology Comprehensive (EU)  i|llumina’

sekwencjonowania bibliotek DNA i RNA, kazdy odpowiadajgcy zestaw kolumn reprezentuje pojedynczy
przebieg sekwencjonowania (np. kolumna 1i kolumna 7). Kontrola NTC jest sekwencjonowana dla kazdej
kolumny lub zestawu kolumn.

Tabela 8 Przygotowanie biblioteki dla pojedynczego przebiegu sekwencjonowania obejmujgcego szesc
probek pacjentéw

1 2 3 4 5 6 7
Dodatnia Dodatnia
A kontrola puste puste puste puste puste kontrola
DNA RNA
B DNA 1 puste puste puste puste puste RNA1
C DNA 2 puste puste puste puste puste RNA 2
D DNA 3 puste puste puste puste puste RNA 3
E DNA 4 puste puste puste puste puste RNA 4
F DNA 5 puste puste puste puste puste RNA 5
G DNA 6 puste puste puste puste puste RNA 6
. DNA puste puste puste puste puste Kontrola
NTC NTC RNA

Tabela Q@ Przygotowanie biblioteki dla trzech przebiegdw sekwencjonowania obejmujgcych 20 prébek
pacjentow

1 2 3 4 5 6 7
Dodatnia ~ Dodatnia  Dodatnia Dodatnia  Dodatnia  Dodatnia
A kontrola kontrola kontrola puste kontrola kontrola kontrola
DNA DNA DNA RNA RNA RNA
B DNA1 DNA7 DNA 14 puste RNA 1 RNA7 RNA 14
C DNA 2 DNA 8 DNA 15 puste RNA 2 RNA 8 RNA 15
D DNA 3 DNA9 DNA 16 puste RNA 3 RNA 9 RNA 16
E DNA 4 DNA10 DNA 17 puste RNA 4 RNA 10 RNA 17
F DNA 5 DNA 11 DNA 18 puste RNA 5 RNA 11 RNA 18
G DNA 6 DNA12 DNA 19 puste RNA 6 RNA 12 RNA 19
H DNA DNA13 DNA 20 puste Kontrola RNA 13 RNA 20
NTC NTC RNA
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Instrukcja uzytkowania

Opis procedury TSO Comprehensive (EU) przedstawiono na Rysunek 1i Rysunek 2.

Procedura przygotowania biblioteki

Rysunek 1 przedstawia procedure przygotowania biblioteki dla testu TSO Comprehensive (EU). Biblioteki w
oparciu o probki RNA i DNA mozna przygotowywac jednoczes$nie w osobnych dotkach. Kontrole dodatnie
i kontrole bez matrycy nalezy przetwarzac identycznie jak prébki. Punkty bezpiecznego wstrzymania procedury

sg wskazane pomiedzy etapami.

Przed rozpoczeciem protokotu wprowadzi¢ informacje o przebiegu i probce do Local Run Manager TruSight
Oncology Comprehensive (EU) Analysis Module. Patrz Instrukcja wykonywania procedur przy uzyciu modutu
Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU) Analysis Module (nr dokumentu: 200008661).
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Rysunek 1 Procedura TSO Comprehensive (EU) (cze$¢ 1)

Dzien 1 o Denaturacja RNA i przytgczanie starterow o Fragmentacja
Przygotowanie: 65 minut g DNA
tacznie: 75 minut .
Odczynnik: EPH3 Tg%y%?:;‘f’a"'e'
tgcznie: 110 minut
e Synteza pierwszej nici cDNA Odezynnik: TEB
Przygotowanie: 10 minut
tgcznie: 50 minut
Odczynnik: FSM, RVT
e Synteza drugiej nici cDNA
Przygotowanie: 10 minut
Lacznie: 35 minut
QOdczynnik: SSM
Oczyszczanie cDNA
Przygotowanie: 30 minut
Punkt bezpiecznego Lacznie: 40 minut Punkt bezpiecznego
wstrzymania procedury Odczynniki: SPB, 80% EtOH, RSB wstrzymania procedury

e Naprawa koncow i dodanie ogona poli-A
Przygotowanie: 10 minut
tacznie: 70 minut
QOdczynniki: ERA1-A, ERA1-B

e Ligacja adapteréw
Przygotowanie: 15 minut
tgcznie: 50 minut
Odczynniki: ALB1, LIG3, SUA1/UMI, STL

o Oczyszczanie po ligacji
Przygotowanie: 40 minut
¥ gcznie: 50 minut
Odczynniki: SPB, 80% EtOH, RSB

©) ndeks PCR
Przygotowanie: 15 minut
tgcznie: 60 minut

Punkt bezpiecznego QOdczynniki: UPxx/CPxx, EPM

wstrzymania procedury

Ciete DNA

® cDNA ® (shearing)

* Czas przygotowania i czas tgcznie podano w przyblizeniu.
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Procedura wzbogacania

Rysunek 2 przedstawia procedure wzbogacania w ramach TSO Comprehensive (EU). Punkty bezpiecznego
wstrzymania procedury sg zaznaczone pomiedzy poszczegdlnymi etapami.

Rysunek 2 Procedura TSO Comprehensive (EU) (czesé 2)

Dzien 1 (ciag dalszy) o Przygotowanie pierwszej hybrydyzagc;ji
Przygotowanie: 15 minut
tacznie: noc
Odczynniki: TCB1, TCA1, OPR1/0OPD2

Hybrydyzacja przez noc

Dzien 2 Pierwsze wychwytywanie sekwencji
docelowych

Przygotowanie: 60 minut

tacznie: 100 minut

Odczynniki: SMB, EEW, EE2, HP3, ET2

Przygotowanie drugiej hybrydyzacji
Przygotowanie: 10 minut

tacznie: 2—-4 godziny

Odczynniki: TCB1, TCA1, OPR1/0OPD2

Drugie wychwytywanie sekwencji
docelowych
Przygotowanie: 25 minut

tacznie: 60 minut
Odczynniki: SMB, RSB, EE2, HP3, ET2

Punkt bezpiecznego
wstrzymania procedury

Amplifikacja wzbogaconej biblioteki
Przygotowanie: 5 minut

tacznie: 60 minut

Odczynniki: EPM, PPC3

Oczyszczanie amplifikowanej

biblioteki wzbogacone;j
Przygotowanie: 30 minut
tacznie: 40 minut

Punkt bezpiecznego
Odczynniki: SPB, 80% EtOH, RSB

wstrzymania procedury

Normalizacja bibliotek
Przygotowanie: 40 minut
tacznie: 70 minut

Punkt bezpiecznego Odczynniki: LNA1, LNB1, LNW1, LNS1, EE2, HP3

wstrzymania procedury

O Q—@Q Q0O 0

Przygotowanie do sekwencjonowania
Przygotowanie: 30—45 minut

tacznie: 120 minut

Odczynniki: HP3, RSB, PX3, HT1

Przygotowanie do

@® Wzbogacanie @ : -
sekwencjonowania
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Programowanie termocyklerow

illumina

Przed rozpoczeciem testu nalezy zapisaé nastepujgce programy w termocyklerach uzywanych na etapie przed

apmlifikacjg i po amplifikaciji.

Tabela10 Programy termocyklera przed amplifikacjg

Nazwa Temperatura  Objetosé
Etap procedury .
programu  pokrywy reakcji
Denaturacja RNA LQ-RNA 100°C 17
i przytgczanie
starteréw
Synteza pierwszej 1stSS 100°C 25 ul
nici cDNA
Synteza drugiej nici  2ndSS 30°C 50 ul
cDNA

Parametry termocyklera

e 65°C przez 5 minut
e 4°C przez 1 minute
o Pozostawi¢ w temperaturze 4°C

e 25°C przez 10 minut

e 42°C przez 15 minut

e 70°C przez 15 minut

e 4°C przez 1 minute

o Pozostawi¢ w temperaturze 4°C

e 16°C przez 25 minut
e 4°C przez 1 minute
o Pozostawi¢ w temperaturze 4°C

UWAGA Jesli temperatura pokrywy dla programu 2ndSS nie moze zostac ustawiona na 30°C, nalezy

wytgczyé opcje podgrzewania pokrywy.

Tabela 11 Programy termocyklera po amplifikacji

Nazwa Temperatura  Objetosé
Etap procedury .. Parametry termocyklera
programu  pokrywy reakcji
Indeksowanie [-PCR 100°C 50 i » 98°C przez 30 sekund
PCR » 15 cykKli po:
e 98°C przez 10 sekund
» 60°C przez 30 sekund
e 72°C przez 30 sekund
e 72°C przez 5 minut
» Pozostawi¢ w temperaturze 10°C
Wykonanie HYB1 100°C 50 ul e 95°C przez 10 minut
pierwszej e 85°C przez 2 min 30 sekund
hybrydyzaciji e 75°C przez 2 min 30 sekund
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Nazwa Temperatura  Objetosé
Etap procedury ..
programu  pokrywy reakcji
Wykonanie HYB2 100°C 50 ul
drugiej
hybrydyzacji
Amplifikacja EL-PCR 100°C 50
biblioteki
wzbogaconej

Parametry termocyklera

95°C przez 10 minut

85°C przez 2 min 30 sekund
75°C przez 2 min 30 sekund
65°C przez 2 min 30 sekund
Pozostawié w temperaturze 57°C
przez 1,5 do 4 godzin

98°C przez 30 s
18 cykli po:
e 98°Cprzez10s
e 60°Cprzez30s
e 72°Cprzez 30s
72°C przez 5 min
Pozostawié¢ w temperaturze 10°C

Przygotowanie do realizacji protokotu

illumina

Przygotowanie to jest wymagane do wykonania krokdw protokotu prowadzgcych do nastepnego bezpiecznego

punktu zatrzymania.

/N PRZESTROGA

Wszystkie procedury w przebiegu pracy wymagajg srodowiska pozbawionego RNaz/DNaz.

1. Doktadnie zdekontaminowac obszary robocze srodkiem czyszczgcym hamujgcym dziatanie RNaz/DNaz.

n

termocyklerdw na stronie 43.

Wyja¢ kontrole RNA z miejsca przechowywania.

o 0 bk~ w

rozmrazania.

Upewni¢ sie, ze ustawione sg programy termocyklera przed amplifikacja. Patrz Programowanie

Aby skonfigurowac¢ homogenizator ultradzwiekowy, nalezy postepowac zgodnie z instrukcjami producenta.

W przypadku przetwarzania tylko probek DNA przejs$¢ od razu do punktu Fragmentacja gDNA na stronie 50.

Wyja¢ probdwki z odczynnikami z opakowania i postepowac zgodnie z instrukcjami dotyczgcymi

Tabela 12 TruSight Oncology Comp RNA Library Prep (nr kat. 20031127)

Instrukcje dotyczace

Odczynnik Przechowywanie .
rozmrazania
EPH3 0d -25°C do Rozmrozi¢ do temperatury
-15°C pokojowe;j.
FSM 0d-25°Cdo Rozmrozi¢ do temperatury
-15°C pokojowe;j.
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Instrukcje dotyczace

Odczynnik Przechowywanie o
rozmrazania

Etap protokotu

RVT 0d -25°Cdo Utrzymywac niska Synteza pierwszej nici cDNA
-15°C temperature.

SSM 0Od -25°C do Rozmrozi¢ do temperatury ~ Synteza drugiej nici cDNA
-15°C pokojowe;j.

Tabela13 TruSight Oncology Comp Library Prep (Refrigerate) (nr kat. 20031119)

Instrukcje dotyczace

Odczynnik Przechowywanie . Etap protokotu
rozmrazania

SPB 0Od 2°C do 8°C Doprowadzad Oczyszczanie cDNA

(jasnozielona w temperaturze pokojowej

etykieta) przez 30 minut.

RSB 0Od 2°C do 8°C Doprowadzi¢ do Oczyszczanie cDNA

temperatury pokojowe;j.

Denaturacja RNA i przytgczanie starterow

W ramach tego procesu, majgcego na celu przygotowanie do syntezy cDNA, nastepuje denaturacja
oczyszczonego RNA i przytgczanie losowych starteréw heksamerowych.

Przygotowanie

1. Przygotowadé wymienione ponizej odczynniki.
* EPH3-odstawid.

* FSM-wymieszac na wytrzgsarce typu worteks. Krotko odwirowac, a nastepnie wymieszac, pipetujac.
Odczynnik moze zawiera¢ biate czgstki state zwigzane z produktem. Nie jest wymagane zadne dziatanie
uzytkownika. Nie ma to wptywu na wydajnos¢ produktu.

* RVT -krétko odwirowac, a nastepnie wymieszag, pipetujgc. Utrzymywacd niskg temperature.

UWAGA RVT jestroztworem lepkim. Podczas pipetowania nalezy minimalizowac tworzenie sie
pecherzykdéw powietrza.

2. W probowce mikrowirowniczej potgczy¢ nastepujgce objetosci, aby przygotowac mieszanine wyjsciowa
FSM + RVT.
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3.
4.

Tabela 14 Wyjsciowa mieszanina reakcyjna FSM + RVT*

Sktadnik

i 4 biblioteki (ul) 8 bibliotek (ul) 16 bibliotek (ul) 24 biblioteki (ul)
mieszaniny

reakcyjnej

FSM 36 72 144 216

RVT 4 8 16 24

* W tej tabeli uwzgledniono nadmiar objetosci. Wiecej informacji o obliczeniach zawiera sekcja Obstuga odczynnikdw
na stronie 35.

Wymieszaé, pipetujgc 10 razy.

Mieszanine wyjsciowg FSM + RVT utrzymywacd w niskiej temperaturze do czasu rozpoczecia etapu Synteza
pierwszej nici cDNA na stronie 47.

Procedura

1.

10.

1.
12.
13.

14.

Podczas rozmrazania prébki wyekstrahowanego RNA i kontrole RNA utrzymywac w niskiej temperaturze.
Przetwarzac¢ kontrole RNA tak jak prébki w pozostatej czesci protokotu.

Gdy RNA nie jest uzywane, przechowywacd w niskiej temperaturze. Informacje o iloSciowym oznaczaniu
probek zawiera czes¢ Wymagania dotyczgce probek na stronie 27.

Kazda probke RNA wymieszac, pipetujac 10 razy.

Uzy¢ wody pozbawionej RNaz/DNaz do przygotowania 40 ng kazdej probki RNA w koncowej objetosci
8,5 ul (4,7 ng/ul).

W przypadku kontroli RNA nalezy uzy¢ stezenia podanego na etykiecie probdéwki.

Oznaczy¢ nowg 96-dotkowg ptytke do PCR jako CF (Fragmenty cDNA).

Doda¢ 8,5 ul kazdej probki RNA do unikalnego dotka na ptytce do PCR oznaczonej CF.

Upewnic sie, ze uktad ptytki z probkami oraz indeksy dla kazdej prébki sg zgodne z przebiegiem
zaplanowanym w Modut analityczny TSO Comprehensive (EU) podczas konfiguracji przebiegu.

Odczynnik EPH3 wymieszac¢ na wytrzgsarce typu worteks, a nastepnie krétko odwirowad.
Doda¢ 8,5 pl odczynnika EPH3 do kazdego dotka na prébke.

Na ptytke do PCR oznaczong CF natozy¢ samoprzylepng folie uszczelniajgca.

/N PRZESTROGA

Doktadnie uszczelni¢ krawedzie i dotki, aby zapobiec parowaniu.

Wytrzgsac z predkoscig 1200 obr./min przez 1 minute.
Odwirowac z przyspieszeniem 280 x g przez 1 minute.

Umiesci¢ w termocyklerze i uruchomi¢ program LQ-RNA.
Patrz Programowanie termocyklerdw na stronie 43.

Gdy prébki osiggng temperature 4°C, pozostawi¢ na 1 minute. Przejs¢ natychmiast do nastepnego kroku.
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Synteza pierwszej nici cDNA

Ten proces polega na odwrotnej transkrypcji fragmentédw RNA, do ktérych dotaczajg sie losowe heksamery na
pierwszg ni¢ cDNA w reakcji katalizowanej przez odwrotng transkryptaze (reverse transcriptase).

Procedura

1. Wyjac¢ ptytke do PCR oznaczong CF z termocyklera.

A

Wymieszaé mieszanine wyjsciowg FSM + RVT, pipetujac 10 razy. Upewnic sig, ze mieszanina FSM + RVT
jest catkowicie jednorodna.

Dodac¢ 8 ul wyjsciowej mieszaniny reakcyjnej FSM + RVT do kazdego dotka na prébke.
Wymieszaé, pipetujgc 10 razy.

Wyrzucié pozostatg wyjsciowg mieszanine reakcyjng FSM + RVT.

o 9k~ w

Na ptytke do PCR oznaczong CF natozy¢ samoprzylepng folie uszczelniajgca.
Doktadnie uszczelni¢ krawedzie i dotki, aby zapobiec parowaniu.

N

Wytrzagsac z predkoscig 1200 obr./min przez 1 minute.
8. Odwirowac z przyspieszeniem 280 x g przez 1 minute.

Umiesci¢ w termocyklerze i uruchomié¢ program 1stSS.
Patrz Programowanie termocyklerdw na stronie 43.

10. Kiedy prébki osiggng temperature 4°C, nalezy natychmiast przej$é do kolejnego etapu.
Probki pierwszej nici mozna przechowywacd w temperaturze 4°C przez maksymalnie 5 minut.

Synteza drugiej nici cDNA

W tym procesie usuwana jest matryca RNA i syntetyzowany dwuniciowy cDNA.

Przygotowanie

1. Przygotowanie SSM:
a. 0Odwrdcié 10-krotnie w celu zmieszania.

b. Kroétko odwirowaé. Odczynnik moze zawieraé biate czastki state zwigzane z produktem. Nie jest
wymagane zadne dziatanie uzytkownika. Nie ma to wptywu na wydajnos¢ produktu.

Procedura

1. Wyja¢ ptytke do PCR oznaczong CF z termocyklera.
2. Doda¢ 25 ul SSM do kazdego dotka na prébke.

3. Na ptytke do PCR oznaczong CF natozy¢ samoprzylepng folie uszczelniajgca.
Doktadnie uszczelni¢ krawedzie i dotki, aby zapobiec parowaniu.

4. Wytrzagsacd z predkoscig 1200 obr./min przez 1 minute.
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Odwirowac z przyspieszeniem 280 x g przez 1 minute.

6. Umiesci¢ w termocyklerze i uruchomié program 2ndsSsS.
Patrz Programowanie termocyklerow na stronie 43.

7. Kiedy probki osiggng temperature 4°C, nalezy zaczekac¢ 1 minute i natychmiast przejs¢ do kolejnego etapu.

Oczyszczanie cDNA

W tym procesie odczynnik SPB jest wykorzystywany do oczyszczenia cDNA z niepozgdanych sktadnikow
reakcji. Kulki sg dwukrotnie przemywane swiezo sporzgdzonym 80% EtOH. cDNA jest poddawane elucji
Z uzyciem RSB.

Przygotowanie

1. Przygotowacé wymienione ponizej odczynniki.
* SPB-upewni¢ sig, ze kulki pozostawaty w temperaturze pokojowej przez 30 minut.
* RSB - odstawi¢ do wykorzystania podczas procedury.

2. Przygotowacd swiezy 80% roztwor EtOH w probdéwce stozkowej o poj. 15 ml lub 50 ml w nastepujacy
sposob.

Tabela15 Przygotowac swiezy roztwér 80% EtOH

Odczynnik 4 biblioteki 8 bibliotek 16 bibliotek 24 biblioteki
100% EtOH, czysty 2mi 4 ml 8 mi 12 ml

Woda pozbawiona 500 pl Tml 2ml 3mi
RNaz/DNaz

Swiezo sporzadzony 80% roztwor EtOH wymieszaé na wytrzasarce typu worteks.

3
4. 0Oznaczy¢ nowg 96-dotkowg ptytke MIDI jako BIND1 (wigzanie cDNA).
5. Przykryc¢iodtozyé.

6

Wyja¢ magnes.

Procedura

Wiagzanie
1. Wyja¢ ptytke do PCR oznaczong CF z termocyklera.

2. Odczynnik SPB wymieszac¢ na wytrzasarce typu worteks przez 1 minute, aby rozprowadzi¢ kulki
w zawiesinie.

3. Niezwitocznie dodac¢ 90 pl odczynnika SPB do kazdego dotka na probke na ptytce BIND1 MIDI.
W przypadku korzystania z korytka do dozowania nalezy uwzgledni¢ nadmiar odczynnika SPB wynoszacy
1,15, aby podczas pipetowania dysponowac wystarczajgca iloscig materiatu na probke. Po dodaniu
odczynnika SPB do kazdego dotka na prébke wyrzuci¢ wszelkie resztki materiatu.
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10.

Przenies$¢ catg objetos¢ (50 pl) kazdej prébki z ptytki do PCR oznaczonej jako CF do odpowiedniego dotka
na ptytce MIDI oznaczonej BIND1.

Wyrzucié pustg ptytke do PCR oznaczong CF.

Na ptytke MIDI oznaczong BIND1 natozy¢ samoprzylepng folie uszczelniajgca.
Doktadnie uszczelni¢ krawedzie i dotki.

Wytrzgsac z predkoscig 1800 obr./min przez 2 minuty.
Inkubowaé w temperaturze pokojowej przez 5 minut.
Umiesci¢ ptytke MIDI oznaczong BIND1 na statywie magnetycznym na 5 minut.

Utrzymywac ptytke na statywie magnetycznym. Bez naruszania osadu kulek, za pomoca pipety ustawionej
na objetos¢ 200 pl usungd i wurzuci¢ caty nadsgcz z kazdego dotka.

Przemywanie

1.

Przemywac kulki zgodnie z ponizszym opisem.

a. Pozostawic¢ ptytke MIDI oznaczong BIND1 na statywie magnetycznym i dodac 200 ul swiezego 80%
roztworu EtOH do kazdego dotka.

b. Odczekac 30 sekund.

c. Beznaruszania osadu kulek za pomocg pipety ustawionej na objetosé 200 ul usungé i odrzucié caty
nadsgcz z kazdego dotka na prébke.

Przemy¢ kulki po raz drugi.
Uzy¢ pipety z koricdwkami kapilarnymi, aby usung¢ pozostatosci EtOH z kazdego dotka.

Wyrzucié niewykorzystany 80% roztwor EtOH.

Elucja

M L d -

® N o o

10.

Zdja¢ ptytke MIDI oznaczong BIND1 ze statywu magnetycznego.
Wymieszaé odczynnik RSB przez odwracanie lub uzycie wytrzasarki typu worteks.
Doda¢ 22 ul odczynnika RSB do kazdego dotka na prébke.

Na ptytke MIDI oznaczong BIND1 natozy¢ samoprzylepng folie uszczelniajaca.
Doktadnie uszczelni¢ krawedzie i dotki.

Wytrzgsac z predkoscig 1800 obr./min przez 2 minuty.
Inkubowaé w temperaturze pokojowej przez 2 minuty.
Umiescié na statywie magnetycznym na 2 minuty.

Oznaczy¢ nowg 96-dotkowg ptytke MIDI jako PCF (Oczyszczone fragmenty cDNA).
Jesli uzytkownik przerywa w PUNKT BEZPIECZNEGO WSTRZYMANIA PROCEDURY na stronie 50, nalezy
uzy¢ ptytki do PCR.

Przenies¢ 20 pl eluatu z kazdego dotka na prébke na ptytce BIND1 MIDI do odpowiedniego dotka na ptytce
PCF.

Wyrzucié pusta ptytke MIDI oznaczong BIND1.
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11. Doda¢ 30 ul odczynnika RSB do kazdego dotka na prébke na ptytce PCF.

12. Wymieszac¢, pipetujac 10 razy.

13. Natozy¢ samoprzylepna folie uszczelniajgca na ptytke PCF i utrzymywacd ptytke w niskiej temperaturze.

14. Odtozy¢ odczynniki EPH3, FSM, RVT i SSM do miejsca przechowywania.

15. Jesli uzytkownik przetwarza prébki uzyskane wytgcznie z RNA (cDNA) i nie przerywa w punkcie
bezpiecznego wstrzymania procedury, nalezy przej$¢ do etapu Naprawa koricow i dodanie ogona poli-A na
stronie 54.

PUNKT BEZPIECZNEGO WSTRZYMANIA PROCEDURY

W przypadku wstrzymania procedury nalezy odwirowac ptytke do PCR oznaczong PCF z przyspieszeniem
280 x g przez 1 minute i przechowywaé w temperaturze od -25°C do -15°C przez maksymalnie 7 dni.

Przygotowanie do realizacji protokotu

Przygotowanie to jest wymagane do wykonania krokéw protokotu prowadzacych do nastepnego bezpiecznego
punktu zatrzymania.

1. Wyjac¢ kontrole DNA z miejsca przechowywania.

2. Wyjac probowke z odczynnikami z opakowania i postepowac zgodnie z instrukcjami dotyczacymi
rozmrazania.

Tabela 16 TruSight Oncology Comp Library Prep (Refrigerate) (nr kat. 20031119)
Odczynnik  Przechowywanie Instrukcje dotyczace rozmrazania Etap protokotu

TEB 0Od 2°C do 8°C Doprowadzi¢ do temperatury Fragmentacja gDNA
pokojowej.

Fragmentacja gDNA
Podczas tego procesu nastepuje fragmentacja gDNA i powstajg odcinki dsDNA z lepkimi koricami 3' lub 5'.

Przygotowanie

1. Nalezy przestrzega¢ zalecen dotyczacych Ekstrakcja, oznaczenie ilosciowe i przechowywanie kwasow
nukleinowych na stronie 28 w celu iloSciowej analizy prébek.

2. Przygotowanie TEB — wymiesza¢ przez odwracanie lub uzycie wytrzgsarki typu worteks.

Procedura

Przygotowanie ptytki
Wybrac jedng z ponizszych opcji przygotowania ptytki:
*  Przetworzy¢ prébki gDNA jednoczesnie z probkami cDNA na ptytce MIDI oznaczonej PCF.
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a. Oznaczy¢ ptytke MIDI oznaczong PCF jako LP (Przygotowanie Biblioteki).

b. Utrzymywac w niskiej temperaturze i odtozy¢ do wykorzystania, jak opisano w punkcie Przenoszenie
fragmentowanego DNA na stronie 52.

*  Przetworzy¢ prébki gDNA jednoczesnie z probkami cDNA, ptytka do PCR oznaczona jako PCF jest
zamrozona.

Rozmrozi¢ ptytke do PCR oznaczong jako PCF w temperaturze pokojowe;j.
Odwirowac z przyspieszeniem 280 x g przez 1 minute.

Wymieszac, pipetujgc 10 razy.

Oznaczy¢ nowg 96-dotkowa ptytke MIDI jako LP (Przygotowanie biblioteki).

® a0 T o

Przeniesc¢ catg objetosc (50 pl) kazdej probki z ptytki do PCR oznaczonej jako PCF do odpowiedniego
dotka na ptytce MIDI oznaczonej LP.

f.  Wyrzucié ptytke do PCR oznaczong jako PCF.

g. Natozy¢ samoprzylepng folie uszczelniajgcg i utrzymywac w niskiej temperaturze do momentu
wykonania czynnosci opisanych w czesci Przenoszenie fragmentowanego DNA na stronie 52.

* Przetworzy¢ wytgcznie prébki gDNA.
a. Oznaczy¢ nowg 96-dotkowa ptytke MIDI jako LP (Przygotowanie biblioteki).
Jesli uzytkownik przerywa w PUNKT BEZPIECZNEGO WSTRZYMANIA PROCEDURY na stronie 52,
nalezy uzy¢ ptytki do PCR.

b. Przykry¢iodtozy¢ do wykorzystania, jak opisano w punkcie Przenoszenie fragmentowanego DNA na
stronie 52.

Rozcienczanie gDNA

1. Rozmrozi¢ prébki gDNA i kontrole DNA w temperaturze pokojowe;.
2. Kazda prébke gDNA wymieszaé, pipetujgc 10 razy.
3. Krétko odwirowac probdéwke, aby osadzi¢ kropelki.
4. Wymieszac odczynnik TEB przez odwracanie lub uzycie wytrzasarki typu worteks.
5. Uzy¢ odczynnika TEB do przygotowania kazdej prébki gDNA w koncowej objetosci 52 ul. W ponizszej tabeli
podano ilosci wejsciowe i minimalne stezenia w zaleznosci od typu prébki.
* W oznaczeniu wymagane jest minimalne stezenie ekstraktu, aby z objetosci 52 pl co najmniej 40 i
stanowit odczynnik TEB.
* W przypadku kontroli DNA nalezy uzy¢ stezenia podanego na etykiecie probowki.
* Aby zapobiec utracie probki, do tego rozcieficzenia nie nalezy pipetowac¢ mniej niz 2 pl prébki.
Typ probki llos¢ wejsciowa (ng) Minimalne stezenie (ng/pl)
FFPE 40 3,33
Kontrola 40 Patrz etykieta probowki
Nr dokumentu: 200007789, wer. 08 51z154
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Fragmentacja
1. Doda¢ 52 ul kazdej prébki gDNA do oddzielnego dotka w probdwce ultrasonikatora.

/N PRZESTROGA

Powoli nanies¢ gDNA do probdéwki, upewniajac sie, ze przy dnie probdwki nie ma przestrzeni
powietrznych. Wiecej informacji zawiera czes¢ Oznaczenie na stronie 30 oraz instrukcja
producenta.

2. Zanotowac orientacje paska.
3. Przeprowadzi¢ fragmentacje gDNA za pomocg homogenizatora ultradZzwiekowego.

Przenoszenie fragmentowanego DNA
1. Nalezy upewnic sig, ze uktad ptytki prébek i indeksy dla kazdej prébki sg zgodne z serig sekwencjonowania
wybrang do analizy z Modut analityczny TSO Comprehensive (EU).

2. Aby odzyskac probke, nalezy postepowac zgodnie z instrukcjami producenta homogenizatora
ultradzwiekowego.
W przypadku niektérych typdw komdr do homogenizatora ultradzwiekowego wymagane jest odwirowanie
w celu osadzenia prébki w probdwce.

3. W przypadku kazdej prébki fragmentowanego gDNA nalezy uzy¢ pipety z koncéwkami kapilarnymi, aby
trzykrotnie przenies¢ po 16,7 ul do pustego dotka na ptytce MIDI oznaczonej LP.

4. Na ptytke MIDI oznaczong LP natozy¢ samoprzylepng folie uszczelniajaca.

PUNKT BEZPIECZNEGO WSTRZYMANIA PROCEDURY

W przypadku wstrzymania procedury natozy¢ samoprzylepng folie uszczelniajgcg na ptytke do PCR oznaczong
LP, a nastepnie odwirowac z przyspieszeniem 280 x g przez 1 minute. Przechowywac w temperaturze od -25°C
do -15°C przez maksymalnie 7 dni.

Przygotowanie do realizacji protokotu

Przygotowanie to jest wymagane do wykonania krokéw protokotu prowadzacych do nastepnego bezpiecznego
punktu zatrzymania.

Upewnic sig, ze ustawione sg programy termocyklera po amplifikacji. Patrz Programowanie termocyklerow na
stronie 43.

1. Przygotowacd pojemnik na 1éd lub jego odpowiednik.
2. Wyja¢ proboéwki z odczynnikami z opakowania i postepowaé zgodnie z instrukcjami dotyczacymi
rozmrazania.
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Tabela 17 TruSight Oncology Comp Library Prep (Freeze) Box (nr kat. 20031118)

Odczynnik

ERAT-A

ERA1-B

ALB1

LIG3

SUA1
(niebieska
nakretka)

UMI (biata
nakretka)

STL

EPM

Przechowywanie

0Od -25°C do
-15°C
0d -25°C do
-15°C
0d -25°Cdo
-15°C
0Od -25°C do
-15°C
0Od -25°C do
-15°C

0Od -25°C do
-15°C
0Od -25°C do
-15°C
0Od -25°Cdo
-15°C

Instrukcje dotyczace

O Etap protokotu
rozmrazania

Utrzymywac niska
temperature.

Naprawa konicéw i dodanie
ogona poli-A

Rozmrozi¢ do temperatury
pokojowej.

Naprawa koncow i dodanie
ogona poli-A

Rozmrozi¢ do temperatury
pokojowej.

Ligacja adapterow

Utrzymywac niska
temperature.

Ligacja adapterow

Rozmrozi¢ do temperatury
pokojowe;j.

Ligacja adapterow

Rozmrozi¢ do temperatury
pokojowe;j.

Ligacja adapterow

Rozmrozi¢ do temperatury
pokojowe;j.

Ligacja adapterow

Utrzymywac niska Indeksowanie PCR

temperature.

Tabela 18 TruSight Oncology Comp Library Prep (Refrigerate) Box (nr kat. 20031119)

Odczynnik

SPB
(jasnozielona
etykieta)

RSB

Przechowywanie

0Od 2°C do 8°C

Od 2°C do 8°C

Instrukcje dotyczace

.. Etap protokotu
rozmrazania

Doprowadzad
w temperaturze pokojowej
przez 30 minut.

Oczyszczanie po ligacji

Doprowadzi¢ do
temperatury pokojowe;.

Oczyszczanie po ligacji

Tabela 19 TruSight Oncology Comp UP Index Primers Box (nr kat. 20031120)

Odczynnik

UPxx

Przechowywanie

0Od -25°C do
-15°C

Nr dokumentu: 200007789, wer. 08
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o Etap protokotu
rozmrazania

Rozmrozi¢ odpowiednie Indeksowanie PCR
probdéwki ze starterami
indeksujgcym do

temperatury pokojowej.
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Tabela 20 TruSight Oncology Comp CP Index Primers Box (nr kat. 20031126)

Instrukcje dotyczace

o Etap protokotu
rozmrazania

Odczynnik Przechowywanie

CPxx 0d-25°Cdo Rozmrozi¢ odpowiednie Indeksowanie PCR
-15°C probdéwki ze starterami
indeksujgcym do
temperatury pokojowej.

Naprawa koncow i dodanie ogona poli-A

W tym procesie, przy uzyciu wyjsciowej mieszaniny reakcyjnej End Repair A-Tailing (ERA1) naprawiane sg

lepkie konce powstate w wyniku fragmentacji i przytgczane sg ogony A.

Aktywnos$¢ egzonukleazy 3'>5' w tej mieszaninie usuwa lepkie konnce 3', a aktywnos¢ polimerazy 5'-> 3"
dopetnia lepkie korice 5'. Na koricach 3' w wyniku tej reakcji powstaje ogon poli-A, co zapobiega wzajemne;j

ligacji fragmentdéw podczas reakcji ligacji adapterdw.

Przygotowanie

1. Podgrzaé 2 inkubatory mikroprébek z wktadkami grzejnymi do ptytek MIDI w nastepujacy sposdb.

* Podgrzad inkubator mikroprébek do 30°C.
* Podgrza¢ inkubator mikroprébek do 72°C.

2. Przygotowac wymienione ponizej odczynniki.

* ERA1-A-krétko odwirowac, a nastepnie wymieszac, pipetujgc. Utrzymywac niskg temperature.

* ERA1-B-wymieszac na wytrzgsarce typu worteks, a nastepnie krotko odwirowac.

Sprawdzi¢ pod kgtem precypitacji. Jesli wystepuje, ogrzaé probdwke do 37°C, a nastepnie mieszag,

pipetujgc do momentu rozpuszczenia precypitatow.
3. Przygotowad wyjsciowa mieszanine reakcyjng ERAT w probdwce mikrowirownicze;j.
Tabela 21 Wyjsciowa mieszanina reakcyjna ERAT*

Sktadnik wyjsciowej

mieszaniny 4 biblioteki 8 bibliotek 16 bibliotek 24 biblioteki 48 bibliotek
reakcyjnej

ERA1-B 35l 69 138 pl 207 ul 415 pl
ERA1T-A 13,5 ul 27 ul 54 pl 81l 161 pl

* W tej tabeli uwzgledniono nadmiar objetosci. Wiecej informacji o obliczeniach zawiera sekcja Obstuga odczynnikéw

na stronie 35.

4. Powoli przepipetowac 10 razy w celu zapewnienia jednorodnosci, a nastepnie krétko odwirowac.
Utrzymywac niskg temperature mieszaniny reakcyjnej ERA1.

5. Aby przygotowac ptytke, wybrac jedng z ponizszych opcji:

Nr dokumentu: 200007789, wer. 08
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e Jesli prébki znajduja sie na ptytce MIDI, nalezy przygotowac jg w nastepujgcy sposob.
a. Ponownie oznaczy¢ ptytke MIDI napisem LP2 (Przygotowanie biblioteki 2).
b. Jesliniektdére probki znajdujg sie na oddzielnych ptytkach MIDI, nalezy przenies¢ wszystkie probki
do oddzielnych dotkédw na tej samej ptytce MIDI zgodnie z uktadem ptytki.
* Jesli ptytka jest zamrozona, nalezy przygotowac jg w nastepujacy sposob.
Rozmrozi¢ ptytke do PCR oznaczong PCF lub ptytke oznaczong LP w temperaturze pokojowej.
Odwirowac ptytke z przyspieszeniem 280 x g przez 1 minute.
Wymieszacé, pipetujgc 10 razy.
Oznaczy¢ nowg 96-dotkowa ptytke MIDI jako LP2 (Przygotowanie biblioteki 2).

® a0 T o

Przenies¢ petng objetos¢ (50 pl) kazdej prébki z ptytki do PCR oznaczonej PCF lub
ptytki oznaczonej LP do odpowiedniego dotka na ptytce MIDI oznaczonej LP2.

f.  Wyrzucié ptytke do PCR oznaczong PCF lub ptytke oznaczong LP.

Procedura

1. Doda¢ 10 ul wyjsciowej mieszaniny reakcyjnej ERA1 do kazdego dotka na prébke na ptytce MIDI oznaczonej
LP2.

2. Wyrzuci¢ pozostatg wyjsciowg mieszanine reakcyjng ERA1.

3. Na ptytke MIDI oznaczong LP2 natozy¢ samoprzylepng folie uszczelniajgca.
Doktadnie uszczelni¢ krawedzie i dotki, aby zapobiec parowaniu.
4. Woytrzagsacd z predkoscig 1800 obr./min przez 2 minuty.
5. Inkubowaé w podgrzanym inkubatorze do mikroprébek w temperaturze 30°C przez 30 minut.
6. Natychmiast przenies¢ do drugiego podgrzanego inkubatora do mikroprébek.
7. Inkubowad w temperaturze 72°C przez 20 minut.
8. Pozostawi¢ ptytke MIDI oznaczong LP2 w niskiej temperaturze przez 5 minut.

Ligacja adapterow

W tym procesie nastepuje ligacja adapterdw z koricami fragmentéw cDNA i/lub gDNA.
Test TSO Comprehensive (EU) obejmuje adaptery SUAT i UMI.

* Adapterow SUA1 nalezy uzywac z probkami RNA.

* Adapteréow UMI nalezy uzywac z prébkami DNA.

Przygotowanie

1. Przygotowadé wymienione ponizej odczynniki.
* ALB1-wymieszad na wytrzgsarce typu worteks przez co najmniej 10 sekund, a nastepnie krétko
odwirowac.
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* LIG3 -krotko odwirowag, a nastepnie wymieszac, pipetujgc. Utrzymywac niskg temperature.

* SUA1-wymieszac¢ na wytrzgsarce typu worteks przez co najmniej 10 sekund, a nastepnie krétko
odwirowac.

* UMI-wymieszaé na wytrzgsarce typu worteks przez co najmniej 10 sekund, a nastepnie krétko
odwirowag.

* STL-odtozyé do wykorzystania podczas procedury.

Procedura

© © N o

1.

Wyja¢ ptytke MIDI oznaczong LP2 z kgpieli lodowej lub odpowiednika.

Dodac¢ 60 ul odczynnika ALB1 do kazdego dotka na probke na ptytce MIDI oznaczonej LP2. ALB1 jest
roztworem lepkim. Pipetowa¢ powoli, aby zminimalizowac¢ tworzenie sie pecherzykdw.

Dodac¢ 5 ul odczynnika LIG3 do kazdego dotka na prébke.

Doda¢ adaptery w nastepujacy sposob.

Nie taczy¢ roznych rodzajéw adapterdw.

* [Dotki na prébki RNA] — doda¢ 10 pl odczynnika SUA1 (niebieska nakretka) do kazdej probki uzyskanej
z RNA.

* [Doftki na probki DNA] - dodac 10 ul odczynnika UMI (biata nakretka) do kazdej prébki uzyskanej z DNA.

Na ptytke MIDI oznaczong LP2 natozy¢ samoprzylepna folie uszczelniajaca.

Doktadnie uszczelni¢ krawedzie i dotki.

Wytrzgsac z predkoscig 1800 obr./min przez 2 minuty.

Inkubowaé w temperaturze pokojowej przez 30 minut.

Odczynnik STL wymieszac¢ na wytrzgsarce typu worteks, a nastepnie krétko odwirowac.

Doda¢ 5 pl odczynnika STL do kazdego dotka na prébke na ptytce MIDI oznaczonej LP2.

. Na ptytke MIDI oznaczong LP2 natozy¢ samoprzylepng folie uszczelniajaca.

Doktadnie uszczelni¢ krawedzie i dotki, aby zapobiec parowaniu.

Wytrzgsac z predkoscig 1800 obr./min przez 2 minuty.

Oczyszczanie po ligacji

Ten proces wykorzystuje odczynnik SPB do oczyszczania zligowanych z adapterami fragmentéw cDNA lub
gDNA i usuwa niepozgdane produkty. Kulki sg dwukrotnie przemywane swiezo sporzgdzonym 80% roztworem
etanolu. Prébki zligowane z adapterami sg poddawane elucji z uzyciem RSB.

Przygotowanie

1.

Przygotowac wymienione ponizej odczynniki.

* SPB-upewni¢ sig, ze kulki pozostawaty w temperaturze pokojowej przez 30 minut.
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* RSB-odstawi¢ do wykorzystania podczas procedury.
Przygotowac swiezy 80% roztwor EtOH w probdéwce stozkowej o poj. 15 ml lub 50 ml.

Tabela 22 Przygotowacd swiezy 80% roztwor etanolu

Odczynnik 4 biblioteki 8 bibliotek 16 bibliotek 24 biblioteki 48 bibliotek
100% EtOH, czysty 2ml 4 ml 8 ml 12 ml 24 ml

Woda pozbawiona 500 pl Tml 2ml 3mi 6 ml
RNaz/DNaz

Swiezo sporzadzony 80% roztwor EtOH wymieszaé na wytrzasarce typu worteks.
Wyja¢ magnes.

Procedura

Wiagzanie

1.

N o o bk

Odczynnik SPB wymieszac na wytrzgsarce typu worteks przez 1 minute, aby rozprowadzi¢ kulki
w zawiesinie.

Niezwtocznie dodac 112 ul odczynnika SPB do kazdego dotka na biblioteke na ptytce MIDI oznaczonej LP2.
W przypadku korzystania z korytka do dozowania nalezy uwzgledni¢ nadmiar odczynnika SPB wynoszacy
1,15, aby podczas pipetowania dysponowac wystarczajgca iloscig materiatu na probke. Po dodaniu
odczynnika SPB do kazdego dotka na prébke wyrzuci¢ wszelkie resztki materiatu.

Na ptytke MIDI oznaczong LP2 natozy¢ samoprzylepna folie uszczelniajgca.
Doktadnie uszczelni¢ krawedzie i dotki.

Wytrzgsac z predkoscig 1800 obr./min przez 2 minuty.
Inkubowaé w temperaturze pokojowej przez 5 minut.
Umiesci¢ ptytke MIDI oznaczong LP2 na statywie magnetycznym na 10 minut.

Bez naruszania osadu kulek, za pomocg pipety ustawionej na objeto$¢ 200 pl, aby usungé i odrzucié caty
nadsacz z kazdego dotka na préobke.

Przemywanie

1.

Przemywac kulki zgodnie w nastepujacy sposéb.

a. Pozostawi¢ ptytke MIDI oznaczong LP2 na statywie magnetycznym i doda¢ 200 pl $wiezo
sporzgdzonego 80% roztworu EtOH do kazdego dotka na prébke.

b. Odczekaé 30 sekund.

c. Beznaruszania osadu kulek za pomocg pipety ustawionej na objetosé 200 pl usungc i odrzucié caty
nadsacz z kazdego dotka na prébke.

Przemy¢ kulki po raz drugi.
Uzy¢ pipety z koncdwkami kapilarnymi, aby usunagé pozostatosci EtOH z kazdego dotka.

Wyrzuci¢ niewykorzystany 80% roztwor EtOH.
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Elucja

1. Usuna¢ ptytke MIDI oznaczong LP2 ze statywu magnetycznego.

2. Wymieszaé odczynnik RSB przez odwracanie lub uzycie wytrzgsarki typu worteks.
3. Doda¢ 27,5 pl odczynnika RSB do kazdego dotka na prébke.

4. Na ptytke MIDI oznaczong LP2 natozy¢ samoprzylepng folie uszczelniajaca.

Doktadnie uszczelni¢ krawedzie i dotki.

Wytrzagsac z predkoscig 1800 obr./min przez 2 minuty.

Inkubowaé w temperaturze pokojowej przez 2 minuty.

Umiesci¢ ptytke MIDI oznaczong LP2 na statywie magnetycznym na 2 minuty.
Oznaczy¢ nowg 96-dotkowa ptytke do PCR jako LS (Prébki bibliotek).

Przenies¢ 25 pl kazdego eluatu z ptytki MIDI oznaczonej LP2 do odpowiedniego dotka na ptytce do PCR
oznaczonejjako LS.

© © N o o

10. Wyrzuci¢ pustg ptytke MIDI oznaczong LP2.

Indeksowanie PCR

Na tym etapie fragmenty biblioteki sg amplifikowane przy uzyciu starteréw, ktére dodajg sekwencje
indeksujgce na potrzeby multipleksowania probki. Produkt koncowy zawiera kompletng biblioteke fragmentéow
cDNA i/lub DNA flankowanych przez adaptery wymagane do generacji klastréw.

Przygotowanie

1. Przygotowac wymienione ponizej odczynniki.
* EPM —utrzymywac w niskiej temperaturze.
* UPxx-wymieszac na wytrzgsarce typu worteks, a nastepnie krétko odwirowaé. UPxx to starter

indeksujgcy wybrany podczas konfiguracji przebiegu na ekranie Create Run (Utwdrz przebieg) w Local
Run Manager.

* CPxx-wymiesza¢ na wytrzgsarce typu worteks, a nastepnie krétko odwirowacé. CPxx to starter
indeksujgcy wybrany podczas konfiguracji przebiegu na ekranie Create Run (Utworz przebieg) w Local
Run Manager.

2. Upewni¢ sig, ze indeksy dla kazdej prébki sg zgodne z przebiegiem zaplanowanym w Modut analityczny
TSO Comprehensive (EU) podczas konfiguracji przebiegu. Przestrzegac¢ instrukcji dotyczacych wyboru
indeksdw w czesci Liczba bibliotek i wybieranie indeksdw na stronie 36.

/N PRZESTROGA

Niezgodnosci miedzy probkamii starterami indeksujgcymi powodujg zgtaszanie nieprawidtowych
wynikéw z powodu niemoznosci identyfikacji préobki dodatniej.
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Procedura

1.

Doda¢ 5 ul odpowiedniego startera indeksujgcego (UPxx lub CPxx) do odpowiedniego dotka na prébke na
ptytce do PCR oznaczonej LS zgodnie z wybranymi indeksami.

/N PRZESTROGA

W danym momencie nalezy uzywac i otwierac¢ tylko jedng probdwke ze starterem indeksujgcym.
Kazdg probowke ze starterem indeksujgcym nalezy ponownie zamkng¢ nowa nakretka
bezposrednio po uzyciu. Nie tgczy¢ starteréw indeksujgcych.

Odczynnik EPM wymieszaé na wytrzgsarce typu worteks przez 5 sekund, a nastepnie krétko odwirowac.

Doda¢ 20 ul odczynnika EPM do kazdego dotka na prébke.

Na ptytke do PCR oznaczong LS natozy¢ samoprzylepng folie uszczelniajaca.

Doktadnie uszczelni¢ krawedzie i dotki, aby zapobiec parowaniu.

Wytrzgsac z predkoscig 1200 obr./min przez 1 minute.

Odtozy¢ odczynniki stosowane przed amplifikacjg do miejsca przechowywania.

/N PRZESTROGA

Wszystkie kolejne czynnosci nalezy wykonywac w strefie pracy z produktami amplifikacji, aby
zapobiec przeniesieniu produktu amplifikaciji.

Odwirowac ptytke do PCR oznaczong LS z przyspieszeniem 280 x g przez 1 minute.

Umiescié na wstepnie zaprogramowanym termocyklerze przeznaczonym do pracy na etapie po amplifikacji
i uruchomic¢ program I-PCR.

Patrz Programowanie termocyklerdw na stronie 43.

W przypadku kontynuowania procedury od etapu Przygotowanie pierwszej hybrydyzacji na stronie 60
nalezy przestrzegacd instrukcji dotyczacych rozmrazania odczynnikéw podanych w czesci Przygotowanie
etapow protokotu.

Po zakonczeniu programu I-PCR odwirowac ptytke do PCR oznaczong LS z przyspieszeniem 280 x g przez
1 minute.

10. Ponownie oznaczy¢ ptytke jako ALS (Probki bibliotek po amplifikacji).

PUNKT BEZPIECZNEGO WSTRZYMANIA PROCEDURY

W przypadku wstrzymania procedury ptytke do PCR oznaczong ALS nalezy przechowywac¢ w temperaturze od
-25°C do -15°C przez maksymalnie 30 dni.
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Przygotowanie do realizacji protokotu

Przygotowanie to jest wymagane do wykonania krokéw protokotu prowadzacych do hybrydyzacji przez noc.

1. Upewni¢ sie, ze ustawione sg programy termocyklera po amplifikacji. Patrz Programowanie termocykleréow
na stronie 43.

2. Wyjac¢ probowki z odczynnikami z opakowania i postepowac zgodnie z instrukcjami dotyczacymi
rozmrazania.
Tabela 23 TruSight Oncology Comp Enrichment (Refrigerate) Box (nr kat. 20031123)

Instrukcje dotyczace

o Etap protokotu
rozmrazania

Odczynnik Przechowywanie

TCB1 0Od 2°C do 8°C Doprowadzi¢ do Przygotowanie pierwszej
temperatury pokojowe;. hybrydyzaciji

Tabela 24 TruSight Oncology Comp Enrichment (Freeze) Box (nr kat. 20031121)

Instrukcje dotyczace

o Etap protokotu
rozmrazania

Odczynnik Przechowywanie

TCA1 0Od -25°C do Rozmrozi¢ do temperatury  Przygotowanie pierwszej
-15°C pokojowe;j. hybrydyzaciji

Tabela 25 TruSight Oncology Comp Content Set Box (nr kat. 20031122)

Instrukcje dotyczace

o Etap protokotu
rozmrazania

Odczynnik Przechowywanie

OPR1 0Od -25°C do Rozmrozi¢ do temperatury ~ Przygotowanie pierwszej
(czerwona -15°C pokojowe;j. hybrydyzaciji

nakretka)

OPD2 (biata 0Od-25°Cdo Rozmrozi¢ do temperatury ~ Przygotowanie pierwszej
nakretka) -15°C pokojowej. hybrydyzacji

Przygotowanie pierwszej hybrydyzaciji

Podczas tego procesu pula oligonukleotyddw ulega hybrydyzacji do bibliotek cDNA, a pula oligonukleotyddéw
ulega hybrydyzacji do bibliotek gDNA przygotowanych podczas etapu Indeksowanie PCR na stronie 58.
Wzbogacenie regiondow docelowych wymaga dwdch etapdéw hybrydyzacji. Podczas pierwszej hybrydyzacji
oligonukleotydy ulegajag hybrydyzaciji do bibliotek cDNA i/lub gDNA przez noc (od 8 do 24 godzin).

Przygotowanie

1. Przygotowadé wymienione ponizej odczynniki.
* TCB1-ogrzewac probdwke w temperaturze 37°C przez 5 minut. Wymieszaé na wytrzagsarce typu
worteks przez 10 sekund, a nastepnie krotko odwirowac.

Nr dokumentu: 200007789, wer. 08 60z 154

DO STOSOWANIA W DIAGNOSTYCE IN VITRO. WYLACZNIE NA EKSPORT.



Ulotka dotaczona do opakowania testu TruSight Oncology Comprehensive (EU)  i|llumina’

* TCA1-wymieszac na wytrzgsarce typu worteks, a nastepnie krétko odwirowac.
* OPR1-wymieszaé na wytrzasarce typu worteks, a nastepnie krétko odwirowag.
* OPD2-wymieszaé na wytrzgsarce typu worteks, a nastepnie krétko odwirowac.

2. Jesli ptytke do PCR oznaczong ALS przechowywano, nalezy doprowadzi¢ jg do temperatury pokojowe;j,
a nastepnie odwirowac z przyspieszeniem 280 x g przez 1 minute. Wymieszac poprzez pipetowanie.

3. Oznaczy¢ nowg 96-dotkowg ptytke do PCR jako HYB1 (Hybrydyzacja 1).

Procedura

1. Przenies¢ 20 yl kazdej biblioteki cDNA i/lub gDNA z ptytki do PCR oznaczonej ALS do odpowiedniego dotka
na ptytce do PCR oznaczonej HYB1.

2. Na ptytke do PCR oznaczong ALS natozy¢ samoprzylepna folie uszczelniajgca i odtozyd.
Doktadnie uszczelni¢ krawedzie i dotki, aby zapobiec parowaniu.

3. Sprawdzi¢ odczynnik TCB1 pod katem precypitacji. Jesli stwierdza sie obecnos$¢ wytragcen, ponownie
ogrzac probdwke i wymieszadé na wytrzgsarce typu worteks, az krysztaty sie rozpuszcza.

4. Dodac¢ 15 pl odczynnika TCB1 do kazdego dotka zawierajgcego biblioteke na ptytce do PCR oznaczonej
HYB1.

5. Doda¢ 10 ul odczynnika TCA1 do kazdego dotka zawierajgcego biblioteke na ptytce do PCR oznaczonej
HYB1.

6. Dodac sondy.
Nie taczy¢ ze sobg réznych rodzajéw sond. Dodac tylko jeden zestaw sond na dotek.

* [Dotki zawierajgce biblioteke RNA] — doda¢ 5 ul odczynnika OPR1 (czerwona nakretka) do kazde;j
biblioteki opartej na RNA.

* [Dotki zawierajgce biblioteke DNA] — doda¢ 5 pl odczynnika OPD2 (biata nakretka) do kazdej biblioteki
opartej na DNA.

7. Na ptytke do PCR oznaczong HYB1 natozy¢ samoprzylepng folie uszczelniajaca.
Doktadnie uszczelni¢ krawedzie i dotki, aby zapobiec parowaniu.

Wytrzgsac z predkoscig 1200 obr./min przez 2 minuty.

Umiescié w termocyklerze i uruchomié program HYB1.
Patrz Programowanie termocyklerow na stronie 43.

10. Prowadzi¢ hybrydyzacje w temperaturze 57°C przez co najmniej 8 godzin, ale nie dtuzej niz 24 godziny.
11. Odtozy¢ odczynniki do hybrydyzacji do miejsca przechowywania.
12. Ptytke do PCR oznaczong ALS przechowywaé w temperaturze od -25°C do -15°C przez okres do 30 dni.

Przygotowanie do realizacji protokotu

Przygotowanie to jest wymagane do wykonania krokéw protokotu prowadzacych do nastepnego bezpiecznego
punktu zatrzymania.
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Na poczatku 2. dnia wyjaé probdwke z odczynnikami z opakowania i postepowacd zgodnie z instrukcjami

dotyczacymirozmrazania.

Tabela 26 TruSight Oncology Comp Enrichment (Refrigerate) Box (nr kat. 20031123)

Odczynnik Przechowywanie
SMB Od 2°C do 8°C
(ciemnoniebieska

etykieta)

ET2 Od 2°C do 8°C
HP3 0Od 2°C do 8°C
TCB1 0Od 2°C do 8°C
RSB Od 2°C do 8°C

Instrukcje dotyczace
rozmrazania

Doprowadzac¢
w temperaturze
pokojowej przez 30 minut.

Doprowadzié¢ do
temperatury pokojowe;.

Doprowadzi¢ do
temperatury pokojowe;.

Doprowadzi¢ do
temperatury pokojowe;.

Doprowadzi¢ do
temperatury pokojowej.

Etap protokotu

Pierwsze wychwytywanie
sekwencji docelowych
Drugie wychwytywanie
sekwencji docelowych

Pierwsze wychwytywanie
sekwencji docelowych
Drugie wychwytywanie
sekwencji docelowych

Pierwsze wychwytywanie
sekwencji docelowych
Drugie wychwytywanie
sekwencji docelowych
Normalizacja bibliotek

Przygotowanie drugiej
hybrydyzacji

Drugie wychwytywanie
sekwencji docelowych
Oczyszczanie amplifikowanej
biblioteki wzbogaconej

Tabela 27 TruSight Oncology Comp Enrichment (Freeze) Box (nr kat. 20031121)

Instrukcje dotyczace

Odczynnik Przechowywanie ..
rozmrazania

EE2 0d -25°Cdo Rozmrozi¢ do temperatury
-15°C pokojowe;j.

EEW 0d -25°Cdo Rozmrozi¢ do temperatury
-15°C pokojowe;j.

TCA1 0Od -25°C do Rozmrozi¢ do temperatury
-15°C pokojowej.
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hybrydyzacji
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Tabela 28 TruSight Oncology Comp Content Set Box (nr kat. 20031122)

Instrukcje dotyczace

Odczynnik Przechowywanie Do
rozmrazania

Etap protokotu

OPR1 0Od -25°Cdo Rozmrozi¢ do temperatury Przygotowanie drugiej
(czerwona -15°C pokojowej. hybrydyzacji
nakretka)

OPD2 0Od -25°C do Rozmrozi¢ do temperatury Przygotowanie drugiej
(biata -15°C pokojowej. hybrydyzaciji
nakretka)

Pierwsze wychwytywanie sekwencji docelowych

Na tym etapie odczynnik SMB jest wykorzystywany do wychwytywania sond, ktére ulegty hybrydyzacji do
sekwencji docelowych bedgcych przedmiotem zainteresowania. Kulki sg trzykrotnie ptukane odczynnikiem
EEW. Wzbogacone biblioteki sg poddawane elucji Swiezg mieszaning elucyjng EE2+HP3 i neutralizowane za
pomocg odczynnika ET2.

Przygotowanie

1. Podgrzad inkubator mikroprébek z wktadkg grzejng do ptytek MIDI do temperatury 57°C.
2. Przygotowacé wymienione ponizej odczynniki.

* EEW-wymieszac na wytrzgsarce typu worteks przez 1 minute.

* EE2-wymieszac¢ na wytrzgsarce typu worteks, a nastepnie krotko odwirowac.

* HP3-wymieszac na wytrzgsarce typu worteks, a nastepnie krétko odwirowac.

* SMB - upewnic sig, ze kulki pozostawaty w temperaturze pokojowej przez 30 minut.
Nalezy pamietac, ze do tej procedury nalezy uzy¢ odczynnika SMB, a nie SPB.

* ET2-odtozyé do wykorzystania podczas procedury.
3. Przygotowacd swiezg mieszanine elucyjng EE2+HP3 w probdéwce mikrowirownicze;.
Tabela 29 Mieszanina elucyjna EE2+HP3 do pierwszego wychwytywania sekwencji docelowych*

Sktadnik mieszaniny - . . . . . -
4 biblioteki 8 bibliotek 16 bibliotek 24 biblioteki 48 bibliotek

elucyjnej
EE2 114 pl 228 pl 456 pl 684 pl 1368 pl
HP3 6 ul 12 pl 24 36 ul 72 ul

* W tej tabeli uwzgledniono nadmiar objetosci. Wiecej informacji o obliczeniach zawiera sekcja Obstuga odczynnikdw
na stronie 35.

4. Mieszanineg elucyjng EE2+HP3 wymieszac¢ na wytrzgsarce typu worteks, a nastepnie krétko odwirowac.
Odstawi¢ do wykorzystania na etapie Elucja na stronie 65.

5. Oznaczy¢ nowg 96-dotkowg ptytke MIDI jako CAP1 (Wychwytywanie 1).
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6. Wyja¢ magnes.

Procedura

Wiagzanie
1. Wyja¢ ptytke do PCR oznaczong HYB1 z termocyklera.
2. Odwirowac¢ ptytke do PCR oznaczong HYB1 z przyspieszeniem 280 x g przez 1 minute.

3. 0Odczynnik SMB wymieszad na wytrzgsarce typu worteks przez 1 minute, aby rozprowadzi¢ kulki
w zawiesinie.
Jesli osad lub osad kulek jest obecny, upewni¢ sie, ze osiggnieto temperature pokojowg, pipetujgc w goére i
w dot, aby uwolni¢ osad, a nastepnie wymieszaé wirowo, aby ponownie zawiesic.

4. Niezwitocznie dodac¢ 150 ul odczynnika SMB do kazdego dotka na biblioteke na ptytce MIDI oznaczone;j
CAP1.

W przypadku korzystania z korytka do dozowania nalezy uwzgledni¢ nadmiar odczynnika SMB wynoszacy
1,15, aby podczas pipetowania mozna byto dysponowac wystarczajgcg ilo$cig materiatu na prébke.

5. Po dodaniu odczynnika SMB do kazdego dotka na prébke wyrzuci¢ wszelkie resztki materiatu.

6. Ustawié pipete na objetos¢ 50 ul i przeniesé catg objetosé kazdej biblioteki z ptytki do PCR oznaczonej
HYB1 do odpowiedniego dotka na ptytce MIDI oznaczonej CAP1.

7. Wyrzuci¢ pustg ptytke do PCR oznaczong HYBI.

8. Na ptytke do MIDI oznaczong CAP1 natozy¢ samoprzylepng folie uszczelniajgca.
Doktadnie uszczelni¢ krawedzie i dotki, aby zapobiec parowaniu.

9. Woytrzgsacd z predkoscig 1800 obr./min przez 2 minuty.
10. Inkubowaé we wstepnie podgrzanym inkubatorze do mikroprébek w temperaturze 57°C przez 25 minut.
11. Umiescié¢ ptytke MIDI oznaczong CAP1 na statywie magnetycznym na 2 minuty.

12. Utrzymywac ptytke na statywie magnetycznym. Bez naruszania osadu kulek, za pomocg pipety ustawionej
na objetos¢ 200 ul usungc i odrzucié caty nadsagcz z kazdego dotka.

/N PRZESTROGA

Przejs$¢ natychmiast do nastepnego etapu (Ptukanie na stronie 65). Nie dopuszczaé do tego, aby
kulki osadzalty sie, pozostajgc przez dtuzszy czas bez ptynu.
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Ptukanie

1.

Przemywac kulki zgodnie z ponizszym opisem.

a.
b.

C.

)]

> @

Zdjag¢ ptytke MIDI oznaczong CAP1 ze statywu magnetycznego.

Doda¢ 200 ul odczynnika EEW do kazdego dotka.

Uzy¢ pipety ustawionej na objetos¢ 150 ul, pipetujgc co najmniej 10 razy w celu wymieszania. Upewnié
sie, ze kulki zostaty rozprowadzone w zawiesinie.

Upewni¢ sie, ze kulki sie nie osadzity, delikatnie zasysajgc caty roztwor kulek z dotka do koricdwki.
Sprawdzi¢ wzrokowo dno kazdego dotka. Jesli obecny jest osad kulek, przechyli¢ koricéwke pipety

w strone kulek podczas ptukania, aby go wzruszy¢. Upewnic sig, ze osad kulek zostat w petni zanurzony
w roztworze. Roztwdr powinien mieé ciemnobrgzowy kolor i jednorodng konsystencje.

Na ptytke do MIDI oznaczong CAP1 natozy¢ samoprzylepng folie uszczelniajgca.
Doktadnie uszczelni¢ krawedzie i dotki, aby zapobiec parowaniu.

Wytrzagsac z predkoscig 1800 obr./min przez 4 minuty.

Inkubowaé w inkubatorze do mikroprébek w temperaturze 57°C przez 5 minut.
Umiesci¢ ptytke MIDI oznaczong CAP1 na statywie magnetycznym na 2 minuty.

Utrzymywac ptytke na statywie magnetycznym. Bez naruszania osadu kulek, za pomoca pipety
ustawionej na objetos¢ 200 ul usungd i odrzuci¢ caty nadsacz z kazdego dotka.

2. Przemy¢ kulki po raz drugi.

3. Przeptukaé kulki po raz trzeci.

4. Uzy¢ pipety z korncéwkami kapilarnymi, aby usungé pozostatosci EEW z kazdego dotka.

Elucja

1.
2.

o

© ® N o

Zdjag¢ ptytke MIDI oznaczong CAP1 ze statywu magnetycznego.

Swieza mieszanine elucyjng EE2+HP3 wymieszac na wytrzgsarce typu worteks, a nastepnie krétko
odwirowac.

Ostroznie dodac 17 pl mieszaniny elucyjnej EE2+HP3 do kazdego dotka biblioteki na ptytce MIDI oznaczonej
CAP1.

Wyrzucié pozostatg mieszanine elucyjng EE2+HP3.

Na ptytke do MIDI oznaczong CAP1 natozy¢ samoprzylepng folie uszczelniajaca.
Doktadnie uszczelni¢ krawedzie i dotki.

Wytrzgsac z predkoscig 1800 obr./min przez 2 minuty.

Umiesci¢ na statywie magnetycznym na 2 minuty.

Oznaczy¢ nowg 96-dotkowg ptytke do PCR jako ELU1 (Elucja 1).

Odczynnik ET2 wymieszaé na wytrzgsarce typu worteks, a nastepnie krotko odwirowac.

. Doda¢ 5 ul odczynnika ET2 do odpowiedniego dotka na biblioteke na nowej ptytce do PCR

oznaczonej ELU1.

Nr dokumentu: 200007789, wer. 08 65 z154

DO STOSOWANIA W DIAGNOSTYCE IN VITRO. WYLACZNIE NA EKSPORT.



Ulotka dotaczona do opakowania testu TruSight Oncology Comprehensive (EU)  i|llumina’

11.

12.
13.

14.
15.

Ostroznie przenies¢ 15 pl eluatu z kazdego dotka z biblioteka na ptytce MIDI oznaczonej CAP1 do
odpowiedniego dotka na ptytce do PCR oznaczonej ELU1.

Wyrzucié pustg ptytke MIDI oznaczong CAP1.

Na ptytke do PCR oznaczong ELU1 natozy¢ samoprzylepng folie uszczelniajaca.
Doktadnie uszczelni¢ krawedzie i dotki, aby zapobiec parowaniu.

Wytrzgsac z predkoscig 1200 obr./min przez 2 minuty.

Odtozy¢ odczynnik EEW do miejsca przechowywania.

Przygotowanie drugiej hybrydyzacji

Na tym etapie nastepuje drugie wigzanie docelowych regionéw wzbogaconych bibliotek cDNA i/lub gDNA

z sondami wychwytujgcymi. Druga hybrydyzacja zapewnia wysoka swoisto$¢ wychwyconych regionéw. Aby
zapewnic¢ optymalne wzbogacenie bibliotek, drugi etap hybrydyzacji nalezy prowadzi¢ w temperaturze 57°C
przez co najmniej 1,5 godziny ale nie dtuzej niz 4 godziny.

Przygotowanie

1.

Przygotowac wymienione ponizej odczynniki.

* TCB1-ogrzewac probdwke w temperaturze 37°C przez 5 minut. Wymieszaé na wytrzasarce typu
worteks przez 10 sekund, a nastepnie krotko odwirowac.

* TCA1-wymieszac na wytrzgsarce typu worteks, a nastepnie krétko odwirowac.
* OPR1-wymieszaé na wytrzgsarce typu worteks, a nastepnie krétko odwirowag.

* OPD2-wymieszaé na wytrzgsarce typu worteks, a nastepnie krétko odwirowac.

Procedura

1.

Sprawdzi¢ odczynnik TCB1 pod katem precypitaciji. Jesli widoczne sa krzysztaty, ponownie ogrzaé
probdéwke i mieszaé na wytrzgsarce typu worteks, az sie rozpuszcza.

2. Dodac¢ 15 pl odczynnika TCB1 do kazdego dotka na biblioteke na ptytce do PCR oznaczonej ELU1.
Dodac¢ 10 pl odczynnika TCA1 do kazdego dotka na biblioteke.
Do kazdego dotka dodac¢ te samg sonde, ktéra zostata uzyta podczas pierwszej hybrydyzacji. Dodac¢ tylko
jeden zestaw sond na dotek.
Nie taczy¢ ze sobg réznych rodzajow sond.
* [Dotki zawierajgce biblioteke RNA] — doda¢ 5 ul odczynnika OPR1 (czerwona nakretka) do kazde;j
biblioteki opartej na RNA.
* [Dotki zawierajgce biblioteke DNA] —doda¢ 5 pl odczynnika OPD2 (biata nakretka) do kazdej biblioteki
opartej na DNA.
5. Na ptytke do PCR oznaczong ELU1 natozy¢ samoprzylepng folie uszczelniajgca.
Doktadnie uszczelni¢ krawedzie i dotki, aby zapobiec parowaniu.
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Wytrzgsac z predkoscig 1200 obr./min przez 2 minuty.
Umiesci¢ w termocyklerze i uruchomi¢ program HYB2.
Patrz Programowanie termocyklerow na stronie 43.

Prowadzi¢ hybrydyzacje w temperaturze 57°C przez co najmniej 1,5 godziny ale nie dtuzej niz 4 godziny.

Odtozy¢ odczynniki do hybrydyzacji do miejsca przechowywania.

Drugie wychwytywanie sekwencji docelowych

Na tym etapie odczynnik SMB jest wykorzystywany do wychwytywania sond, ktére ulegty hybrydyzacji do
sekwencji docelowych bedgcych przedmiotem zainteresowania. Kulki sg jednokrotnie przemywane buforem
RSB. Wzbogacone biblioteki sg poddawane elucji $wiezg mieszaning elucyjng EE2+HP3 i neutralizowane za
pomocg odczynnika ET2.

Przygotowanie

1.
2.

Podgrza¢ inkubator mikroprébek z wktadka grzejng do ptytek MIDI do temperatury 57°C.
Przygotowac wymienione ponizej odczynniki.
* EE2-wymieszac¢ na wytrzgsarce typu worteks, a nastepnie krotko odwirowac.
* HP3-wymieszaé na wytrzgsarce typu worteks, a nastepnie krétko odwirowac.
* SMB -upewnic sig, ze kulki pozostawaty w temperaturze pokojowej przez 30 minut.
Nalezy pamietac, ze do tej procedury nalezy uzy¢ odczynnika SMB, a nie SPB.
* RSB-odstawi¢ do wykorzystania podczas procedury.
* ET2-odtozy¢ do wykorzystania podczas procedury.
Przygotowad $wiezg mieszanine elucyjng EE2+HP3 w probdwce mikrowirownicze;.
Tabela 30 Mieszanina elucyjna EE2+HP3 do drugiego wychwytywania sekwencji docelowych*

o :
Sktadnik mieszaniny . L teki 8 bibliotek 16 bibliotek 24 biblioteki 48 bibliotek

elucyjnej
EE2 114 ul 228 ul 456 pl 684 ul 1368 i
HP3 6 ul 12 ul 24 ul 36 ul 72 ul

* W tej tabeli uwzgledniono nadmiar objetosci. Wiecej informacji o obliczeniach zawiera sekcja Obstuga odczynnikdw
na stronie 35.

Wymieszaé na wytrzagsarce typu worteks, a nastepnie krétko odwirowac¢. Odstawié¢ do wykorzystania na
etapie Elucja na stronie 69.

Oznaczy¢ nowg 96-dotkowa ptytke MIDI jako CAP2 (Wychwytywanie 2).
Wyja¢ magnes.

Nr dokumentu: 200007789, wer. 08 67 z154

DO STOSOWANIA W DIAGNOSTYCE IN VITRO. WYLACZNIE NA EKSPORT.



Ulotka dotaczona do opakowania testu TruSight Oncology Comprehensive (EU)  i|llumina’

Procedura

Wiagzanie

1.

10.

11.
12.

Wyja¢ ptytke do PCR oznaczong ELU1 z termocyklera.

Odwirowac ptytke do PCR oznaczong ELU1 z przyspieszeniem 280 x g przez 1 minute.

Odczynnik SMB wymieszac¢ na wytrzgsarce typu worteks przez 1 minute, aby rozprowadzi¢ kulki

w zawiesinie.

Jesli osad lub osad kulek jest obecny, upewni¢ sie, ze osiggnieto temperature pokojowg, pipetujgc w goére i
w dét, aby uwolni¢ osad, a nastepnie wymieszac wirowo, aby ponownie zawiesic.

Niezwtocznie dodac¢ 150 pl odczynnika SMB do kazdego dotka na biblioteke na ptytce MIDI oznaczonej
CAP2.

W przypadku korzystania z korytka do dozowania nalezy uwzgledni¢ nadmiar odczynnika SMB wynoszacy
1,15, aby podczas pipetowania mozna byto dysponowac¢ wystarczajgcg ilo$cig materiatu na prébke.

Po dodaniu odczynnika SMB do kazdego dotka na prébke wyrzuci¢ wszelkie resztki materiatu.

Ustawic¢ pipete na objetos¢ 50 uli przenies¢ catg objetosc kazdej biblioteki z ptytki do PCR oznaczonej ELU1
do odpowiedniego dotka na ptytce MIDI oznhaczonej CAP2.

Wyrzuci¢ pustg ptytke do PCR oznaczong ELU1.

Na ptytke MIDI oznaczong CAP2 natozy¢ samoprzylepng folie uszczelniajgca.

Doktadnie uszczelni¢ krawedzie i dotki, aby zapobiec parowaniu.

Wytrzgsac z predkoscig 1800 obr./min przez 2 minuty.

Inkubowaé w inkubatorze do mikropréobek w temperaturze 57°C przez 25 minut.

W przypadku kontynuowania procedury od etapu Amplifikacja biblioteki wzbogaconej na stronie 71 nalezy
przestrzegad instrukcji dotyczacych rozmrazania odczynnikéw podanych w czesci Przygotowanie do
realizacji protokotu.

Umiesci¢ na statywie magnetycznym na 2 minuty.

Utrzymywac ptytke MIDI oznaczong CAP2 na statywie magnetycznym. Bez naruszania osadu kulek, za
pomoca pipety ustawionej na objeto$¢ 200 ul usungd i odrzucié caty nadsagcz z kazdego dotka.

/N PRZESTROGA

Przejs¢ natychmiast do nastepnego etapu (Ptukanie na stronie 68). Nie dopuszczaé do tego, aby
kulki osadzaty sie, pozostajgc przez dtuzszy czas bez ptynu.

Ptukanie

1. Zdjac ptytke MIDI oznaczong CAP2 ze statywu magnetycznego.

2. Wymieszac¢ odczynnik RSB przez odwracanie lub uzycie wytrzasarki typu worteks.
3. Dodac 200 ul odczynnika RSB do kazdego dotka.

4. Na ptytke MIDI oznaczong CAP2 natozy¢ samoprzylepng folie uszczelniajgca.

Doktadnie uszczelni¢ krawedzie i dotki.
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Wytrzgsac z predkoscig 1800 obr./min przez 4 minuty.

6. Umiesci¢ ptytke na statywie magnetycznym na 2 minuty.

7. Utrzymywac ptytke na statywie magnetycznym. Bez naruszania osadu kulek, za pomoca pipety ustawione;j
na objetos¢ 200 pl usungcd i odrzucic caty nadsgcz z kazdego dotka.

8. Uzy¢ pipety z korncodwkami kapilarnymi, aby usungé¢ pozostatosci RSB z kazdego dotka.

Elucja

1. Zdjac ptytke MIDI oznaczong CAP2 ze statywu magnetycznego.

2. Swiezg mieszanine elucyjng EE2+HP3 wymieszaé na wytrzgsarce typu worteks, a nastepnie krétko
odwirowac.
Doda¢ 22 ul mieszaniny elucyjnej EE2+HP3 do kazdego dotka biblioteki na ptytce MIDI oznaczonej CAP2.
Wyrzucié pozostatg mieszanine elucyjng EE2+HP3.

5. Na ptytke MIDI oznaczong CAP2 natozy¢ samoprzylepng folie uszczelniajgca.
Doktadnie uszczelni¢ krawedzie i dotki.

6. Wytrzgsac z predkoscig 1800 obr./min przez 2 minuty.

7. Umiesci¢ na statywie magnetycznym na 2 minuty.

8. 0Oznaczy¢ nowg 96-dotkowg ptytke do PCR jako ELU2 (Elucja 2).

9. 0Odczynnik ET2 wymieszac na wytrzgsarce typu worteks, a nastepnie krétko odwirowac.

10. Dodac 5 pl odczynnika ET2 do odpowiedniego dotka na biblioteke na nowej ptytce do PCR
oznaczonej ELU2.

11. Ostroznie przenies¢ 20 pl eluatu z kazdego dotka z bibliotekg na ptytce MIDI oznaczonej CAP2 do
odpowiedniego dotka na ptytce do PCR oznaczonej ELU2.

12. Wyrzucic¢ pustg ptytke MIDI oznaczong CAP2.

13. Na ptytke do PCR oznaczong ELU2 natozy¢ samoprzylepng folie uszczelniajgca.
Doktadnie uszczelni¢ krawedzie i dotki, aby zapobiec parowaniu.

14. Wytrzagsac¢ z predkoscig 1200 obr./min przez 2 minuty.

15. Odtozy¢ odczynniki SMB, EE2, HP3, RSB i ET2 do miejsca przechowywania.

PUNKT BEZPIECZNEGO WSTRZYMANIA PROCEDURY

W przypadku wstrzymania procedury nalezy odwirowac ptytke do PCR oznaczong ELU2 z przyspieszeniem
280 x g przez 1 minute i przechowywaé w temperaturze od -25°C do -15°C przez maksymalnie 7 dni.

Przygotowanie do realizacji protokotu

Przygotowanie to jest wymagane do wykonania krokéw protokotu prowadzacych do nastepnego bezpiecznego
punktu zatrzymania.

1.

Przygotowac pojemnik na 16d lub jego odpowiednik.
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2. Wyja¢ probdéwki z odczynnikami z opakowania i postepowac zgodnie z instrukcjami dotyczacymi
rozmrazania.

Tabela 31 TruSight Oncology Comp Enrichment (Freeze) Box (nr kat. 20031121)

Instrukcje dotyczace

Odczynnik Przechowywanie L
rozmrazania

Etap protokotu

PPC3 0d -25°Cdo Rozmrozi¢ do temperatury ~ Amplifikacja biblioteki
-15°C pokojowe;j. wzbogaconej

EPM 0d -25°Cdo Utrzymywac niska Amplifikacja biblioteki
-15°C temperature. wzbogaconej

Tabela 32 TruSight Oncology Comp Enrichment (Refrigerate) Box (nr kat. 20031123)

Instrukcje dotyczace

Odczynnik Przechowywanie . Etap protokotu
rozmrazania
SPB 0Od 2°C do 8°C Doprowadzac Oczyszczanie amplifikowanej
(jasnozielona w temperaturze pokojowej biblioteki wzbogaconej
etykieta) przez 30 minut.
RSB 0Od 2°C do 8°C Doprowadzi¢ do Oczyszczanie amplifikowanej
temperatury pokojowej. biblioteki wzbogaconej
Przygotowanie do
sekwencjonowania
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Amplifikacja biblioteki wzbogaconej

Na tym etapie startery sg wykorzystywane do amplifikacji wzbogaconych bibliotek.

Przygotowanie

1.

Jesli ptytke ELU2 przechowywano, nalezy doprowadzié jg do temperatury pokojowej, a nastepnie
odwirowac z przyspieszeniem 280 x g przez 1 minute.

Procedura
1. Odczynnik PPC3 wymieszac na wytrzgsarce typu worteks, a nastepnie krotko odwirowac.
2. Dodac 5 pl odczynnika PPC3 do kazdego dotka na biblioteke na ptytce do PCR oznaczonej ELU2.
3. 0Odczynnik EPM wymieszac¢ na wytrzagsarce typu worteks przez 5 sekund, a nastepnie krétko odwirowac.
4. Dodac 20 pl odczynnika EPM do kazdego dotka na biblioteke.
5. Na ptytke do PCR oznaczong ELU2 natozy¢ samoprzylepng folie uszczelniajaca.
Doktadnie uszczelni¢ krawedzie i dotki, aby zapobiec parowaniu.
6. Wytrzagsac z predkoscig 1200 obr./min przez 2 minuty.
Umiescié w termocyklerze i uruchomié program EL-PCR.
Patrz Programowanie termocyklerow na stronie 43.
W przypadku kontynuowania procedury od etapu Normalizacja bibliotek na stronie 74 nalezy przestrzega¢
instrukcji dotyczacych rozmrazania podanych w czesci Przygotowanie do realizacji protokotu.
8. Odtozyé odczynniki PPC3 i EPM do miejsca przechowywania.

Oczyszczanie amplifikowanej biblioteki wzbogaconej

Na tym etapie stosuje sie odczynnik SPB do oczyszczenia wzbogaconych bibliotek z niepozgdanych
sktadnikéw reakcji. Kulki sg dwukrotnie przemywane swiezo sporzgdzonym 80% roztworem etanolu. Biblioteki
sg eluowane RSB.

Przygotowanie

1.

Przygotowac wymienione ponizej odczynniki.

* SPB-upewnic¢ sig, ze kulki pozostawaty w temperaturze pokojowej przez 30 minut. Nalezy pamietaé, ze
do tej procedury nalezy uzy¢ odczynnika SPB, a nie SMB.

* RSB -odstawi¢ do wykorzystania podczas procedury.

Przygotowac swiezy 80% roztwor etanolu w probdwce stozkowej o poj. 15 ml lub 50 ml.

Nr dokumentu: 200007789, wer. 08 71z 154

DO STOSOWANIA W DIAGNOSTYCE IN VITRO. WYLACZNIE NA EKSPORT.



Ulotka dotaczona do opakowania testu TruSight Oncology Comprehensive (EU)  i|llumina’

Tabela 33 Przygotowac swiezy 80% roztwor etanolu

Odczynnik 4 biblioteki 8 bibliotek 16 bibliotek 24 biblioteki 48 bibliotek
100% EtOH, czysty 2 mi 4 ml 8 ml 12 ml 24 mi

Woda pozbawiona 500 ul Tmi 2ml 3ml 6 ml
RNaz/DNaz

3. Swiezo sporzgdzony 80% roztwdér EtOH wymieszaé na wytrzgsarce typu worteks.
4. Oznaczy¢ nowg 96-dotkowg ptytke MIDI jako BIND2 (Wigzanie oczyszczonego materiatu).
5. Wyja¢ magnes.

Procedura

Wiagzanie
1. Wyjac¢ ptytke do PCR oznaczong ELU2 z termocyklera.
2. Odwirowac ptytke do PCR oznaczong ELU2 z przyspieszeniem 280 x g przez 1 minute.

3. Odczynnik SPB mieszac na wytrzgsarce typu worteks przez 1 minutg, aby ponownie rozprowadzi¢ kulki
w zawiesinie.

4. Niezwitocznie dodac¢ 110 pl odczynnika SPB do kazdego dotka na biblioteke na ptytce MIDI oznaczonej
BIND2.

5. Przenies¢ 50 ul kazdej biblioteki z ptytki ELU2 PCR do odpowiedniego dotka na ptytce MIDI oznaczone;j
BIND2.

6. Wyrzuci¢ pustg ptytke do PCR oznaczong ELU2.

7. Na ptytke MIDI oznaczong BIND2 natozy¢ samoprzylepng folie uszczelniajgca.
Doktadnie uszczelni¢ krawedzie i dotki.

Wytrzgsac z predkoscig 1800 obr./min przez 2 minuty.
9. Inkubowac¢ w temperaturze pokojowej przez 5 minut.

10. Umiesci¢ ptytke MIDI oznaczong BIND2 na statywie magnetycznym na 5 minut.

11. Utrzymywac ptytke na statywie magnetycznym. Bez naruszania osadu kulek, za pomocg pipety ustawionej

na objetos¢ 200 pl usungd i odrzuci¢ caty nadsacz z kazdego dotka.

Ptukanie
1. Przemywa¢ kulki zgodnie w nastepujacy sposob.

a. Pozostawic¢ ptytke MIDI oznaczong BIND2 na statywie magnetycznym i doda¢ 200 pl $wiezego 80%
roztworu EtOH do kazdego dotka.

b. Odczekac 30 sekund.

c. Beznaruszania osadu kulek, za pomocg pipety ustawionej na objetos¢ 200 pl usungé i odrzucié caty
nadsgcz z kazdego dotka.

2. Przemy¢ kulki po raz drugi.
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3. Uzy¢ pipety z koricéwkami kapilarnymi, aby usungé pozostatosci EtOH z kazdego dotka.

4. Wyrzuci¢ niewykorzystany 80% roztwér EtOH.

Elucja

1. Usuna¢ ptytke MIDI oznaczong BIND2 ze statywu magnetycznego.

2. Wymieszac odczynnik RSB przez odwracanie lub uzycie wytrzgsarki typu worteks.
3. Doda¢ 32 pl odczynnika RSB do kazdego dotka na biblioteke.

4. Na ptytke MIDI oznaczong BIND2 natozy¢ samoprzylepng folie uszczelniajgca.

Doktadnie uszczelni¢ krawedzie i dotki.

Wytrzgsac z predkoscig 1800 obr./min przez 2 minuty.
Inkubowa¢ w temperaturze pokojowej przez 2 minuty.
Umiesci¢ na statywie magnetycznym na 2 minuty.

Oznaczy¢ nowg 96-dotkowa ptytke do PCR jako PL (Biblioteki oczyszczone).

© © N o o

Przenies¢ 30 ul kazdego eluatu z ptytki MIDI oznaczonej BIND2 do odpowiedniego dotka na ptytce do PCR
oznaczonejjako PL.

10. Wyrzuci¢ pustg ptytke MIDI oznaczong BIND2.
11. Na ptytke do PCR oznaczong PL natozy¢ samoprzylepng folie uszczelniajgca.

12. Odtozyé odczynniki SPB i RSB do miejsca przechowywania.

PUNKT BEZPIECZNEGO WSTRZYMANIA PROCEDURY

W przypadku wstrzymania procedury nalezy odwirowac ptytke do PCR oznaczong PL z przyspieszeniem
280 x g przez 1 minute i przechowywac w temperaturze od -25°C do -15°C przez maksymalnie 30 dni.

Przygotowanie do realizacji protokotu

Przygotowanie to jest wymagane do wykonania krokéw protokotu prowadzacych do nastepnego bezpiecznego

punktu zatrzymania.

1. Wyjaé probdwki z odczynnikami z opakowania i postepowac zgodnie z instrukcjami dotyczacymi
rozmrazania.

Tabela 34 TruSight Oncology Comp Enrichment (Freeze) Box (nr kat. 20031121)

Instrukcje dotyczace

Odczynnik Przechowywanie L
rozmrazania

Etap protokotu

LNA1 0d -25°Cdo Rozmrozi¢ do temperatury  Normalizacja bibliotek
-15°C pokojowej.
EE2 0d -25°Cdo Rozmrozi¢ do temperatury ~ Normalizacja bibliotek
-15°C pokojowej.
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Tabela 35 TruSight Oncology Comp Enrichment (Refrigerate) Box (nr kat. 20031123)

Instrukcje dotyczace

O Etap protokotu
rozmrazania

Odczynnik Przechowywanie

LNB1 0d 2°C do 8°C Doprowadzad Normalizacja bibliotek
w temperaturze pokojowej
przez 30 minut.

HP3 0Od 2°C do 8°C Doprowadzi¢ do Normalizacja bibliotek
temperatury pokojowej. Przygotowanie do
sekwencjonowania

LNW1 0Od 2°C do 8°C Doprowadzi¢ do Normalizacja bibliotek
temperatury pokojowe;j.

LNS1 0Od 2°C do 8°C Doprowadzi¢ do Normalizacja bibliotek
temperatury pokojowe;.

2. W przypadku kontynuowania procedury tego samego dnia od etapu Przygotowanie do sekwencjonowania
na stronie 78 nalezy przestrzegac instrukcji dotyczacych rozmrazania podanych w czesci Przygotowanie
do realizacji protokotu.

Normalizacja bibliotek

W tym procesie do normalizaciji ilosci kazdej biblioteki wykorzystywany jest odczynnik LNB1 wraz z
substancjami dodatkowymi (LNA1), aby zapewni¢ jednolitg reprezentacje biblioteki w pulach bibliotek. Kulki sg
dwukrotnie przemywane LNW1. Biblioteki sg poddawane elucji Swiezg mieszaning elucyjng EE2+HP3

i neutralizowane za pomocg LNS1.

Przygotowanie

1. Przygotowacé wymienione ponizej odczynniki.
* LNB1-upewni¢ sig, ze kulki pozostawaty w temperaturze pokojowej przez 30 minut.
* LNA1-wymieszad na wytrzgsarce typu worteks.
* EE2-wymieszac¢ na wytrzgsarce typu worteks, a nastepnie krotko odwirowac.
* HP3-wymieszaé na wytrzgsarce typu worteks, a nastepnie krétko odwirowac.
* LNW1-wymieszac na wytrzgsarce typu worteks. Odtozy¢ do wykorzystania podczas procedury.
* LNS1-wymieszaé na wytrzgsarce typu worteks. Odtozy¢ do wykorzystania podczas procedury.

2. Odczynnik LNB1 wymiesza¢ na wytrzgsarce typu worteks przez 1 minute, aby rozprowadzi¢ kulki
w zawiesinie.
Odwrdci¢ probowke z LNB1, aby upewnic sig, ze wszystkie kulki zostaty rozprowadzone w zawiesinie.

3. Zapomoca pipety ustawionej na objetosc 800 pl pipetowac odczynnik LNB1 w gére i w dét 10 razy w celu
przygotowania zawiesiny.

Nr dokumentu: 200007789, wer. 08 74 2154

DO STOSOWANIA W DIAGNOSTYCE IN VITRO. WYLACZNIE NA EKSPORT.



Ulotka dotaczona do opakowania testu TruSight Oncology Comprehensive (EU)  i|llumina’

9.

Natychmiast przygotowaé swiezg wyjsciowg mieszanine reakcyjng LNA1T+LNB1 w probdwce stozkowej.

/N PRZESTROGA

Catkowicie przeprowadzi¢ w zawiesine osad kulek LNB1 z dna probdéwki, aby zapobiec tworzeniu
obszardw o niejednolitej gestosci.

Tabela 36 Wyjsciowa mieszanina reakcyjna LNAT+LNB1*

Sktadnik wyjsciowej

mieszaniny 4 biblioteki 8 bibliotek 16 bibliotek 24 biblioteki 48 bibliotek
reakcyjnej

LNA1 305 ul 610 pl 1219 pl 1829 ul 3658 yl
LNB1 55 ul 110 pl 221 pl 3314l 662 pl

* W tej tabeli uwzgledniono nadmiar objetosci. Wiecej informacji o obliczeniach zawiera sekcja Obstuga odczynnikéw
na stronie 35.

Wyjsciowg mieszanine reakcyjng LNA1T+LNB1 wymieszaé na wytrzgsarce typu worteks. Odstawi¢ do
wykorzystania na etapie Wigzanie na stronie 75.

Przygotowac swiezg mieszanine elucyjng EE2+HP3 w probdwce mikrowirownicze;.
Tabela 37 Mieszanina elucyjna EE2+HP3 do normalizacji bibliotek*

Sktadnik mieszaniny - . . . . . _—
4 biblioteki 8 bibliotek 16 bibliotek 24 biblioteki 48 bibliotek

elucyjnej
EE2 152 304 pl 608 pl 912 1824 pl
HP3 8 ul 16 pl 324l 48 ul 96 ul

* W tej tabeli uwzgledniono nadmiar objetosci. Wiecej informaciji o obliczeniach zawiera sekcja Obstuga odczynnikéw
na stronie 35.

Swieza mieszanine elucyjng wymieszaé na wytrzasarce typu worteks, a nastepnie krétko odwirowac.
Odstawi¢ do wykorzystania na etapie Elucja na stronie 76.

Jesli ptytke do PCR oznaczong PL przechowywano, nalezy doprowadzi¢ jg do temperatury pokojowej
i odwirowac z przyspieszeniem 280 x g przez 1 minute. Wymieszac poprzez pipetowanie.

Oznaczy¢ nowg 96-dotkowg ptytke MIDI BBN (Normalizacja w oparciu o kulki).

10. Wyja¢ magnes.

Procedura

Wiagzanie

1. Wyjsciowa mieszanine reakcyjng LNAT+LNB1 wymieszac na wytrzgsarce typu worteks.

2. Niezwitocznie dodac¢ 45 pl wyjsciowej mieszaniny reakcyjnej LNAT+LNB1 do kazdego dotka z bibliotekg na
ptytce MIDI oznaczonej BBN.

3. Wyrzuci¢ pozostatg wyjsciowg mieszanine reakcyjng LNA1+LNB1.
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Doda¢ 20 pl kazdej biblioteki z ptytki PL PCR do odpowiedniego dotka na ptytce BBN MIDI.

Na ptytke MIDI oznaczong BBN natozy¢ samoprzylepng folie uszczelniajaca.
Doktadnie uszczelni¢ krawedzie i dotki.

Wytrzgsac z predkoscig 1800 obr./min przez 30 minut.

Na ptytke do PCR oznaczong PL natozy¢ samoprzylepng folie uszczelniajgcy i odtozy¢ do miejsca
przechowywania.

Umiescié¢ ptytke MIDI oznaczong BBN na statywie magnetycznym na 2 minuty.

illumina

Utrzymywac ptytke na statywie magnetycznym. Bez naruszania osadu kulek, za pomoca pipety ustawionej

na objetos¢ 200 pl usungd i odrzuci¢ caty nadsgcz z kazdego dotka.

Pilukanie

1.

Przemywac kulki zgodnie w nastepujacy sposob.
a. Zdjac ptytke MIDI oznaczong BBN ze statywu magnetycznego.
b. Dodac 45 ul odczynnika LNW1 do kazdego dotka na biblioteke.

c. Na ptytke MIDI oznaczong BBN natozy¢ samoprzylepna folie uszczelniajaca.
Doktadnie uszczelni¢ krawedzie i dotki.

d. Wytrzasaé z predkoscig 1800 obr./min przez 5 minut.
e. Umiesci¢ ptytke MIDI oznaczong BBN na statywie magnetycznym na 2 minuty.

f. Utrzymywac ptytke na statywie magnetycznym. Bez naruszania osadu kulek, za pomoca pipety
ustawionej na objetos¢ 200 ul usungé i odrzuci¢ caty nadsgcz z kazdego dotka.

Przemy¢ kulki po raz drugi.
Uzy¢ pipety z koricdwkami kapilarnymi, aby usungé pozostatosci nadsgczu z kazdego dotka.

Elucja

1.
2.

o

© ® N o

Zdjac ptytke MIDI oznaczong BBN ze statywu magnetycznego.

Swieza mieszanine elucyjng EE2+HP3 wymieszad na wytrzasarce typu worteks, a hastepnie krétko
odwirowad.

Doda¢ 32 ul roztworu EE2+HP3 do kazdego dotka z bibliotekg na ptytce MIDI oznaczonej BBN.
Wyrzucié pozostatg mieszanine elucyjna.

Na ptytke MIDI oznaczong BBN natozy¢ samoprzylepng folie uszczelniajgca.
Doktadnie uszczelni¢ krawedzie i dotki.

Wytrzgsac z predkoscig 1800 obr./min przez 2 minuty.
Umiesci¢ na statywie magnetycznym na 2 minuty.
Oznaczy¢ nowg 96-dotkowa ptytke do PCR jako NL (Biblioteki znormalizowane).

Ostroznie przenies¢ 30 ul eluatu z kazdego dotka z bibliotekg na ptytce MIDI oznaczonej BBN do
odpowiedniego dotka na ptytce do PCR oznaczonej NL.
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/N PRZESTROGA

Jesli kulki zostang zassane do koncéwek pipet, nalezy wypchnac je z powrotem na ptytke stojgcg
na statywie magnetycznym i odczekac, az ciecz stanie sie klarowna (ok. 2 minuty) przed
przejsciem do kolejnego etapu procedury.

10. Wyrzuci¢ pustg ptytke MIDI oznaczong BBN.

11. Odczynnik LNS1 wymieszac na wytrzgsarce typu worteks.

12. Doda¢ 30 pl odczynnika LNS1 do kazdego dotka zawierajgcego biblioteke na ptytce do PCR oznaczonej NL.

13. Wymieszad, pipetujac piec razy.

14. Na ptytke do PCR oznaczong NL natozy¢ samoprzylepng folie uszczelniajgca.

Doktfadnie uszczelni¢ krawedzie i dotki.
15. Odtozy¢ odczynniki LNB1, LNA1, EE2, LNW1iLNS1 do miejsca przechowywania.

PUNKT BEZPIECZNEGO WSTRZYMANIA PROCEDURY

W przypadku wstrzymania procedury nalezy odwirowac ptytke do PCR oznaczong NL z przyspieszeniem
280 x g przez 1 minute i przechowywacd w temperaturze od -25°C do -15°C przez maksymalnie 32 dni.
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Przygotowanie do realizacji protokotu

Przygotowanie to jest wymagane do wykonania krokéw protokotu prowadzacych do sekwencjonowania.

Rozpoczgd przygotowanie materiatéw eksploatacyjnych do sekwencjonowania z zestawu NextSeq 550Dx High
Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles) (nr kat. 20028871) co najmniej na godzine przed uzyciem.

1.

Wyja¢ bufor do rozciefnczen biblioteki (HT1) z miejsca przechowywania w temperaturze od -25°C do -15°C.
Rozmrozi¢ do temperatury pokojowej. Po rozmrozeniu trzymaé w chtodzie.

Postepowacé zgodnie z instrukcjami przygotowania podanymi w Instrukcja obstugi aparatu NextSeq 550Dx
Instrument (nr dokumentu: 1000000009513) dla innych materiatdéw eksploatacyjnych zestawu.

* NextSeq 550Dx High Output Reagent Cartridge v2 (300 cykli)
* NextSeq 550Dx Buffer Cartridge v2 (300 cykli)
* NextSeq 550Dx High Output Flow Cell Cartridge v2.5 (300 cykili)

Wyja¢ probdéwki z odczynnikami z opakowania i postepowac zgodnie z instrukcjami dotyczgcymi
rozmrazania.

Tabela 38 TruSight Oncology Comp Enrichment (Freeze) Box (nr kat. 20031121)

Instrukcje dotyczace

Do Etap protokotu
rozmrazania

Odczynnik Przechowywanie

Kontrola 0d -25°C do - Rozmrozi¢ do temperatury  Przygotowanie do
wewnetrzna  15°C pokojowej. Po rozmrozeniu sekwencjonowania
PhiX trzymac w chtodzie.

(PX3 lub

PhiX)

Tabela 39 TruSight Oncology Comp Enrichment (Refrigerate) Box (nr kat. 20031123)

Instrukcje dotyczace

o Etap protokotu
rozmrazania

Odczynnik Przechowywanie

HP3 0Od 2°C do 8°C Doprowadzi¢ do Przygotowanie do

temperatury pokojowe;j. sekwencjonowania
RSB 0Od 2°C do 8°C Doprowadzi¢ do Przygotowanie do
(rézowa temperatury pokojowe;. sekwencjonowania
etykieta)

Przygotowanie do sekwencjonowania

Kazdy przebieg sekwencjonowania DNA i RNA powinien obejmowac kontrole dodatnig oraz kontrole NTC.
Kontrole NTC dla DNA i RNA sg sekwencjonowane wielokrotnie wedtug potrzeb tak, aby kazdy przebieg
zawierat kontrole NTC. Kazdy przebieg DNA i RNA obejmuje osobng kontrole dodatnia.
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Przygotowanie

Postepowac zgodnie z wytycznymi w czesci Liczba bibliotek i wybieranie indeksdw na stronie 36.
Oznaczy¢ probdéwke mikrowirowniczg jako dHP3 (Rozciericzony HP3).
Oznaczy¢ probdwke mikrowirowniczg jako dPhiX (rozcieficzony PhiX).

Podgrza¢ blok grzejny dla probédwek mikrowirowniczych do temperatury 96°C.

I N

Przygotowac pojemnik na 1éd lub jego odpowiednik.

Rozcienczanie i denaturacja kontroli PhiX

1. Odczynnik HP3 wymieszaé na wytrzgsarce typu worteks, a nastepnie krétko odwirowac.

2. W mikroprobdwce wirowniczej zawierajgcej dHP3 nalezy wymieszacé podane ponizej objetosci.

* 10 uIHP3

* 190 ul wody pozbawionej-RNaz/DNaz

Zawarto$¢ probéwki z dHP3 wymieszad na wytrzgsarce typu worteks, a nastepnie krétko odwirowad.
Wymieszaé odczynnik RSB przez odwracanie lub uzycie wytrzasarki typu worteks.

Kontrole PhiX wymieszac na wytrzasarce typu worteks, a nastepnie krétko odwirowad.

o g W

W mikroprobéwce wirowniczej zawierajgcej dPhiX nalezy wymieszaé podane ponizej objetosci.
* 8pulRSB
* 2 ulkontroli PhiX
7. Dodacd 10 pl dHP3 do probdéwki z dPhiX.
Wyrzucié probdwke z dHP3.
Zawartos¢ probdéwki z dPhiX wymieszac na wytrzgsarce typu worteks, a nastepnie krétko odwirowad.
10. Inkubowaé dPhiX w temperaturze pokojowej przez 5 minut w celu denaturaciji.
11. Odczynnik HT1 wymieszac¢ na wytrzgsarce typu worteks.
12. Niezwitocznie dodac¢ 980 pl wstepnie schtodzonego odczynnika HT1 do probdéwki z dPhiX.
13. Wymiesza¢ na wytrzgsarce typu worteks, a nastepnie krotko odwirowac.

14. Utrzymywac probdwke z PhiX w niskiej temperaturze az do momentu uzycia do przygotowania drugiego
rozcienczenia.
Stezenie koncowe wynosi 20 pM dPhiX.

15. Odtozyé odczynniki PhiX, HP3 i RSB do miejsca przechowywania.

Pulowanie i denaturacja bibliotek TSO Comprehensive (EU)

1. Jesli ptytke do PCR oznaczong NL przechowywano, nalezy doprowadzi¢ jg do temperatury pokojowej,
a nastepnie odwirowac z przyspieszeniem 280 x g przez 1 minute i wymieszaé, pipetujac.
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2. Uzywajac pipety wielokanatowej ustawionej na objetos¢ 30 i, delikatnie wymieszaé biblioteki na ptytce do
PCR oznaczonej NL , pipetujac je piec razy.
Dla kazdej biblioteki nalezy uzy¢ $wiezych koncdéwek.

/N PRZESTROGA

W celu uzyskania optymalnej wydajnosci nalezy upewni¢ sie, ze biblioteki zostaty dobrze
wymieszane.
3. Wybraé jedng z ponizszych opcji w celu pulowania, denaturowania i rozcienczania bibliotek.

* [Opcja 1]: jednoczesne sekwencjonowanie bibliotek pochodzacych z prébek RNA i probek DNA. Patrz
Opcja 1: Biblioteki DNA i RNA razem na stronie 80

* [Opcja 2]: sekwencjonowanie wytgcznie bibliotek pochodzacych z prébek DNA. Patrz Opcja 2: Biblioteki
tylko DNA na stronie 81.

* [Opcja 3]: sekwencjonowanie wytgcznie bibliotek pochodzgcych z probek RNA. Patrz Opcja 3:
Biblioteki tylko RNA na stronie 82.

Opcija 1: Biblioteki DNA i RNA razem

1. Oznaczy¢ probdwke mikrowirowniczg jako PRL (Spulowane biblioteki RNA).
Oznaczy¢ probdwke mikrowirowniczg jako PDL (Spulowane biblioteki DNA).

3. Przenies¢ 10 ul kazdej znormalizowanej biblioteki RNA (cDNA) z ptytki NL do probdéwki PRL.
Nie pulowac¢ dwdch bibliotek z tym samym starterem indeksujgcym.

4. Przenies¢ 10 pl kazdej znormalizowanej biblioteki DNA z ptytki NL do probdéwki PDL.
Nie pulowaé dwdch bibliotek z tym samym starterem indeksujgcym.

5. Na ptytke do PCR oznaczong NL natozy¢ samoprzylepna folie uszczelniajaca.
Doktadnie uszczelni¢ krawedzie i dotki.

6. Probowki PRL i PDL wymieszaé na wytrzgsarce typu worteks.

7. Probdéwki PRL i PDL krétko odwirowac.

8. Probowki PRL i PDL inkubowac¢ w bloku grzejnym w temperaturze 96°C przez 2 minuty.

9. Probowki PRL i PDL utrzymywacd w niskiej temperaturze przez 5 minut.

10. Probowki PRL i PDL wymieszad na wytrzgsarce typu worteks, a nastepnie krétko odwirowac.

11. Probowki PRL i PDL utrzymywacd w niskiej temperaturze.
Przygotowanie pierwszego rozcienczenia

1. Oznaczy¢ probéwke mikrowirowniczg jako DIL1 (Rozcienczenie 1).
2. Przenies$¢ 20 ul PDL do pustej probdwki DIL1.

3. Dodac¢ 5 ul PRL do probdweki DIL1.

4. Wyrzuci¢ proboéwki PDL i PRL.
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5. Dodac 475 pl wstepnie schtodzonego HT1 do probdéwki DIL1 (rozcieficzenie 1:20).

6. Wymieszac¢ zawartos¢ probdwki DIL1 na wytrzgsarce typu worteks, a nastepnie krétko odwirowag.
Przygotowanie drugiego rozcienczenia

Oznaczy¢ probdwke mikrowirowniczg o poj. 2,0 ml jako DIL2 (Rozcienczenie 2).
Przenies¢ 40 ul DIL1 do pustej probowki DIL2.

Wyrzucié probowke DIL1.

Doda¢ 1660 ul wstepnie schtodzonego HT1 do probdwki DIL2 (rozciefczenie 1:850).

o oa WS

krotko odwirowac.

o

Doda¢ 2,5 pl przygotowanego roztworu 20 pM dPhiX do probdéwki DIL2.
Wymieszaé na wytrzgsarce typu worteks, a nastepnie krétko odwirowac.

8. Zatadowac 1300 plI DIL2 do rozmrozonej kasety NextSeq 550Dx High Output Reagent Cartridge v2
(300 cykli).
Wiecej informacji mozna znalez¢ w sekcji Instrukcja obstugi aparatu NextSeq 550Dx Instrument
(nr dokumentu: 1000000009513).

9. Woyrzuci¢ probdéwke DIL2.

Wymieszac przygotowany do zmieszania roztwér 20 pM dPhiX na wytrzgsarce typu worteks, a nastepnie

10. Odwirowac¢ ptytke do PCR oznaczong NL z przyspieszeniem 280 x g przez 1 minute i przechowywac jg

w temperaturze od -25°C do -15°C do 32 dni.

11. Przejs¢ do sekwencjonowania.
Wiecej informacji mozna znalez¢ w sekcji Instrukcja obstugi aparatu NextSeq 550Dx Instrument
(nr dokumentu: 1000000009513).

Opcja 2: Biblioteki tylko DNA

1. Oznaczy¢ probowke mikrowirowniczg jako PDL (Spulowane biblioteki DNA).

2. Przenie$¢ 10 ul kazdej znormalizowanej biblioteki DNA z ptytki NL do probdwki PDL.
Nie pulowac¢ dwdch bibliotek z tym samym starterem indeksujgcym.

3. Na ptytke do PCR oznaczong NL natozy¢ samoprzylepng folie uszczelniajgca.
Doktadnie uszczelni¢ krawedzie i dotki.

Probdowke PDL wymieszacd na wytrzgsarce typu worteks, a nastepnie krétko odwirowad.
Probdéwke PDL inkubowaé w bloku grzejnym w temperaturze 96°C przez 2 minuty.
Probdéwke PDL utrzymywac w niskiej temperaturze przez 5 minut.

Probéwke PDL wymieszadé na wytrzgsarce typu worteks, a nastepnie krétko odwirowag.

© N o g k&

Probdéwke PDL utrzymywac w niskiej temperaturze.
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Przygotowanie pierwszego rozcienczenia

I N

Oznaczy¢ probdwke mikrowirowniczg jako DIL1 (Rozcienczenie 1).

Przenies$é 10 pl PDL do pustej probdwki DIL1.

Wyrzucié probéwke PDL.

Doda¢ 190 ul wstepnie schtodzonego HT1 do probdéwki DIL1 (rozcienczenie 1:20).

Wymieszac DIL1 na wytrzgsarce typu worteks, a nastepnie krétko odwirowag.

Przygotowanie drugiego rozcienczenia

o oa woN e

o

10.

11.

Oznaczy¢ probdwke mikrowirowniczg o poj. 2,0 ml jako DIL2 (Rozciericzenie 2).
Przenies¢ 40 ul DIL1 do pustej probdwki DIL2.

Wyrzucié probéwke DIL1.

Dodac¢ 1660 ul wstepnie schtodzonego HT1 do probowki DIL2 (rozcienczenie 1:850).

Wymieszac przygotowany roztwér 20 pM dPhiX na wytrzgsarce typu worteks, a nastepnie krotko
odwirowad.

Dodac¢ 2,5 pl przygotowanego roztworu 20 pM dPhiX do probdéwki DIL2.
Wymieszaé na wytrzagsarce typu worteks, a nastepnie krétko odwirowac.

Zatadowac 1300 pl DIL2 do rozmrozonej kasety NextSeq 550Dx High Output Reagent Cartridge v2
(300 cykli).

Wiecej informacji mozna znalez¢ w sekcji Instrukcja obstugi aparatu NextSeq 550Dx Instrument

(nr dokumentu: 1000000009513).

Wyrzucié probowke DIL2.

Odwirowac ptytke do PCR oznaczong NL z przyspieszeniem 280 x g przez 1 minute i przechowywac jg
w temperaturze od -25°C do -15°C do 32 dni.

Przejs¢ do sekwencjonowania.

Wiecej informacji mozna znalez¢ w sekcji Instrukcja obstugi aparatu NextSeq 550Dx Instrument
(nr dokumentu: 1000000009513).

Opcija 3: Biblioteki tylko RNA

Oznaczy¢ probdwke mikrowirowniczg jako PRL (Spulowane biblioteki RNA).

2. Przenie$¢ 10 ul kazdej znormalizowanej biblioteki RNA (cDNA) z ptytki NL do probdéwki PRL.
Nie pulowac¢ dwdch bibliotek z tym samym starterem indeksujgcym.
3. Na ptytke do PCR oznaczong NL natozy¢ samoprzylepng folie uszczelniajgca.
Doktadnie uszczelni¢ krawedzie i dotki, aby zapobiec parowaniu.
4. Probdéwke PRL wymieszac¢ na wytrzgsarce typu worteks.
Probdéwke PRL krotko odwirowac.
6. Inkubowad probdwke PRL w bloku grzejnym w temperaturze 96°C przez 2 minuty.
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7. Probdwke PRL utrzymywacd w niskiej temperaturze przez 5 minut.
8. Probdwke PRL wymieszac¢ na wytrzgsarce typu worteks, a nastepnie krétko odwirowac.

9. Probdéwke PDL utrzymywac w niskiej temperaturze.
Przygotowanie pierwszego rozciennczenia

Oznaczy¢ probéwke mikrowirowniczg jako DIL1 (Rozciericzenie 1).

Przenies¢ 10 pl PRL do pustej probdéwki DIL1.

Wyrzucié probdwke PRL.

Doda¢ 190 ul wstepnie schtodzonego HT1 do probdéwki DIL1 (rozcienczenie 1:20).

o oa WS

Wymieszaé DIL1 na wytrzagsarce typu worteks, a nastepnie krotko odwirowac.

Przygotowanie drugiego rozcienczenia

1. Oznaczy¢ probdéwke mikrowirowniczg o poj. 2,0 ml jako DIL2 (Rozciericzenie 2).

2. Przenies¢ 40 pl DIL1 do pustej probdwki DIL2.

3. Wyrzuci¢ probéwke DIL1.

4. Dodac¢ 1646 pl wstepnie schtodzonego HT1 do probdwki DIL2 (rozcieficzenie 1:843).

5. Wymieszaé przygotowany roztwér 20 pM dPhiX na wytrzgsarce typu worteks, a nastepnie krétko
odwirowac.

6. Dodac 16,7 ul przygotowanego 20 pM roztworu dPhiX do probéwki DIL2.

Wymieszaé na wytrzgsarce typu worteks, a nastepnie krotko odwirowac.

8. Zatadowac 1300 ul DIL2 do rozmrozonej kasety NextSeq 550Dx High Output Reagent Cartridge v2
(300 cykli).
Wiecej informacji mozna znalez¢ w sekcji Instrukcja obstugi aparatu NextSeq 550Dx Instrument
(nr dokumentu: 1000000009513).

9. Wyrzuci¢ probdwke DIL2.

10. Odwirowa¢ ptytke do PCR oznaczong NL z przyspieszeniem 280 x g przez 1 minute i przechowywac
w temperaturze od -25°C do -15°C do 32 dni.

11. Przej$¢ do sekwencjonowania.
Wiecej informacji mozna znalez¢ w sekcji Instrukcja obstugi aparatu NextSeq 550Dx Instrument
(nr dokumentu: 1000000009513).
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Interpretacja wynikow

Wyniki sekwencjonowania z testu TSO Comprehensive (EU) sg podawane dla kazdej prébki osobno
w raporcie PDF i raporcie JSON. Na poziomie prébki generowany jest rowniez raport Low Depth
(LowDepthReport.tsv).

Na poziomie przebiegu generowane sg rowniez nastepujgce pliki wyjsciowe:

® ControlOutput.tsv

® MetricsOutput.tsv

W raportach PDF i JSON pojawiajg sie tylko warianty, ktére przeszty kontrole jakosci.

Szczegodtowe informacje na temat analizy mozna znalezé w Instrukcja wykonywania procedur przy uzyciu
modutu Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU) Analysis Module (nr dokumentu:
200008661).

Wyniki diagnostyki uzupetniajgcej

Dla kazdego przewidzianego zastosowania diagnostyki uzupetniajgcej (CDx) istniejg trzy mozliwe wyniki:

* Dodatni- wariant lub biomarker wykryto i sklasyfikowano na poziomie 1 (CDx).

* Nie wykryto — W prébce nie wykryto zadnych wariantéw ani biomarkeréw zwigzanych z przewidzianym
zastosowaniem diagnostyki uzupetniajgcej. Rodzaj guza wybrany dla prébki nadaje sie do diagnostyki
uzupetniajacej.

* Brak wyniku - Okreslenie statusu wariantu nie jest mozliwe z jednego lub kilku nastepujgcych powoddw:

— Przewidziane zastosowanie diagnostyki uzupetniajgcej nie dotyczy badanej probki, poniewaz rodzaj
guza wybrany dla prébki nie odpowiada rodzajowi nowotworu objetego diagnostykag uzupetniajgca.

— Seria sekwencjonowania nie spetnita warunkdéw kontroli jakosci.
— Biblioteka nie spetnita wymaganych warunkdw kontroli jakosci.
— Poddano analizie nieodpowiedni kwas nukleinowy.

Wszystkie wyniki zgodne z zastosowaniem diagnostyki uzupetniajgcej sg raportowane w sekcji Wyniki
diagnostyki uzupetniajgcej raportu JSON. Jedynie zgodne zastosowania z wynikiem dodatnim sg wymienione
w sekcji Wyniki diagnostyki uzupetniajgcej raportu w formacie PDF.

Warianty stuzgce do profilowania nowotworu

Test TSO Comprehensive (EU) jest przeznaczony do zgtaszania wariantéw somatycznych wraz ze zgtaszaniem
wariantéw o potwierdzonym znaczeniu klinicznym lub wariantéw o potencjalnym znaczeniu klinicznym.
Oprogramowanie testu TSO Comprehensive (EU) wykorzystuje biblioteke KB, ktéra okresla, czy kazdy wykryty
i kwalifikujgcy sie wariant (Tabela 2) jest klinicznie istotny lub potencjalnie klinicznie istotny na podstawie
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powigzan terapeutycznych, diagnostycznych lub prognostycznych. Biblioteka KB uwzglednia réwniez, czy
w badanym rodzaju guza istniejg (lub nie istniejg) powigzania. Powigzania z podatnoscig lub ryzykiem rozwoju
nowotworu nie sg uwzgledniane w bibliotece KB. Czesto wystepujgce polimorfizmy sg usuwane.

W przypadku wariantéw stuzacych do profilowania guza wyniki dodatnie sg klasyfikowane jako wyniki badania
genomu o potwierdzonym znaczeniu klinicznym (poziom 2) lub wyniki badania genomu o potencjalnym
znaczeniu klinicznym (poziom 3) zgodnie z zainstalowang bibliotekg KB i zidentyfikowanym rodzajem guza.

Niespetnienie warunkow kontroli jakosci skutkuje brakiem wynikow dla typdw wariantow, ktére sg istotne dla
metryki kontroli jakosci, ktérej warunkéw nie spetniono. Wiecej informacji mozna znalez¢é w Tabela 40 i Tabela
41. Miejsca o niewystarczajgcej gtebokosci pokrycia podczas profilowania nowotworu sg wymienione

w raporcie Mata gteboko$¢, a nie w raporcie TSO Comprehensive (EU).

Kontrola jakosci

* Informacje na temat iloSciowego oznaczania kwaséw nukleinowych oraz minimalnych wymagan
dotyczacych materiatu wejsciowego zawiera czes¢ Ekstrakcja, oznaczenie ilosciowe i przechowywanie
kwasow nukleinowych na stronie 28.

* Sekwencjonowanie i wazno$¢ probki sg ustalane automatycznie i zgtaszane przez Modut analityczny TSO
Comprehensive (EU). Szczegdtowe informacje na temat analizy mozna znalez¢ w Instrukcja wykonywania
procedur przy uzyciu modutu Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU) Analysis Module
(nr dokumentu: 200008661).

* Raport TSO Comprehensive (EU), dostepny w formatach PDF i JSON, podsumowuje wyniki kontroli jakosci.
Pliki raportu znajdujg sie w folderze analizy. Lokalizacja folderu analizy (zawierajgcego raporty PDF i JSON)
oraz folderu przebiegu znajduje sie w Instrukcja wykonywania procedur przy uzyciu modutu Local Run
Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU) Analysis Module (nr dokumentu: 200008661).

Tabela 40 Metryki kontroli jakosci wynikéw podanych w raporcie z testu TSO Comprehensive (EU)

Wptyw
Typ wyniku Metryka Specyfikacja Opis niezgodnosci ze
specyfikacjag*
Sekwencjonowanie PCT_PF_READS =80,0 Odsetek odczytéw Sekwencjonowanie
(%) przechodzacych zostato
przez filtr (PF). uniewazniony. Nie

zgtoszono zadnych
wynikéw dla zadnej
probki

w przebiegu.

Nr dokumentu: 200007789, wer. 08 8527154
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Typ wyniku Metryka

PCT_Q30_R1 (%)

PCT_Q30_R2 (%)

Nr dokumentu: 200007789, wer. 08

Specyfikacja

=80,0

=80,0

Opis

Sredni odsetek
rozpoznawania
nukleotydow

z wynikiem
jakosciowym Q30 lub
wyzszym

w przypadku
parametru Read 1
(Odczyt1).

Sredni odsetek
rozpoznawania
nukleotyddéw

Z wynikiem
jakosciowym Q30 lub
wyzszym

w przypadku
parametru Read 2
(Odczyt 2).

DO STOSOWANIA W DIAGNOSTYCE IN VITRO. WYLACZNIE NA EKSPORT.

Wptyw
niezgodnosci ze
specyfikacjag*

Sekwencjonowanie
zostato
uniewazniony. Nie
zgtoszono zadnych
wynikéw dla zadnej
probki

w przebiegu.
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Typ wyniku Metryka

Biblioteki DNA CONTAMINATION_

SCORE

MEDIAN_INSERT_
SIZE (bp)

MEDIAN_EXON_
COVERAGE
(liczba)

PCT_EXON_50X
(%)

Nr dokumentu: 200007789, wer. 08

Specyfikacja

<3106 lub
>3106 PRZY
WARTOSCI
P <0,049

v

70

=150

=90,0

Opis

Metryka oceniajgca
prawdopodobienstwo
zanieczyszczenia na
podstawie wartosci
VAF w czestych
wariantach. Wynik
oceny
Zanieczyszczenia
opiera sie na
rozktadzie VAF w
SNP.

Wartos¢ P
zanieczyszczenia jest
wykorzystywana do
oceny genomow

0 wysokim stopniu
rearanzacji. Ma to
zastosowanie tylko
wtedy, gdy wynik
zanieczyszczenia jest
wyzszy niz gérna
granica specyfikaciji.

Mediana dtugosci
fragmentu w prébce.

Mediana
dopasowania
fragmentu eksonu
sposrod wszystkich
zasad w rejonie
eksonu.

Odsetek nukleotydow
w rejonie eksonu

Zz 50X pokryciem
fragmentow.

DO STOSOWANIA W DIAGNOSTYCE IN VITRO. WYLACZNIE NA EKSPORT.

®

illumina

Wptyw
niezgodnosci ze
specyfikacjag*

Brak wynikow
dotyczgcych DNA.

Brak wynikéw
dotyczgcych TMB
lub matych
wariantow DNA.
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Typ wyniku Metryka Specyfikacja

USABLE_MSI_ =40
SITES (liczba)

COVERAGE_MAD =0,210
(liczba)

MEDIAN_BIN_ =1,0
COUNT_CNV_
TARGET (count)

Biblioteki RNA MEDIAN_INSERT_ 280
SIZE (bp)

M

Nr dokumentu: 200007789, wer. 08

Opis

Liczba miejsc MSI
uzytecznych do
rozpoznania MSI
(liczba miejsc
mikrosatelitarnych

z zakresami odczytu
wystarczajgcymi do
zidentyfikowania
niestabilnosci
mikrosatelitarnej).

Mediana
bezwzglednych
odchylen od mediany
znormalizowanej
liczby kazdego
regionu docelowego
CNV.

Mediana liczby
nieprzetworzonych
przedziatdéw na
docelowy wariant
CNV.

Mediana dtugosci
fragmentu w prébce.
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Wptyw
niezgodnosci ze
specyfikacjag*

Brak wynikow
dotyczagcych MSI.

Brak wynikow
dotyczacych
amplifikacji genow.

Brak wynikdéw
dotyczacych fuzji
lub wariantéw
splicingowych.
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Typ wyniku

Metryka

MEDIAN_CV_
GENE_500X
(wspdtczynnik)

Nr dokumentu: 200007789, wer. 08

Specyfikacja

<0,93

Opis

Metryka MEDIAN_CV_
GENE_500X jest miarg
jednorodnosci
pokrycia.

W przypadku
kazdego genu

Z pokryciem
przynajmniej 500x
obliczany jest
wspoétczynnik
zmiennosci pokrycia
w catym genie. Ta
metryka jest mediang
tych wartosci.
Wysoka wartos$é
wskazuje na wysoki
poziom zmiennosci

i sygnalizuje problem
przy przygotowaniu
biblioteki, ha przyktad
niski poziom
wejsciowy probki if/lub
problemy

z wigzaniem sondy
(ang. probe
pulldown). Ta
metryka jest
obliczana

z wykorzystaniem
wszystkich odczytéw
(w tym tych
oznaczonych jako
zduplikowane).
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illumina

niezgodnosci ze
specyfikacjag*
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Typ wyniku

Metryka

TOTAL_ON_
TARGET_READS
(liczba)

Specyfikacja

=9 000 000

Wptyw
Opis niezgodnosci ze
specyfikacjag*
tacznaliczba
odczytéw
zZmapowanych w
regionach

docelowych. Ta
metryka jest
obliczana

z wykorzystaniem
wszystkich odczytéw
(w tym tych
oznaczonych jako
zduplikowane).

* W przypadku skutecznie uzyskanych wynikdw pojawia sie komunikat PASS.

Tabela 41 Metryki kontroli wynikdw podanych w raporcie z testu TSO Comprehensive (EU)

Typ
wyniku
Kontrola
dodatnia

Kontrola
bez
matrycy

Metryka

Zewnetrzna kontrola DNA

Zewnetrzna kontrola RNA

Mediana pokrycia
eksonéw DNA dla TSO
Comprehensive (EU)

Wartos¢ odciecia gendw
powyzej mediany, RNA

Specyfikacja

Wykryto 23

z 24 okreslonych
wariantow
Wykryto 12

z 13 okreslonych
wariantéw

<8

Wptyw niezgodnosci ze specyfikacjg*

Nalezy recznie uniewaznic prébki
pacjentéw na podstawie wynikéw probek
kontrolnych. Oprogramowanie modutu
analizy nie uniewaznia automatycznie
probek pacjentdw na podstawie wynikéw
probek kontrolnych.

Nalezy recznie uniewaznié¢ prébki
pacjentdw na podstawie wynikéw probek
kontrolnych. Oprogramowanie modutu
analizy nie uniewaznia automatycznie
prébek pacjentdéw na podstawie wynikéw
probek kontrolnych.

* W przypadku skutecznie uzyskanych wynikdw pojawia sie komunikat PASS.

* Nieprawidtowe sekwencjonowanie nalezy powtérzyg.

* Testy bibliotek, ktdre daty nastepujgce wyniki, nalezy powtérzy¢:

— Zanieczyszczone biblioteki DNA
— Nieprawidtowe biblioteki RNA

Nr dokumentu

1200007789, wer. 08

902154
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— Testy mozna powtdrzyé, aby uzyskaé wiecej wynikéw dotyczacych wariantéw lub biomarkeréw
w przypadku bibliotek DNA, ktére zostaty uniewaznione dla jednego, ale nie dla wszystkich typéw
wariantow.

* Kontrole dodatnie sg oceniane pod katem rozpoznawania wariantéw. Jesli kontrole dodatnie nie spetniajg
specyfikacji rozpoznania wariantu, nalezy recznie uniewazni¢ sekwencjonowanie. Oprogramowanie modutu
analizy nie uniewaznia automatycznie probek pacjentéw na podstawie wynikéw probek kontrolnych.

* Kontrole NTC sg oceniane wzgledem mediany pokrycia eksonéw dla DNA i gendw powyzej mediany
wartosci granicznej dla RNA. Jesli kontrole ujemne nie spetniajg specyfikacji, nalezy recznie uniewaznic
zdarzenie przygotowania biblioteki i powigzane sekwencjonowanie. Oprogramowanie modutu analizy nie
uniewaznia automatycznie probek pacjentéw na podstawie wynikéw prébek kontrolnych.

* Dodatkowe czynnosci wymagane w zwigzku z kontrolg jakosci nalezy przeprowadzi¢ zgodnie z przepisami
lokalnymi, stanowymi i/lub federalnymi oraz warunkami akredytaciji.

Wiecej informacji na temat powtarzania przebiegdw sekwencjonowania lub testow bibliotek zawiera czes¢
Rozwigzywanie problemdw na stronie 92.

Nr dokumentu: 200007789, wer. 08 912154
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Rozwigzywanie problemow

Aby rozwigzaé problemy powstate w przebiegu pracy, nalezy korzystaé z ponizszej tabeli. Jesli przebieg
sekwencjonowania lub przygotowanie biblioteki dla prébki dwukrotnie zakoriczy sie niepowodzeniem, do
rozwigzania problemu moze by¢ konieczne podjecie dodatkowych czynnosci. Skontaktowac sie z dziatem

pomocy technicznej firmy lllumina.

Obserwacja Mozliwa przyczyna
Przebieg » Btad konsolidaciji
sekwencjonowania nie » Btad rozcienczenia
spetnia specyfikaciji kontroli ¢ Niekompletna denaturacja
jakosci przebiegu. cieplna PRL/PDL
e Problemy
z przygotowaniem
materiatéw

eksploatacyjnych do
sekwencjonowania (na
przyktad nierozmrozone
odpowiednio,
kondensacja/pozostatosci
na ogniwie
przeptywowym)

o Nieprawidtowe uzycie
sond umozliwiajgcych
wzbogacanie (na przyktad
sond OPR1 uzywanych do
probek DNA, sondy OPD2
uzywane do probek RNA)

o Btad w procedurze
przygotowania biblioteki
w czasie lub po pierwszym
etapie hybrydyzacji

Nie spetniono wymagan
dotyczgcych wyjsciowej
prébki

Nr dokumentu: 200007789, wer. 08

Zalecane dziatanie

o Powtdrzy¢ sekwencjonowanie
bibliotek z ptytki PCR zawierajgcej
znormalizowane biblioteki (NL). Patrz
Przygotowanie do sekwencjonowania
na stronie 78.

Ponownie wzbogacic¢ biblioteki z ptytki
PCR zawierajgcej biblioteki probek po
amplifikacji (ALS). Patrz Przygotowanie
pierwszej hybrydyzacji na stronie 60.

Rozpoczaé przygotowanie biblioteki od
poczatku procedury. Patrz Denaturacja
RNA i przytgczanie starterow na stronie
45 lub Fragmentacja gDNA na stronie
50.

922154

DO STOSOWANIA W DIAGNOSTYCE IN VITRO. WYLACZNIE NA EKSPORT.



Ulotka dotaczona do opakowania testu TruSight Oncology Comprehensive (EU)  i|llumina’

Obserwacja

Btad zwigzany

Z generowaniem raportu lub
0godlny btad aparatu (np.
btad sieci, btedy
tadowania/roztadowywania
odczynnikéw itp.)

Biblioteka DNA nie spetnia
specyfikacji kontroli jakosci.

Mozliwa przyczyna

Btagd w procedurze
przygotowania biblioteki
w czasie lub przed etapem
indeksowania PCR

Problem zwigzany
z aparatem

Problem zwigzany
Z oprogramowaniem lub
aparatem.

Nie spethiono wymagan
dotyczacych poziomu
wejsciowego probki.

Nr dokumentu: 200007789, wer. 08

Zalecane dziatanie

Ponownie wzbogacic¢ biblioteki z ptytki
PCR zawierajgcej biblioteki probek po
amplifikacji (ALS). Patrz Przygotowanie
pierwszej hybrydyzacji na stronie 60.

Skontaktowac sie z dziatem pomocy
technicznej firmy Illlumina.

Aby uzyska¢ pomoc dotyczaca
generowania raportow, patrz Instrukcja
wykonywania procedur przy uzyciu
modutu Local Run Manager TruSight
Oncology Comprehensive (EU) Analysis
Module (nr dokumentu: 200008661).
Skontaktowac sie z dziatem pomocy
technicznej firmy lllumina, aby uzyskac¢
dodatkowg pomoc.

Zapewnic¢ odpowiedni poziom
wejsciowy prébkii powtdrzyé
przygotowanie biblioteki od etapu
fragmentacji gDNA. Patrz Wymagania
dotyczgce probek na stronie 27 oraz
Ekstrakcja, oznaczenie ilosciowe

i przechowywanie kwasow
nukleinowych na stronie 28.

932154
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Obserwacja Mozliwa przyczyna Zalecane dziatanie
Btgd w procedurze testu Powtdrzy¢ przygotowanie biblioteki
Zwigzany ze sposobem poczawszy od jednej z ponizszych
uzycia lub wyposazeniem. czynnosci, w zaleznosci od tego,

w ktorym miejscu wystapit
podejrzewany btad zwigzany ze
sposobem uzycia lub wyposazeniem.
Jesli wystagpit nieznany btad lub inne
btedy, nalezy skontaktowac sie

z dziatem pomocy technicznej firmy

lllumina, aby rozwigzac¢ problem

zwigzany z przebiegiem.

o Powtdérzy¢ sekwencjonowanie
bibliotek z ptytki PCR zawierajgcej
znormalizowane biblioteki (NL). Patrz
Przygotowanie do sekwencjonowania
na stronie 78.

o Ponownie wzbogaci¢ biblioteki
z ptytki PCR zawierajgcej biblioteki
probek po amplifikacji (ALS). Patrz
Przygotowanie pierwszej
hybrydyzacji na stronie 60.

» Rozpoczaé przygotowanie biblioteki
od poczatku procedury. Patrz
Fragmentacja gDNA na stronie 50.

Nr dokumentu: 200007789, wer. 08 94 z154
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Obserwacja

Mozliwa przyczyna

Nie spetniono kryteriow
CONTAMINATION_SCORE,
CONTAMINATION_P_VALUE.

Niepowodzenie
uzytecznych MSI.

Nr dokumentu: 200007789, wer. 08

Zalecane dziatanie

Nalezy zapoznac sie z ostrzezeniami

i sSrodkami ostroznosci, aby uzyskac
informacje na temat zapobieganiu
wystgpienia zanieczyszczenia
krzyzowego.

Nalezy sprawdzi¢ uktad ptytki oraz
indeksowanie bibliotek, aby upewnic sig,
ze biblioteki z tym samym indeksem nie
byty sekwencjonowane razem.

W przypadku bibliotek, ktérych dotyczy
problem, nalezy rozpoczgé
przygotowanie biblioteki od poczatku
procedury. Patrz Fragmentacja gDNA na
stronie 50.

Podczas ekstrakcji probki mogto dojsé
do jej zanieczyszczenia. Konieczne
moze byc¢ powtdrzenie ekstrakcji, aby
upewnic sie, ze probka jest wolna od
zanieczyszczen.

Sprawdzi¢ ustawienia fabryczne
homogenizatora ultradzwiekowego
dotyczace uzytkowania i dziatania

(w tym poziom wody i typ probdwki).
Zapewnic¢ odpowiedni poziom
wejsciowy prébki do oznaczenia.
Patrz Wymagania dotyczgce probek na
stronie 27 oraz Ekstrakcja, oznaczenie
ilosciowe i przechowywanie kwasow
nukleinowych na stronie 28.
Ekstrakcja nowej probki i/lub
powtdrzenie etapu fragmentacji gDNA
moga by¢ konieczne, jesli probka jest
nadmiernie pofragmentowana lub
uszkodzona.

952154
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Obserwacja Mozliwa przyczyna Zalecane dziatanie

Probka moze by¢ nadmiernie  Nalezy zapoznac sie z Ustawienia

pofragmentowana lub konfiguracji homogenizatora

zawarty w niej kwas ultradZzwiekowego dla fragmentacji DNA
nukleinowy moze by¢ na stronie 24 i ustawieniami fabrycznymi
uszkodzony, co wptywa na homogenizatora ultradzwiekowego
mozliwos$¢ wygenerowania dotyczacymi uzytkowania i dziatania
wystarczajacej liczby (w tym poziom wody i typ probowki).
unikalnych bibliotek. Zapewni¢ odpowiedni poziom

wejsciowy probki do oznaczenia.

Patrz Wymagania dotyczace probek na
stronie 27 oraz Ekstrakcja, oznaczenie
ilosciowe | przechowywanie kwasow
nukleinowych na stronie 28.

Ekstrakcja nowej probki i/lub
powtdrzenie etapu fragmentacji gDNA
moga by¢ konieczne, jesli probka jest
nadmiernie pofragmentowana lub

uszkodzona.
Biblioteka RNA nie spetnia Nie spetniono wymagan Zapewni¢ odpowiedni poziom
specyfikacji kontroli jakosci.  dotyczacych poziomu wejsciowy probki i powtorzyé
wejsciowego probki. przygotowanie biblioteki od etapu
denaturacji RNA i przytgczania
starteréw.

Patrz Wymagania dotyczgce probek na
stronie 27 oraz Ekstrakcja, oznaczenie
ilosciowe i przechowywanie kwasoéw
nukleinowych na stronie 28.
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Obserwacja Mozliwa przyczyna Zalecane dziatanie
Btgd w procedurze testu Powtdrzy¢ przygotowanie biblioteki
Zwigzany ze sposobem poczawszy od jednej z ponizszych
uzycia lub wyposazeniem. czynnosci, w zaleznosci od tego,

w ktorym miejscu wystapit
podejrzewany btad zwigzany ze
sposobem uzycia lub wyposazeniem.
Jesli wystagpit nieznany btad lub inne
btedy, nalezy skontaktowac sie

z dziatem pomocy technicznej firmy

lllumina, aby rozwigzac¢ problem

Zwigzany z przebiegiem.

o Powtdérzy¢ sekwencjonowanie
bibliotek z ptytki PCR zawierajgcej
znormalizowane biblioteki (NL). Patrz
Przygotowanie do sekwencjonowania
na stronie 78.

o Ponownie wzbogaci¢ biblioteki
z ptytki PCR zawierajgcej biblioteki
probek po amplifikacji (ALS). Patrz
Przygotowanie pierwszej
hybrydyzacji na stronie 60.

» Rozpoczaé przygotowanie biblioteki
od poczatku procedury. Patrz
Denaturacja RNA i przytgczanie
starterdow na stronie 45.

Probka moze byé nadmiernie  Zapewni¢ odpowiedni poziom

pofragmentowana lub wejsciowy prébki.

zawarty w niej kwas Patrz Wymagania dotyczgce probek na
nukleinowy moze by¢ stronie 27 oraz Ekstrakcja, oznaczenie
uszkodzony, co wptywa na ilosciowe i przechowywanie kwasoéw
mozliwos¢ wygenerowania nukleinowych na stronie 28.
wystarczajgcej liczby Ekstrakcja nowej probki moze by¢
unikalnych bibliotek. konieczna, jesli probka jest nadmiernie

pofragmentowana lub uszkodzona.
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Obserwacja Mozliwa przyczyna
Niepowodzenie kontroli Wymagania dotyczace
dodatniej (DNA/RNA). poziomu wejsciowego probki

dla kontroli dodatniej nie
zostaty spetnione.

Btagd w procedurze testu
Zwigzany ze sposobem
uzycia lub wyposazeniem.

Nr dokumentu: 200007789, wer. 08

Zalecane dziatanie

Zapewnic¢ odpowiedni poziom

wejsciowy do oznaczenia.

Sprawdzi¢ uktad ptytkii upewni¢ sie, ze

w odpowiednich dotkach znajdujg sie

odpowiednie odczynniki (sondy,

indeksy).

Upewni¢ sig, ze prébka kontroli

dodatniej jest przechowywana zgodnie

z informacjami podanymi na etykiecie.

W przypadku prébek, ktére majg tg

samga kontrole dodatnig nalezy

powtdrzy¢ przygotowanie biblioteki
poczawszy od jednej z ponizszych
czynnosci, w zaleznosci od tego,

w ktérym miejscu wystapit btgd

zZwigzany ze sposobem uzycia lub

wyposazeniem. Jesli wystagpit nieznany
btad lub inne btedy, nalezy
skontaktowac sie z dziatem pomocy
technicznej firmy lllumina, aby
rozwigzac problem zwigzany

Z przebiegiem.

o Powtdrzy¢ sekwencjonowanie
bibliotek z ptytki PCR zawierajgcej
znormalizowane biblioteki (NL). Patrz
Przygotowanie do sekwencjonowania
na stronie 78.

o Ponownie wzbogaci¢ biblioteki
Z ptytki PCR zawierajgcej biblioteki
probek po amplifikacji (ALS). Patrz
Przygotowanie pierwszej
hybrydyzacji na stronie 60.

» Rozpoczaé przygotowanie biblioteki
od poczatku procedury. Patrz
Denaturacja RNA i przytgczanie
starterdw na stronie 45 lub
Fragmentacja gDNA na stronie 50.
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Obserwacja

Niepowodzenie kontroli
NTC (DNA/RNA).

Oprogramowanie wskazuje,
ze w przebiegu
sekwencjonowania nie
uwzgledniono kontroli
dodatnich i/lub ujemnych.

Charakterystyka wydajnosci

Mozliwa przyczyna

Doszto do zanieczyszczenia
krzyzowego lub
Zanieczyszczenia obszaru
roboczego.

Nieprawidtowe indeksowanie
biblioteki.

Nieprawidtowe przypisanie
typu nowotworu podczas
planowania przebiegu

w Local Run Manager.

illumina

Zalecane dziatanie

Nalezy zapoznac sie z czescig
,0strzezenia i srodki ostroznosci”, aby
uzyskac informacje na temat
dekontaminacji obszaréw roboczych

i unikania zanieczyszczenia
krzyzowego.

Nalezy sprawdzi¢ uktad ptytki oraz
indeksowanie bibliotek, aby upewni¢ sie,
ze biblioteki z tym samym indeksem nie
byty sekwencjonowane razem.
Powtdrzy¢ przygotowanie biblioteki od
poczatku procedury dla wszystkich
bibliotek, ktére majg wspadlng kontrole
bez matrycy.

Nalezy pobrac¢ analize z prawidtowo
zidentyfikowanymi elementami
kontrolnymi zgodnie z instrukcjami
zawartymi w Przewodniku po
procedurze modutu analizy (patrz
Instrukcja wykonywania procedur przy
uzyciu modutu Local Run Manager
TruSight Oncology Comprehensive (EU)
Analysis Module (nr dokumentu:
200008661)).

TSO Comprehensive (EU) jest ukierunkowanym panelem NGS wykrywajgcym zmiany w 517 genach. Mate
warianty DNA — substytucje pojedynczych nukleotydow (SNV), warianty wielonukleotydowe (MNV), insercje

i delecje — kwalifikujg sie do zgtoszenia w wypadku wszystkich 517 gendw. Obcigzenie mutacyjne guza jest
zgtaszane jako wynik oparty na liczbie wariantéw somatycznych nieprowadzacych do rozwoju nowotworu na
milion par zasad (szczegdtowe informacje zawiera Instrukcja wykonywania procedur przy uzyciu modutu Local
Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU) Analysis Module (nr dokumentu: 200008661)). MSI jest
zgtaszane jako status. Amplifikacje gendw kwalifikujg sie do zgtoszenia w wypadku gendw MET i ERBB2. Fuzje
kwalifikujg sie do raportowania z 23 genow wskazanych w Podsumowanie i wyjasnienie zasady dziatania testu
na stronie 1. Warianty splicingowe kwalifikujg sie do zgtoszenia w wypadku genéw MET i EGFR. Zgtaszane sa
warianty wykryte i poparte swiadectwem w bibliotece KB testu TSO Comprehensive (EU) oraz kwalifikujgce sie
na podstawie rodzaju badanej tkanki. Aby zostaty zgtoszone, fuzje NTRK wymagajg, aby partnerem fuzji byt
koniec 5', a domena kinazowa NTRK byta nienaruszona.

Nr dokumentu: 200007789, wer. 08
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W przypadku matych wariantéw DNA zastosowano reprezentatywne podejscie do walidacji docelowych genéw
w panelu z danymi reprezentujgcymi SNV, MNV, insercje i delecje. W przypadku amplifikacji genéw, fuzji
i wariantoéw splicingowych badanie przeprowadzono na poziomie genu. TMB i MSI zostaty ocenione zgodnie ze

wskazaniami. W przypadku badan diagnostyki uzupetniajgcej CDx na obecnos¢ fuzji gendw NTRK fuzje
w probkach FFPE testowano w badaniach skupiajgcych sie na okreslonych parametrach (tj. granicy
wykrywalnosci, precyzji w obrebie laboratorium, odtwarzalnosci, doktadnosci i skutecznosci klinicznej).

Tabela 42 zawiera definicje metryk obliczanych w réznych badaniach.

Tabela 42 Definicje metryk

Termin

Procentowa
zgodnosé
wynikow
dodatnich (PPA)
Procentowa
zgodnoscé
wynikow
ujemnych (NPA)
Catkowity odsetek
zgodnosci (OPA)

Procent
rozpoznan
dodatnich (PPC)

Procent
rozpoznan
ujemnych (PNC)

n/N

Odchylenie
standardowe (SD)

Wzgledny
wspoétczynnik
zmiennosci (%CV)

Nr dokumentu: 200007789, wer. 08

Definicja
Odsetek prawidtowo zidentyfikowanych wynikéw dodatnich sposréd wszystkich
wynikéw dodatnich w odniesieniu do metody ortogonalne;.

Odsetek prawidtowo zidentyfikowanych wynikéw ujemnych sposrdd wszystkich
wynikéw ujemnych w odniesieniu do metody ortogonalnej.

Odsetek prawidtowo zidentyfikowanych wynikéw dodatnich i ujemnych sposréd
wszystkich obserwacji w odniesieniu do metody ortogonalne;j.

Odsetek obserwaciji, ktére sg dodatnie dla celu sposréd obserwaciji
przewidywanych jako dodatnie dla celu.

Odsetek obserwaciji, ktére sg ujemne dla celu sposrdéd obserwacji
przewidywanych jako ujemne dla celu.

Liczba obserwacji dodatnich lub ujemnych (n) podzielona przez catkowitg liczbe
obserwaciji (N) w celu obliczenia odpowiednio PPC lub PNC. Wartosci ni N moga
by¢ na réznych poziomach (np. wariant lub gen) lub tgczone w grupie (np. SNV).

Miara wielkosci odchylenia wartosci zmiennej od jej $rednie;j.

Odchylenie standardowe podzielone przez srednig jako wartos¢ procentowa.
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Zanieczyszczenie krzyzowe

Przeprowadzono badanie zanieczyszczenia krzyzowego majgce na celu stwierdzenie, czy wyniki fatszywie
dodatnie powstaty na skutek przeniesienia zanieczyszczenia z sagsiedniego dotka na etapie przygotowania
biblioteki lub przeniesienia zanieczyszczenia miedzy kolejnymi seriami. Analize te przeprowadzono dla matych
wariantow DNA (ktdre rowniez wptywajg na TMB), fuzji, amplifikacji genéw i MSI. Na bazie
scharakteryzowanych prébek przygotowano biblioteki w uktadzie szachownicy z naprzemiennie utozonymi
prébkami w celu oceny zanieczyszczenia z sgsiedniego dotka oraz z naprzemiennymi indeksami do oceny
zanieczyszczenia krzyzowego pomiedzy seriami sekwencjonowania w przypadku sekwencjonowania kolejno
za pomocg tego samego Aparat NextSeq 550Dx. Badanie dotyczgce zanieczyszczenia krzyzowego wykazato
brak zdarzen zanieczyszczenia w przypadku badania wykrytych wariantéw w kazdej prébce, bez wykrycia
wynikow fatszywie dodatnich.

Dwie metryki kontroli jakosci (CONTAMINATION_SCORE i P_VALUE) zostaty zaprojektowane do testu TSO
Comprehensive (EU) w celu wykrywania zanieczyszczenia préobek w prébkach DNA. Oceniono czutosé
wykrywania zanieczyszczen. Probki DNA guza FFPE mieszano z réznymi ilosciami prébek prawidtowego DNA
FFPE w celu utworzenia celowo skazonych préobek.

tacznie wygenerowano 1112 obserwacji zanieczyszczen, a zanieczyszczenie wykryto w 95% (1054)
obserwaciji. Czestos$¢ wykrywania wzrosta do 96% (939/976), gdy odsetek zanieczyszczen wynosit od 10% do
90% (masa/masa). Sposréd 37 obserwacji od 10% do 90%, gdzie nie wykryto zanieczyszczenia, 12 nie spetnito
specyfikacji pokrycia w celu rozpoznania matych wariantéw DNA. Niskie pokrycie utrudnito wykrywanie
zanieczyszczen, ale nie zgtoszono matych wariantéw DNA, co ztagodzito skutki zanieczyszczenia. Pietnascie
obserwacji nie spetnito specyfikacji amplifikacji gendw (metryka kontroli jakosci mediany liczby przedziatéw)
w celu rozpoznania amplifikacji gendw. Nie zgtoszono zadnego wyniku amplifikacji gendw dla probek.

Oczekuje sig, ze w tescie TSO Comprehensive (EU) bedzie wystepowato niewielkie zanieczyszczenie krzyzowe
pomiedzy dotkami lub seriami. Wyniki te wraz z metrykami zanieczyszczen w oprogramowaniu zmniejszajg
ryzyko fatszywych wynikéw wariantdw z powodu zanieczyszczenia probek.

Ocena zestawow do ekstrakcji kwasow nukleinowych

Trzy dostepne w handlu zestawy do ekstrakcji DNA i RNA oceniano za pomocg testu TSO Comprehensive (EU).
Za pomoca tych trzech zestawdw do ekstrakcji izolowano zaréwno DNA, jak i RNA z tych samych skrawkow
tkanki FFPE. Zestawy réznity sie czynnikami do deparafinizacji oraz na etapie wigzania kwasow nukleinowych
(Tabela 43). Zestaw 1 byt gtdwnym zestawem ekstrakcyjnym uzywanym do ustalenia dziatania testu TSO
Comprehensive (EU).

Tabela 43 Charakterystyka zestawu

Zestaw  Srodek do deparafinizaciji Wigzanie kwasu nukleinowego

1 Zastrzezony Kolumna

2 Ksylen Kolumna

3 Olej mineralny Kulki magnetyczne
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W Tabela 44 i Tabela 45 podsumowano wptyw zestawdw ekstrakcyjnych na waznos¢ biblioteki

i rozpoznawanie wariantow. Jesli srednie dla zestawdw ekstrakcyjnych byty istotnie rézne, zgtaszano te
réznice. Srednie réznice miedzy zestawami ekstrakcyjnymi obliczono przy uzyciu Zestawu 1jako kontrolg,
poniewaz Zestaw 1 zostat uzyty do ekstrakcji wiekszosci kwaséw nukleinowych uzywanych w badaniach
analitycznych TSO Comprehensive (EU). Zgtoszono srednig réznice wzgledem do Zestawu 1, aby zilustrowac,
w jaki sposdb rézne zestawy ekstrakcyjne wptyng na inne badania analityczne TSO Comprehensive (EU).

Tabela 44 Wptyw zestawu ekstrakcyjnego na waznosc¢ bibliotek

Rodzaj wariantu Metryka kontroli jakosci biblioteki RNA

Mate warianty Mediana pokrycia eksonoéw (liczba)
DNA/TMB PCT Exon 50X (%)

Mediana rozmiaru insertu (bp)
DNA MSI Uzyteczne miejsca MSI
Amplifikacje genéw COVERAGE_MAD (liczba)
DNA

Mediana liczby przedziatéw

RNA (fuzje/ Mediana rozmiaru insertu (bp)
warianty Dziennik (CV mediany Gene500X)
splicingowe) Suma w odczytach docelowych

Srednia réznica wzgledem Zestawu 1

Zestaw 2 nizszy o 56 odczytow
Zestaw 3 wyzszy 0 0,298%
Zestaw 2 i Zestaw 3 nizsze 0 3 bp

Zestaw 3 wyzszy o 8 miejsc
Zestaw 2 nizszy 0 0,0043

Zestaw 2 nizszy 0 0,5825, Zestaw 3
wyzszy 0 0,3086

Zestaw 3 wyzszy o 2 bp
Zestaw 2 wyzszy 0 0,029
Brak istotnej réznicy

Zaobserwowano, ze Zestawy ekstrakcyjne 2 i 3 majg zwiekszone odczyty potwierdzajace, dzieki czemu fuzje
i warianty splicingowe w poblizu LoD charakteryzuje wieksze prawdopodobiefistwo wykrycia z powodu wyboru

zestawow ekstrakcyjnych.

Tabela 45 Wptyw zestawu ekstrakcyjnego na rozpoznawanie wariantow

Typ wariantu

Rozpoznawanie wariantu (Srednia réznica wzgledem Zestawu 1)

(jednostki)
Mate warianty DNA Nieistotne technicznie
(VAF) Warianty docelowe: wariancja pomiedzy zestawami bytfa niewielka

wzgledem pozostatosci

Warianty niedocelowe: Brak istotnych réznic dla pierwszych dwdéch
przedziatow VAF. Brak znaczgcych réznic w przypadku zaobserwowania

istotnosci statystyczne;j.

TMB (mutacje na milion  Nieistotna technicznie wariancja pomiedzy zestawami byta niewielka

par zasad) wzgledem pozostatosci

MSI (% niestabilnych Zestaw 3 nizszy 0 1,9% niestabilnych miejsc

miejsc)

Amplifikacja gendw Zestaw 2 (0,06) i Zestaw 3 (0,08) — wyzsza krotnos¢ zmiany

(krotnos¢ zmiany)
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Typ wariantu . . : e ..
yp Rozpoznawanie wariantu (Srednia réznica wzgledem Zestawu 1)

(jednostki)

Fuzje (odczyty Zestaw 2 zawierat 51%, a Zestaw 3 wykazat 23% wzrost w odczytach
potwierdzajgce) potwierdzajgcych

Warianty splicingowe W Zestawach 2 i 3 odnotowano 48% wzrost w odczytach potwierdzajgcych
(odczyty

potwierdzajgce)

Substancje zaktocajace

Oceniono wptyw potencjalnych substancji endogennych i egzogennych na wydajnos¢ testu TSO
Comprehensive (EU). Substancje endogenne (melanina i hemoglobina), zostaty dodane do prébek podczas
procesu ekstrakcji kwasu nukleinowego. Substancje egzogenne (etanol, ksylen i proteinaza K) byty obecne
podczas procesu ekstrakcji kwasow nukleinowych; dodano je takze do oczyszczonego kwasu nukleinowego
przed przygotowaniem biblioteki. W przypadku zauwazenia wptywu na dodang proteinaze K oceniano rowniez
zwiekszone stezenia proteinazy K podczas procesu ekstrakcji. Podczas przygotowywania biblioteki dodano
nadmiar starterow indeksu (15% i 30%). Oprocz starteréw indeksujgcych do préobek FFPE pobranych z tkanki
mdzgowia, piersi, jelita grubego, ptuca, raka rdzeniastego tarczycy, NDRP, raka jajnika, prostaty, sliny, skéry,
tkanki miekkiej i tkanki tarczycy dodano substancje — ekstrahowano osiem prébek do analizy DNA i 13 do
analizy RNA. W przypadku starteréw indeksujgcych do analizy DNA uzyto szesciu préobek FFPE z trzech
réznych typdw tkanek (tarczycy, pecherza moczowego, okreznicy), a do analizy RNA wykorzystano pieé
prébek FFPE z czterech réznych typdéw tkanek (ptuca, tarczycy, okreznicy, piersi). Dla kazdej z 16 unikalnych
probek przeprowadzono kontrole endogenng bez dodatkéw oraz kontrole egzogenng buforowa lub

z dodatkiem wody. Wptyw martwicy oceniono, uzywajac innego zestawu osmiu probek FFPE tkanki mézgowia,
jelita grubego i ptuca. Dla kazdej prébki martwiczej istniata poddana makrodysekcji prébka kontrolna bez
martwicy. W przypadku wszystkich czynnikdw zaktécajgcych cztery powtdrzenia dla prébki i substanciji
zbadano za pomoca testu TSO Comprehensive (EU) i poréwnano z odpowiednim stanem kontrolnym w celu
wykrycia matych wariantéw DNA, amplifikacji gendw, fuzji RNA i wariantéw splicingowych RNA, a takze
ustalenia MSI i wskaznika TMB. Uwzgledniono zaréwno warianty profilujgce CDx, jak i nowotwor.

Wykrywanie wariantow DNA

Melanina (0,2 pg/ml), hemoglobina (2 mg/ml), etanol (5%), proteinaza K (0,04 mg/ml w kwasie nukleinowym)
i ksylen (0,0001%) nie wptywajg na wynik TMB, status MSI, mate warianty DNA ani amplifikacje gendw.

Wykrywanie wariantow RNA

Dane potwierdzajg brak wptywu melaniny (0,2 ug/ml), etanolu (5%) i ksylenu (0,0001%) na wykrywalnos¢ fuzji
RNA lub wariantéw splicingowych. Hemoglobina (2 mg/ml) wptywata (zmniejszyta liczbe odczytow
potwierdzajgcych) na trzy rézne warianty splicingowe w genie MET. Nie wptyneta na wariant splicingowy
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w genie AR (trzy rozne prébki) i jeden w genie EGFR (jedna prébka). Jesli w laboratorium przeprowadza sie test
RNA, nalezy unika¢ lub minimalizowac ilo$¢ tkanki z hemoglobing podczas uzyskiwania wycinkéw z bloku
tkankowego.

Proteinaza K (0,04 mg/ml w kwasie nukleinowym) wptywata na fuzje RNA i warianty splicingowe. Proteinaze K
badano w dawce 2,6 mg/mli 5,2 mg/ml podczas procesu ekstrakcji, co stanowi 2- i 4-krotne stezenie
standardowe w dostepnym na rynku zestawie. Fuzje hamowano przy 4-krotnosci, ale nie przy 2-krotnosciilosci
proteinazy K. Warianty splicingowe hamowano przy 2-krotnosci proteinazy K. llosci proteinazy K lub enzymu
réwnowaznego nie nalezy zwiekszaé podczas ekstrakcji ze standardowego stezenia podanego w zestawie do
ekstrakcji.

Odczyty potwierdzajgce dla wariantdéw splicingowych zmniejszajg sie przy 30% nadmiarze starteréow
indeksujgcych, ale nie przy 15% nadmiarze.

Martwica

Obecnos¢ do 70% tkanki martwiczej nie wptywata na wynik TMB, status MSI ani na mate warianty DNA.
Warianty RNA (odczyty potwierdzajgce) i wykrywanie amplifikacji gendw (krotnosci zmiany) zostaty
odpowiednio zmniejszone w probkach z =25% i 223% (wedtug obszaru) zawarto$ci martwiczej w obszarze
tkanki. Jesli wycinek prébki zawiera =23% martwicy w catkowitej powierzchni tkanki, wéwczas tkanke
martwiczg nalezy poddaé makrodysekciji.

Stabilnos¢

Stabilnos¢ w czasie rzeczywistym

Stabilno$¢ w czasie rzeczywistym zostata wykorzystana do ustalenia okresu trwatosci zestawu testu TSO
Comprehensive (EU) podczas przechowywania w warunkach podanych na etykiecie. Schemat badania opierat
sie na testowaniu trzech partii odczynnikéw i wykorzystano klasyczny schemat badania stabilnosci opisany

w dokumencie CLSI EP25-A. Zestawy byty przechowywane w ostatecznej konfiguracji zestawu przez czas
trwania badania w warunkach przechowywania okreslonych na etykiecie produktu. Zamrozone elementy
zestawu byty przechowywane w temperaturze od -15°C do -25°C. Schtodzone elementy zestawu
przechowywano w temperaturze od 2°C do 8°C.

Zestawy testowano pod katem wygladu i funkcjonalnych kryteriéw zwolnienia zestawu w okreslonych
punktach czasowych. Dodatkowo dla materiatu kontrolnego do kontroli jakosci analizowano rozpoznawanie
wariantow i trendy parametréw kontroli jako$ci prébki. Dla kazdego odczynnika ustalono okres trwato$ci.
Terminy waznosci sg przypisywane w oparciu o date produkcji i okres trwatosci. Termin waznosci zestawu jest
ustalany w oparciu o odczynnik, ktérego termin waznosci uptywa najwczesniej.

Stabilnos¢ zestawu podczas uzytkowania

Stabilno$¢ zestawu testu TSO Comprehensive (EU) podczas uzytkowania zostata oceniona w standardowych
warunkach uzytkowania przez caty okres przechowywania, aby potwierdzi¢ mozliwos¢ wielokrotnego uzycia
zestawu. Zestaw odczynnikéw zostat poddany wielokrotnemu zamrazaniu/rozmrazaniu i zostat przetestowany,
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aby potwierdzi¢ mozliwo$é maksymalnie 4 zastosowan zestawu. Ponadto w sumie 3-krotnie przygotowano

8 bibliotek RNA i 8 bibliotek DNA, aby przetestowac¢ maksymalng liczbe obstugiwanych bibliotek (24 biblioteki
DNA i 24 biblioteki RNA na zestaw). Wszystkie funkcjonalne kryteria zwolnienia zestawu zostaty spetnione dla
wszystkich testowanych cykli zamrazania-rozmrazania i punktow czasowych. Przeprowadzono testy préobek
FFPE z odczynnikami majgcymi =25 miesiecy, aby ocenié¢ wptyw testowania w trakcie uzytkowania na
rozpoznawanie wariantéw. Jakosciowa analiza wariantow docelowych wykazata, ze zdarzenia w trakcie
uzytkowania nie miaty wptywu na rozpoznawanie wariantéw.

Stabilnos$¢ kwasu nukleinowego

Stabilno$¢ kwasdéw nukleinowych (DNA i RNA) i powigzane z nimi oznaczenia iloSciowe do stosowania z testem
TSO Comprehensive (EU) oceniano przy uzyciu prébek FFPE z wielu typow tkanek. Bloczki FFPE przecieto na
czescii wszystkie kwasy nukleinowe zostaty wyekstrahowane jednoczesnie. Wyekstrahowany kwas
nukleinowy zostat doktadnie wymieszany, poddany kwantyfikacji, sprawdzony pod katem jakosci kwasu
nukleinowego i podzielony pomiedzy dwa zestawy jednorazowych probéwek do zamrozenia dla dwdch
punktéw czasowych: kontrola TO (punkt wyjsciowy) i badanie T1 (= 28 dni). Caty wyekstrahowany kwas RNA
przechowywano w temperaturze od -85 C do -65°C i caty wyodrebniony kwas DNA przechowywano

w temperaturze od -25 C do -15°C przez wskazane okresy czasu, a hastepnie przetwarzano je w tescie TSO
Comprehensive (EU) z wieloma powtdrzeniami i operatorami. Stan testu T1 poréwnano z kontrolg statusu MSI,
wyniku TMB, amplifikacji gendw, matych wariantéw DNA, fuzji RNA i wariantéw splicingowych RNA. Dane
wskazuja, ze kwasy nukleinowe i powigzane z nimi oznaczenia ilosciowe do stosowania z testem TSO
Comprehensive (EU) s3 stabilne przez okres do 28 dni w przypadku przechowywania w zalecanych
temperaturach (RNA w temperaturze od -85 C do -65°C i DNA w temperaturze od -25 C do -15°C).

Stabilnosé biblioteki

Stabilnos$¢ bibliotek wykorzystujgcych kazdy z szesciu bezpiecznych punktdw zatrzymania dla testu (patrz
Tabela 5) oceniono przy uzyciu prébek FFPE z wielu typdw tkanek. Biblioteki kontrolne (TO, bez punktéw
zatrzymania) byty sekwencjonowane natychmiast po zakoriczeniu przeptywu pracy. Podproébki z tych samych
bibliotek przechowywano w punktach zatrzymania w temperaturze od -25°C do -15°C przez czas (T1), aby
uwzgledni¢ dni wymienione w Tabela 5. T1 poréwnano z TO dla matych wariantéw DNA, TMB, amplifikacji
genow, MSI, fuzji RNA i wariantow splicingu RNA z wariantami CDx i profilowania guza. Dane wskazujg, ze
biblioteki wygenerowane z oznaczenia TSO Comprehensive (EU) s3 stabilne zgodnie z instrukcjg uzytkowania.

Stabilnos¢ tkanki FFPE na szkietku

Stabilnos$¢ tkanek FFPE na szkietku dla potrzeb testu TSO Comprehensive (EU) oceniano poprzez przeciecie
bloczkéw FFPE (skrawki 5 um) pochodzagcych z réznych unikalnych prébek, umieszczonych na szkietkach,

a nastepnie przechowywanych w temperaturze pokojowej (22°C) dla 2 punktéw czasowych. RNA
ekstrahowano i przechowywano w temperaturze od -65 C do -85°C, a DNA ekstrahowano i przechowywano
w temperaturze od -15 C do -25°C przez mniej niz 1 tydzien przed badaniem. Materiat kwasu nukleinowego
oznaczano ilo$ciowo, a nastepnie przetwarzano w tescie TSO Comprehensive (EU) w ciggu 24 godzin dla
kazdego punktu czasowego. W kazdym punkcie czasowym badano wiele powtdrzen i operatoréow na probke
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w tescie TSO Comprehensive (EU) i poréwnywano je z punktem czasowym TO w zakresie MSI, TMB, amplifikacji
genow, matych wariantdw DNA, fuzji RNA i wariantow splicingowych RNA, w tym wariantéw CDx i profilujgcych
nowotwor. Analiza wariantdéw zostata oceniona i spetniata wszystkie kryteria akceptacji, wskazujac, ze tkanki
FFPE umieszczone na szkietkach do stosowania z testem TSO Comprehensive (EU) sg stabilne w temperaturze
pokojowej przez okres do 4 tygodni (28 dni). Nalezy zauwazy¢, ze po 4 tygodniach (28 dniach) wykryto 10%
spadek wskaznika waznosci biblioteki MSI w zakresie kontroli jakosci ze wzgledu na potgczenie czasu pracy
operatora i przechowywania. Fuzja RNA i warianty splicingu miaty okoto 29% spadek w zakresie
uzupetniajgcych odczytéw po przechowywaniu na szkietkach przez 4 tygodnie (28 dni).

Pasmo ochronne miareczkowania wejsciowej ilosci kwasu
nukleinowego

Wejsciowa ilo$¢ kwasu nukleinowego w tescie TSO Comprehensive (EU) oceniano poprzez zbadanie DNA

z 33 prébek FFPE obejmujgcych 17 typow tkanek, przy ilosci wejsciowej od 10 ng do 500 ng, oraz poprzez
zbadanie RNA z 5 prébek FFPE z 5 typow tkanek przy iloSci wejsciowej w zakresie od 10 ng do 85 ng.
Przeprowadzono ocene metryk kontroli jakosci biblioteki i byty one zalezne od prébki. Wyniki badania DNA
wykazaly, ze niektdre, ale nie wszystkie metryki kontroli jako$ci prébki DNA reagujg na ilo$¢ wejsciowa powyzej
nominalnej wartosci wynoszacej 40 ng:

* Metryka MEDIAN_INSERT_SIZE nie reagowata na ilos¢ wejsciowg powyzej 30 ng.

* Metryka MEDIAN_EXON_COVERAGE wykazywata dodatnig korelacje z rosnaca ilo$cig wejsciowa.

* Metryka PCT_EXON_50X wzrastata wraz z rosngcg iloscig wejsciowg az do 80 ng.

* Metryka USABLE_MSI_SITES wzrastata wraz z rosngcg iloscig wejsciowa. Niektore probki, dla ktorych przy
40 ng metryka USABLE_MSI_SITES wykazywata wartos$¢ nizszg niz 40, spetniaty specyfikacje przy
wyzszych wartosciach ilosci wejsciowej, co umozliwitoby obliczenie wyniku MSI.

* Metryka MEDIAN_BIN_COUNT_CNV_TARGET wzrastata z rosnacg ilo$cig wej$ciowa.

* Zwiekszanie ilosci wejsciowej powoduje wzrost metryki COVERAGE_MAD w kierunku gérnej granicy
specyfikaciji.

Metryki kontroli jakos$ci préobki RNA wzrastaty (MEDIAN_INSERT_SIZE i TOTAL_ON_TARGET_READS) lub malaty

(MEDIAN_CV_GENE_500X) w zakresie od 10 ng do 40 ng, ale ogdlnie nie zmieniaty sie dla ilosci wejsciowej

lezgcej pomiedzy 40 ng a 85 ng.

Granica proby slepej

Odsetek wynikdéw fatszywie dodatnich (z catkowitej liczby oczekiwanych wynikdw ujemnych) oceniano poprzez
wielokrotne badanie prawidtowej lub tagodne zmienionej sgsiadujgcej tkanki FFPE, ktéra nie powinna zawierac
wariantdw somatycznych dla matych wariantéw DNA, amplifikacji gendw, MSI, fuzji RNA i wariantéw
splicingowych RNA. Fatszywie dodatnie wyniki nie zostaty przeanalizowane pod katem TMB, poniewaz nie ma
klinicznych wartosci granicznych. Szes¢ prébek DNA i 6 prébek RNA typu FFPE zostato przebadanych w dwéch
powtdrzeniach przez 2 operatoréw w ciggu 3 dni dla kazdej z 2 serii odczynnikéw. Podzbidr prébek zostat
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ponownie spulowany i ponownie zsekwencjonowany w formacie tylko 3x DNA i tylko 3x RNA, aby oceni¢
procent wynikéw fatszywie dodatnich z uzyciem kilku konfiguracji multipleksowych obstugiwanych przez to
urzgdzenie. Ponadto 30 dodatkowych prébek RNA poddano analizie w dwdch powtdrzeniach, ktére zostaty
przetworzone przy uzyciu 1 partii odczynnikdéw po podzieleniu pomiedzy 2 operatoréw. Lgcznie byto to

168 mozliwych obserwacji dla DNA i 228 obserwacji dla RNA, ktdre to liczby pomniejszono przez niewazne
biblioteki dla kazdego typu wariantu. Procent wynikéw fatszywie dodatnich obliczono na poziomie genu dla
amplifikacji i na poziomie pozyciji (okoto 1,9 miliona pozycji) dla matych wariantéw DNA. Odsetek wynikow
fatszywie dodatnich dla typéw wariantow DNA przedstawiono w Tabela 46. TSO Comprehensive (EU) nie ma
deklaracji CDx (poziom 1) dla matych wariantéw DNA, wiec nie mozna zgtasza¢ matych wariantéw fatszywie
dodatnich DNA dla poziomu 1. 271 wynikow fatszywie dodatnich zostato zniwelowanych przez baze wiedzy
TSO Comprehensive (EU). Nie stwierdzono klinicznie istotnych wynikéw fatszywie dodatnich (poziom 2). Na
poziomie 3 stwierdzono 4 wyniki fatszywie dodatnie wynikajgce z 2 wariantéw w 4 (2,4%) obserwacjach ze 168
obserwaciji. Odsetek wynikéw fatszywie dodatnich dla wariantéw fuzji RNA i wariantéw splicingowych wynosit
0%, jak pokazano w Tabela 47.

Tabela 46 Fatszywie dodatnie w podziale na rodzaje wariantéw

DNA
Rodzaj wariantu Fatszywie dodatnie
Amplifikacje gendéw 0% (0/9912)
Mate warianty DNA 0,0001% (271/295 801 567)
MSI 0% (0/156)
TMB nd.*

* Fatszywie dodatnie wyniki nie majg tu sensu, poniewaz TMB jest zgtaszane jako wskaznik i nie daje wyniku jako$ciowego.

Tabela 47 Odsetek wynikéw fatszywe dodatnich w podziale na
rodzaje wariantow RNA

Rodzaj wariantu Falszywie dodatnie
Fuzja 0% (0/227)
Wariant splicingowy 0% (0/227)

Granica wykrywalnosci

Przeprowadzono dwa badania w celu oceny granic wykrywalnosci dla testu TSO Comprehensive (EU).
W badaniu 1 oceniano mate warianty RET DNA, fuzje RET i fuzje NTRK1-3. W badaniu 2 oceniano inne warianty
profilujgce nowotwoér.
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Badanie 1

Okreslono granice wykrywalnosci (LoD) matych wariantéw DNA gendéw NTRK1, NTRK3 i RET oraz fuzji genéw
NTRK1-3 i RET. LoD to najnizsza wartosc¢ analitu (np. czestos¢ allelu wariantowego lub odczyty
potwierdzajgce), ktdrg mozna wykry¢ w sposéb powtarzalny (95% granica wykrywalnosci lub btad typu |l
wynoszacy 5%). W badaniu uzyto tkanki FFPE z matymi wariantami DNA RET (rak rdzeniasty tarczycy), fuzjami
RET (rak brodawkowaty tarczycy, atypowy guz Spitz) i fuzjami NTRK1-3 (glejak niskiego stopnia zeztosliwienia,
glejak wielopostaciowy, miesak miofibroblastyczny, miesak, wydzielniczy rak sutka, rak jelita grubego), jak
réwniez preparatu linii komoérkowej w formie FFPE z matymi wariantami DNA gendw NTRK1i NTRK3. Kazdg
probke rozcienczono do co najmniej 5 pozioméw testowych (w zakresie od mniej wiecej od 0,01 do 0,10 VAF dla
matych wariantéw DNA i 2-25 odczytéw potwierdzajgcych dla fuzji). Dla kazdego poziomu testowego na partie
i wariant uzyskano 18 obserwacji, ktére zostaty wygenerowane przez 3 operatoréw przy pomocy 3 aparatow do

z 2 powtdrzeniami dla kazdego poziomu testowego probki. Przetestowane dwie partie odczynnikow.

W przypadku wariantdéw DNA 2 partie analizowano niezaleznie, stosujac regresje probitowg lub podejscie

z uzyciem wskaznika trafien (najnizszy poziom testowy ze wskaznikiem trafien (estymator punktowy) =95%),
aby okresli¢ LoD dla kazdego wariantu wedtug partii. Jako granice wykrywalnosci wariantu przyjeto wieksza
wartosé LoD sposréd dwdch partii odczynnikéw (Tabela 48).

W przypadku fuzji RNA linie komérkowe FFPE wykorzystano do oszacowania wartosci LoD dla kazdego genu
fuzyjnego. Wartosci LoD zweryfikowano nastepnie, stosujac tkanki FFPE, przy uzyciu zduplikowanych bibliotek
przygotowanych przez 3 operatoréw z uzyciem 3 aparatéw i 3 serii odczynnikéw, co wygenerowato

54 obserwacje na wariant w poblizu LoD ustalonej za pomoca linii komérkowych FFPE. Podane granice
wykrywalnosci dla kazdej fuzji (Tabela 49) to najnizsze $rednie odczyty potwierdzajgce, ktére osiggnety
wskaznik trafien (estymator punktowy) =295%.

Tabela 48 Granica wykrywalnosci dla matych wariantow DNA gendw NTRK1, NTRK3 i RET

Granica
. L wykrywalnosci

Marker Chr’ Pozycja Odniesienie Alternatywa .,
(czestosé allelu
wariantowego)

NTRK1 G595R Chr1 156846342 G A 0,038

(SNV)2

NTRK3 F617L Chr15 88476283 A G 0,032

(SNV)2

NTRK3 G623R Chr15 88476265 C T 0,036

(SNV)2

NTRK3 G696A Chr15 88472468 C G 0,027

(SNV)2

RET C618R (SNV) Chr10 43609096 T C 0,053
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Granica
wykrywalnosci

Marker Chr’ Pozycja Odniesienie Alternatywa L
(czestosc allelu
wariantowego)

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

(delecja)?

T Chr = chromosom
2 Te warianty DNA analizowano metoda regresji probitowej; pozostate warianty DNA analizowano, stosujgc podejscie

wykorzystujgce wskaznik trafien.

Tabela 49 Granica wykrywalnosci fuzji NTRK i RET

Granica wykrywalnosci

Gen Fuzja (odczyty potwierdzajace)
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
Badanie 2

Ocenie poddano granice wykrywalnosci (LoD) wariantéw profilujgcych nowotwoér zgtoszonych przez test TSO
Comprehensive (EU). LoD to najnizsza warto$¢ analitu (czestotliwos$¢ allelu wariantu, krotno$é zmiany lub
odczyty potwierdzajagce), ktérg mozna wykry¢ w sposob powtarzalny (95% wskaznik trafien lub btad typu Il
wynoszacy 5%). Prébki FFPE z 17 typdw tkanek zawierajgcych warianty rozcieniczono do wielu poziomow
testowych. Dla kazdego poziomu wygenerowano szes¢ obserwacji dzieki dwdém operatorom z ktérych kazdy
korzystat z innej partii odczynnika oraz innego aparatu.

Nr dokumentu: 200007789, wer. 08 109 z 154

DO STOSOWANIA W DIAGNOSTYCE IN VITRO. WYLACZNIE NA EKSPORT.



Ulotka dotaczona do opakowania testu TruSight Oncology Comprehensive (EU)  i|llumina’

Warianty DNA

LoD dla 10 klas matych wariantéw DNA (tgcznie 25 wariantéw) i 2 amplifikacji genéw DNA (ERBB2 i MET)
okreslono i podsumowano jako zakresy (Tabela 50). Uwzgledniono réwniez warianty RET, dla ktérych LoD
ustalono w badaniu 1. Dla dwéch z 3 insercji powyzej 5 par zasad stwierdzono LoD wynoszacag 0,034 0,036
VAF, a dla trzeciej LoD wynosita 0,215 VAF. Ta ostatnia stanowita insercje w regionie o niskiej ztozonosci, gdzie
insercja dodaje dodatkowe powtdrzenia, wptywa na dopasowanie i wymaga wigekszej liczby odczytéw w celu
spdjnej detekcji. Dlatego niektére konteksty genomowe o niskiej ztozonosci moga wptywac na wykrywanie
insercji >5 bp.

Tabela 50 Granica wykrywalnosci dla matych wariantéw DNA i amplifikacji genéw

Rodzaj (jednostka Liczba
. 10 Klasa wariantu / Kontekst genomowy . B Zakres (VAF)
miary LoD) wariantow
Mate warianty DNA SNV 5 0,016-0,064
(czestotliwosc allelu MNV 3 0.022-0 048
wariantowego) X » S
Insercja (1-2 bp) w poblizu powtdrzen 2 0,086-0,104
homopolimerowych
Insercja (1-2 bp) w poblizu powtdrzen 2 0,038-0,051
dwunukleotydowych
Insercja (3-5 bp) 2 0,030-0,056
Insercja (> 5 bpido 25 bp) 3 0,034-0,215
Delecja (1-2 bp) w poblizu powtdérzen 2 0,094-0,100
homopolimerowych
Delecja (1-2 bp) w poblizu powtdrzen 2 0,033-0,070
dwunukleotydowych
Delecja (3-5 bp) 2 0,028-0,064
Delecja (> 5ido 25 bp) 2 0,047-0,055
Amplifikacje genéw W podziale na geny (ERBB2, MET) 2 1,539,1,570

(krotnosé zmiany)

Analize wariantéw nieukierunkowanych przeprowadzono z probek z Badania 1, ktére miaty co najmniej pie¢
poziomow testowych. Kazdy wariant nieukierunkowany analizowano indywidualnie, a LoD szacowano tylko dla
wariantow z co najmniej jednym poziomem >0% i =<95% wskaznika trafien i co najmniej jednym poziomem =95%
wskaznika trafien. Tabela 51 przedstawia percentyle wraz z minimalnymi i maksymalnymi wartos$ciami LoD
obserwowanymi wedtug klasy dla wariantow nieukierunkowanych. Warianty nieukierunkowane dostarczajg
wiecej wariantéw wedtug klasy niz testowano w Badaniu 2 i sg zgodne z zakresami LoD z Tabela 50.
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Tabela 51 Podsumowanie statystyk dotyczacych granic wykrywalnosci wedtug klasy wariantow
nieukierunkowanych (z Badania 1)

Klasa N Min. 25% 50% 75% 90% Maks.

SNV 862 0,020 0,047 0,059 0,079 0,097 0,592

MNV 5 0,038 0,040 0,050 0,086 0,095 0,095

Insercja 24 0,039 0,060 0,084 0,097 0,166 0,261

Delecja 24 0,034 0,063 0,081 0,089 0,124 0,167
Fuzje

LoD okreslono dla 19 fuzji odpowiadajgcych 20 genom w panelu TSO Comprehensive (EU), ktére miescity sie
w zakresie od 9 do 31,3 odczytdw potwierdzajgcych (Tabela 52). Dodatkowe 3 geny (NTRK1-3) testowano

w innym badaniu. Gen RET testowano tutaj i w innym badaniu. Szesnascie fuzji z ustalonymi LoD miato dane
zgodne ze wspdlng LoD z 16 odczytow potwierdzajgcych przy uzyciu dwustronnego przedziatu ufnosci o gornej
granicy (UCL) wynoszacej 95%. Dwie fuzje miaty LoD wynoszace 24,7 i 31,3 odczytu potwierdzajgcego, ktére
nie byty zgodne ze wspdlng LoD.

Fuzja FGFR2-SRPK2 o wartosci LoD 24,7 odczytdw potwierdzajgcych miata powtarzajgce sie regiony
naktadajgce sie w punkcie pekniecia, jak zaznaczono w oprogramowaniu testowym TSO Comprehensive (EU).
Regiony powtdrzen w obrebie punktu pekniecia charakteryzujg sie zazwyczaj nizszym poziomem dowodow,
poniewaz odczyty mogg mapowac inne miejsce w genomie lub mogg pozostaé niedopasowane. Dodatkowo
regiony powtdrzen sprawiajg, ze proces sktadania (wykorzystywany w identyfikacji sekwencji fuzyjnych) jest
trudniejszy i wymaga dodatkowych swiadectw w celu odtworzenia prawidtowej sekwencji. SEPT14-EGFR to
kolejny przyktad fuzji z sekwencjg homologiczng w punkcie pekniecia.

Fuzja BCL2-IGHJ5 o wartosci LoD wynoszacej 31,3 odczytu potwierdzajgcego miata bardzo krétki gen (IGHJS)
z punktem pekniecia w poblizu poczatku eksonu, co wymagato krétkich, nieciggtych dopasowan.
W konsekwencji dla spdjnej detekcji potrzeba byto wiecej odczytéw.

Tabela 52 Granica wykrywalnosci fuzji

Fuzja Punkt pekniecia w genie A Punkt pekniecia w genie B LoD r‘l)stélna
NCOA4-RET 51582937 43612030 15,8 tak

TMPRSS2-ERG 42880007 39817543 13,2 tak
TMPRSS2-PMFBP1 42866283 72153988 9,0 tak

KIFSB-RET 32311775 43612032 16,6 tak

ACPP-ETV1 132036419 14028762 9,5 tak

FGFR3-TACC3 1801536 1736997 17,5 tak

EML4-ALK 42553391 29446394 12,8 tak
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Fuzja

FGFR1-GSR
EGFR-GALNT13
ESR1-CCDC170
FGFR2-SRPK2
HNRNPUL1-AXL
CD74-R0OS1;,GOPC
SPIDR-NRG1
RAF1-VGLL4

DHXS8;ETV4-
STAT3

MKRN1-BRAF
BCL2-IGHJS
PAX3-FOXO1

Punkt pekniecia w genie A Punkt pekniecia w genie B LoD

38274821
55087056
152023138
123353223
41782201
149784243
48353103
12641189
41613847

140158806
60793496
223084859

Warianty splicingowe

30569602
155295102
151914240
104926165
41743847
117645578
32453345
11606492
40474300

140487383
106330066
41134997

23,7
12,3
13,5
24,7
26,3
9,2

12,8
11,2

16,2

1,0
31,3
19,0

®

illumina

Wspodlna

LoD

tak
tak
tak
nie
tak
tak
tak
tak
tak

tak
nie

tak

Dla dwéch wariantéw splicingowych RNA MET i EGFR okreslono LoD na poziomach odpowiednio 18,7i16,7 w
odczytach potwierdzajgcych.

Odsetek komorek nowotworowych

Wyniki badania stanowig podstawe zalecen dotyczacych odsetka komdérek nowotworowych w prébkach
klinicznych. Zasadniczo im wyzszy odsetek komodrek nowotworowych, tym wyzszy ,sygnat’ (VAF, krotnos¢
zmiany lub odczyty potwierdzajgce) wariantéw dla nowotworu. Zalecenia dotyczgce minimalnego odsetka
komdrek nowotworowych sg oparte na ponizszych obserwacjach. Wartosci LoD dla matych wariantow DNA s3
nie wieksze niz 0,104 VAF (z wyjatkiem insercji TP53). Aby wykry¢ mutacje kierujgce w guzie (czestos¢ alleli
wariantowych 0,50), zaleca sig, aby odsetek komdérek nowotworowych wynosit 20%, dzieki czemu te mutacje
beda miaty 0,10 VAF i bedg na poziomie LoD lub powyzej LoD. Przy odsetku komérek nowotworowych na
poziomie 20% geny amplifikowane do poziomu zmienionego 5,5-krotnie (11 kopii) bytyby konsekwentnie
wykrywane przy granicy wykrywalnosci na poziomie 1,8-krotnej zmiany. Przy odsetku komdrek
nowotworowych na poziomie 20% fuzje z 74 odczytami potwierdzajgcymi bytyby konsekwentnie wykrywane

przy granicy wykrywalnosci na poziomie 14,7 odczytéw potwierdzajgcych.
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Odtwarzalnos¢é

Przeprowadzono dwa badania w celu oceny odtwarzalnosci testu TSO Comprehensive (EU). W badaniu 1
oceniano mate warianty DNA genu RET oprdcz wariantéw fuzji gendw NTRK i RET. W badaniu 2 oceniano
dodatkowe warianty profilujgce nowotwar.

Badanie 1

Badanie to przeprowadzono, aby ocenié odtwarzalnos$¢ testu TSO Comprehensive (EU) w 3 osrodkach
badawczych (1 wewnetrzny, 2 zewnetrzne) z 2 operatorami na osrodek, 2 powtdrzeniami w ramach przebiegu
i w 3 niekolejnych dniach testowania. Testowanie przeprowadzono z uzyciem panelu odtwarzalnosci
zawierajgcego probki DNA z okreslonymi znanymi matymi wariantami DNA genu RET oraz probkami RNA
zawierajgcymi okreslone znane warianty fuzji gendw NTRK1-3 i RET z prébek tkanek i linii komdérkowych
utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie (FFPE). Panel zawierat probki panelu DNA i RNA o niskim
poziomie wariantow i wysokim poziomie wariantéw, z takg sama liczbg prébek panelu o niskim i wysokim
poziomie dla kazdej klasy wariantow. Probki panelu o poziomie wysokim dobierano na mniej wiecej 2- do 3-
krotnos$¢ LoD, a prébki panelu o poziomie niskim dobierano na poziomie odpowiadajgcym mniej wiecej LoD.

W kazdym osrodku kazdy operator testowat probki panelu w duplikatach w 3 powtdérzeniach, generujac

6 obserwacji na sekwencje docelowg na probke panelu. Ze wszystkich 3 o$rodkéw wygenerowano

36 obserwaciji dla kazdej probki panelu (3 osrodki/aparaty x 2 operatoréw x 2 powtdrzenia w obrebie przebiegu
x 3 dnirozpoczecia).

Procent rozpoznan dodatnich (PPC) i procent rozpoznan ujemnych (PNC) dla docelowych matych wariantéw
DNA oraz docelowych wariantow fuzji RNA na wysokim poziomie okreslono jako pierwszorzedowe punkty
koncowe. PPC i PNC dla docelowych matych wariantéw DNA oraz docelowych wariantéw fuzji RNA na niskim
poziomie obliczono jako drugorzedowe punkty koricowe. Dwustronne 95-procentowe przedziaty ufnosci (Cl)
powigzane ze wszystkimi punktami koncowymi obliczono metodg punktacji Wilsona. Analizy gtéwne
przeprowadzono w celu oszacowania PPC i PNC (z powigzanymi 95% CI) wsrdod docelowych prébek panelu
0 wysokim poziomie poprzez potagczenie obserwacji w tescie TSO Comprehensive (EU) dla danego celu

w grupie probek panelu reprezentujgcych odpowiednig klase wariantdw (tj. mate warianty DNA i fuzje RNA)

z uwzglednieniem wszystkich osrodkdw/aparatéw, operatoréw i przebiegdéw. Dla kazdego docelowego
wariantu w celu obliczenia PNC potgczono obserwacje z testu TSO Comprehensive (EU) probek innego panelu
0 wysokim poziomie, ukierunkowanych na ten sam typ wariantu, ale niezawierajgcych tego samego wariantu,
zgodnie z zasadg wiekszosci. 0gdlne PPC i PNC dla docelowych prébek panelu o niskim poziomie okreslono
w podobny sposdéb.

Mate warianty DNA genu RET

W przypadku prébek panelu o wysokim poziomie matego wariantu DNA ogdlny PPC wynosit 100,0% (207/207;
95% Cl: 98,2% do 100,0%) (Tabela 53). Ogdlny PNC dla prébek panelu o wysokim poziomie matego wariantu
DNA wynosit 100,0% (1035/1035; 95% Cl: 99,6% do 100,0%) (Tabela 54). W przypadku docelowych prébek
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panelu o niskim poziomie matych wariantéw DNA ogdlny PPC dla docelowych prébek panelu o niskim poziomie
matych wariantéw DNA wynosit 99,1% (210/212; 95% CI: 96,6% do 99,7%), a ogdlny PNC wynosit 100,0%
(1026/1026; 95% Cl: 99,6% do 100,0%).

Tabela 53 PPC testu TSO Comprehensive (EU) w przypadku wykrywania matych wariantéw DNA genu RET
w docelowych prébkach panelu o wysokim i niskim poziomie

Wariant docel Wariant docel 2
Poziom wariantu  Rodzaj wariantu ariant docelowy arlarT ocelowy N Srednia VAF' PPC (%) (n/N) 95% CI?
(nukleotyd) (aminokwas)
ok. 2-3 x LoD SNV chr10_43617416_T_C RET M918T 34 0,156 100,0 (34/34) (89,8,100,0)
SNV chr10_43609949_G_C RET C634S 36 0,140 100,0 (36/36) (90,4,100,0)
SNV chr10_43614996_G_A RET V804M 33 0,116 100,0 (33/33) (89,6, 100,0)
MNV chr10_43609949_GC_ RET C634Y 35 0,195 100,0 (35/35) (90,1,100,0)
AT
Delecja chr10_43615611_ RET D898_E901del 33 0,199 100,0 (33/33) (89,6, 100,0)
GAGATGTTTATGA_G
Insercja chr10_43609946_T_ RET C634_T636dup 36 0,095 100,0 (36/36) (90,4,100,0)
TGTGCCGCAC

Wszystkie mate Wszystkie mate Wszystkie mate 207 Nd. 100,0 (207/207) (98,2,100,0)

warianty warianty warianty

DNA o wysokim DNA o wysokim DNA o wysokim

poziomie poziomie poziomie
ok.1x LoD SNV chr10_43617416_T_C RET M918T 35 0,042 100,0 (35/35) (90,1,100,0)
SNV chr10_43601830_G_A RET V292M 35 0,033 94,3 (33/35) (81,4,98,4)
SNV chr10_43613840_G_C RET E768D 36 0,044 100,0 (36/36) (90,4,100,0)
MNV chr10_43609949_GC_ RET C634Y 36 0,071 100,0 (36/36) (90,4,100,0)

AT
Delecja chr10_43615611_ RET D898_E901del 34 0,065 100,0 (34/34) (89,8,100,0)
GAGATGTTTATGA_G
Insercja chr10_43609946_T_ RET C634_T636dup 36 0,037 100,0 (36/36) (90,4,100,0)
TGTGCCGCAC

Wszystkie mate Wszystkie mate Wszystkie mate 212 Nd. 99,1 (210/212) (96,6, 99,7)

warianty warianty warianty

DNA o niskim DNA o niskim DNA o niskim
poziomie poziomie poziomie

1Skroty: nd., nie dotyczy; VAF, czestos¢ allelu wariantowego.
295% 2-stronny przedziat ufnosci obliczono metoda punktacji Wilsona.
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Tabela 54 PNC testu TSO Comprehensive (EU) w przypadku wykrywania matych wariantow DNA genu RET
w docelowych prébkach panelu o wysokim i niskim poziomie

Poziom
wariantu

Rodzaj wariantu
ok. 2-3 x LoD SNV
SNV
SNV
MNV

Delecja

Insercja

Wszystkie mate
warianty

DNA o wysokim
poziomie

ok.1x LoD SNV
SNV
SNV
MNV

Delecja

Insercja

Wszystkie mate
warianty

DNA o niskim poziomie

Wariant docelowy
(nukleotyd)

chr10_43617416_T_C

chr10_43609949_G_C

chr10_43614996_G_A
chr10_43609949_GC_AT

chr10_43615611_
GAGATGTTTATGAG

chr10_43609946_T_
TGTGCCGCAC

Wszystkie mate warianty

DNA o wysokim poziomie

chr10_43617416_T_C

chr10_43601830_G_A

chr10_43613840_G_C
chr10_43609949_GC_AT

chr10_43615611_
GAGATGTTTATGA_G

chr10_43609946_T_
TGTGCCGCAC

Wszystkie mate warianty

DNA o niskim poziomie

Wariant docelowy
(aminokwas)

RET M918T
RET C634S
RET V804M
RET C634Y
RET D898_E901del

RET C634_T636dup

Wszystkie mate
warianty

DNA o wysokim
poziomie

RET M918T
RET V292M
RET E768D
RET C634Y

RET D898_E901del

RET C634_T636dup

Wszystkie mate
warianty

DNA o niskim poziomie

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)

TWszystkie obserwacje zebrane z kombinacji probka panelu-wariant, dla ktérych w wiekszosci rozpoznanie jest ujemne

(docelowe warianty niosgce fuzje przy mniej niz 50% rozpoznan dodatnich).

295% 2-stronny przedziat ufnosci obliczono metoda punktacji Wilsona.
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W Tabela 55 przedstawiono analize sktadowych wariancji czestosci allelu wariantu (VAF) dla kazdej probki
panelu, obejmujgca okoto 36 obserwacji. Odchylenie standardowe (SD) i wzgledny wspdétczynnik zmiennosci
(%CV; facznie i dla kazdego zrdédta) zostaty obliczone i przedstawione dla kazdej docelowej prébki matego
wariantu DNA genu RET.

Tabela 55 Analiza komponentdw wariancji testu TSO Comprehensive (EU)w przypadku VAF wsrod

docelowych prébek panelu matych wariantow DNA

Poziom
wariantu

ok. 2—
3 x LoD

ok. 1x
LoD

Nr dokumentu: 200007789, wer. 08
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Rodzaj
wariantu

SNV
SNV

SNV

MNV

Delecja

Insercja

SNV
SNV

SNV

MNV

Delecja

Insercja

Wariant docelowy
(nukleotyd)

chr10_43617416_T_C

chr10_43609949_G_
Cc

chr10_43614996_G_
A

chr10_43609949_
GC_AT

chr10_43615611_
GAGATGTTTATGAL
G

chr10_43609946_T_
TGTGCCGCAC

chr10_43617416_T_C

chr10_43601830_G_
A

chr10_43613840_G_
C

chr10_43609949_
GC_AT

chr10_43615611_
GAGATGTTTATGAL
G

chr10_43609946_T_
TGTGCCGCAC

Wariant
docelowy

(aminokwas)
RET M918T
RET C634S

RET V804M

RET C634Y

RET D898_
E9O1del

RET C634_
T636dup

RET M918T
RET V292M

RET E768D

RET C634Y

RET D898_
E9O01del

RET C634_
T636dup

N

34
36

33

35

33

36

35
35

36

36

34

36

Srednia
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

SDdla
osrodka
(%CV)

0,011 (7,2)
0,006 (4,8)

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)

SDdla
operatora
(%CV)

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

0,000 (0,0)

0,000 (0,0)

0,000 (0,0)

0,000 (0,0)

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

0,000 (0,0)

0,008 (10,7)

0,006 (9,9)

0,000 (0,0)

SD dla dnia
(%CV)

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

0,002 (1,7)

0,009 (4,4)

0,011 (5,5)

0,000 (0,0)

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

0,000 (0,0)

0,000 (0,0)

0,004 (6,4)

0,003 (9,1)

SDdla
powtdrzen
(%CV)

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

0,012 (10,7)

0,012 (8,0)

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)

Catkowite SD
(%CV)

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

0,013 (11,6)

0,015 (7,5)

0,020 (10,2)

0,010 (10,1)

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

0,008 (18,5)

0,013 (18,4)

0,013 (20,2)

0,008 (22,9)
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Fuzje genow NTRK 1-3 i RET

illumina

®

W przypadku préobek panelu o wysokim poziomie fuzji RNA ogdlny PPC wynosit 99,3% (285/287; 95% Cl: 97,5%
do 99,8%) (Tabela 56). PPC wynosit 100% dla kazdej prébki panelu o wysokim poziomie z wyjatkiem probki
BCAN-NTRK?1 (PPC = 94,4% [34/36; 95% Cl: 81,9% do 98,5%]). Ogdlny PNC dla prébek panelu o wysokim
poziomie fuzji RNA wynosit 100,0% (1724/1724; 95% CI: 99,8% do 100,0%) (Tabela 57). W przypadku prébek
panelu o niskim poziomie fuzji docelowego RNA ogdiny PPC wynosit 95,4% (272/285; 95% Cl: 92,3%, 97,3%),

a 0ogdiny PNC wynosit 100,0% (1851/1851; 95% Cl: 99,8% do 100,0%).

Tabela 56 PPC testu TSO Comprehensive (EU) w przypadku wykrywania fuzji gendw NTRK i RET wsrod
docelowych prébek panelu o wysokim i niskim poziomie

Poziom
wariantu

ok. 2—-
3 x LoD

ok. 1
x LoD

Fuzja
sekwencji
docelowej

LMNA-NTRK1
BCAN-NTRK1
ETV6-NTRK2
TRIM24-NTRK2
ETV6-NTRK3
BTBD1-NTRK3
NCOA4-RET
CCDC6-RET

Wszystkie fuzje
wys.

LMNA-NTRK1
BCAN-NTRK1
ETV6-NTRK2
STRN-NTRK2
ETV6-NTRKS
BTBD1-NTRK3
NCOA4-RET
KIF5B-RET

Wszystkie fuzje
nis.

36
36
36
36
36
35
36
36
287

36
36
35
36
36
36
36
34
285

Srednia odczytow
potwierdzajacych
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% dwustronny przedziat ufnosci (Cl) obliczono metodg punktacji Wilsona.
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95% CI*

(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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Tabela 57 PNC testu TSO Comprehensive (EU) w przypadku wykrywania fuzji genow NTRK i RET wsréd
niedocelowych prébek panelu o wysokim i niskim poziomach

Poziom
wariantu

ok.2-3 x LoD

ok.1x LoD

Fuzje docelowe

LMNA-NTRK1
BCAN-NTRK1
ETV6-NTRK2
TRIM24-NTRK2
ETV6-NTRK3
BTBD1-NTRK3
NCOA4-RET
CCDC6-RET

Wszystkie fuzje -
wys

LMNA-NTRK1
BCAN-NTRK1
ETV6-NTRK2
STRN-NTRK2
ETV6-NTRKS
BTBD1-NTRK3
NCOA4-RET
KIF5B-RET

Wszystkie fuzje -
nis.

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)

TWszystkie obserwacje zebrane z kombinacji prébka panelu-wariant, dla ktérych w wigkszosci rozpoznanie jest ujemne
(docelowe warianty niosgce fuzje przy mniej niz 50% rozpoznan dodatnich).
295% dwustronny przedziat ufnosci (Cl) obliczono metoda punktacji Wilsona.
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Tabela 58 przedstawia analize sktadowych wariancji odczytdw potwierdzajacych wsérdd mniej wiecej
36 obserwacji w ramach kazdej fuzji docelowej. Wartosci SD i %CV (tgcznie i dla kazdego zrdédta) obliczono
i przedstawiono dla kazdej fuzji docelowej.

Tabela 58 Analiza sktadowych wariancji testu TSO Comprehensive (EU) dla odczytow potwierdzajgcych
wsrod docelowych probek panelu fuzji RNA

Poziom i Srednia odczytow S,D dla Sl SD dla dnia 3 ; Catkowite SD
ETETT Fuzja o osrodka operatora (%CV) SD dla powtdrzen (%CV) (%CV)
(%CV) (%CV)
ok. 2— LMNA-NTRK1 36 37,9 3,52 (9) 3,37 (9) 6,93 (18) 9,04 (24) 12,39 (33)
8xLoD 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)
ok.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)
Badanie 2

Drugie badanie przeprowadzono, aby oceni¢ odtwarzalnos¢ testu TSO Comprehensive (EU) w przypadku
3 osrodkoéw badawczych (2 zewnetrznych i 1 wewnetrznego), 2 operatoréow/aparatéow na osrodek,

3 unikatowych partii odczynnikéw, 4 dni testowania (niekolejnych) i 2 przebiegdéw sekwencjonowania na
biblioteke probek.

Testowanie przeprowadzono przy uzyciu wyekstrahowanych probek DNA i RNA z 41 probek tkanki FFPE

i 1 preparatu FFPE linii komdrkowej (przy czym 1 prébke tkanki FFPE i preparat FFPE linie komdrkowg
wykorzystano do utworzenia 2 elementéw panelu z kazdej). Prébki tkanki obejmowaty nastepujace typy:
pecherz, kos¢, mdzgowie, sutek, jelito grube, jelito czcze, nerka, watroba, ptuco, jajnik, gruczot krokowy, skéra,
tkanka miekka, zotadek, tarczyca i macica. Zbadano tgcznie 44 prébki panelu, w tym prébki DNA panelu

z matymi wariantami DNA (SNV, MNV, insercje i delecje), amplifikacjami gendéw, réznymi wynikami TMB

i wysokimi wynikami MSI oraz prébki panelu RNA z fuzjami gendw i wariantami splicingowymi. Wiekszos¢
prébek panelu charakteryzowata sie poziomem znanych wariantéw docelowych od okoto 2- do 3-krotnosci
granicy wykrywalnosci specyficznej dla wariantu (ok. 2-3xLoD).
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LoD to stezenie analitu, przy ktérym obserwowane wyniki testu sg ,dodatnie” (wariant wykryty wzgledem
wartoséci granicznej testu TSO Comprehensive (EU)) w 295% przypadkéw. Srednie obserwowane poziomy
wariantow zostaty zaklasyfikowane jako mniej wiecej <2 x LoD (obserwowane poziomy wariantéw przy
<1,5 x LoD), ok. 2-3 x LoD (obserwowane poziomy wariantéw przy 1,5 x LoD do 3,4 x LoD) i ok. >3 x LoD
(obserwowane poziomy wariantéw przy >3,4 x LoD).

Procent rozpoznan dodatnich (PPC) dla matych wariantdw DNA, amplifikacji gendéw, MSI-High i wariantéw RNA
zostat obliczony przez potgczenie obserwacji z réznych przebiegdw sekwencjonowania i stanowisk. Procent
rozpoznan ujemnych (PNC) zostat podobnie obliczony dla matych wariantéw DNA, amplifikacji gendw oraz
wariantow RNA. Dla kazdego znanego wariantu docelowego obserwacje z testu TSO Comprehensive (EU)

w probkach panelu o tym samym typie wariantu, ale zawierajgcych inne warianty, niepochodzace z tej samej
probki zrodtowej i niespetniajgce reguty wiekszosci dla tego wariantu (tj. <50% rozpoznan byto dodatnich),
zostaty potgczone dla réznych osrodkdw, operatoréw/aparatdw, dni, partii odczynnikéw i przebiegdw
sekwencjonowania w celu obliczenia PNC. Dwustronne 95-procentowe przedziaty ufnosci obliczono metoda
punktacji Wilsona.

Mate warianty DNA

Tabela 59 przedstawia PPC dla docelowych matych wariantdw DNA. PPC miescity sie w zakresie od 91,3% dla
SNV genu BRAF do 100% dla wiekszosci matych wariantow DNA.

Tabela 59 PPC testu TSO Comprehensive (EU) w przypadku wykrywania matych wariantow DNA w prébkach
potgczonego panelu docelowego

Obserwowany . . Wariant i .
oziom Rodzaj Wariant docelowy docelow Srednia PPC (%) 95%

P . wariantu (nukleotyd) ) y VAF2 (n/N) CIB

wariantu’ (aminokwas)

ok. 2-3 x LoD DELECJA chr5_112175751_CT_C APC 0,181 100,0 (87,9,
L1488fsTer19 (28/28) 100,0)

ok.2-3 x LoD DELECJA chr5_112175675_AAG_A APC 0,166 100,0 (91,2,
S1465WfsTer3 (40/40) 100,0)

ok. 2-3 x LoD INSERCJA  chr5_112175951_G_GA APC 0,227 100,0 (89,3,
T1556NfsTer3 (32/32) 100,0)

ok.2-3 x LoD INSERCJA  chr5_112175675_A_AAG APC S1465fs*9 0,100 100,0 (92,6,
(48/48) 100,0)

<2 x LoD INSERCJA  chr1_27024001_C_CG ARID1A 0,084 100,0 (51,0;
Q372fs*28 (4/4) 100,0)
ok.2-3 x LoD SNV chr7_140453136_A_T BRAF V60O0E 0,045 91,3 (79,7,

(42/46) 96,6)
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Obserwowan Wariant .
. wowany Rodzaj Wariant docelowy ! Srednia PPC (%) 95%
poziom ) docelowy
. wariantu (nukleotyd) ) VAF?2 (n/N) CPB
wariantu’ (aminokwas)
ok.2-3 x LoD DELECJA chr7_55242465_ EGFRE746_ 0,112 100,0 (92,3,
GGAATTAAGAGAAGCA_ A750del (46/46) 100,0)
G
ok.2-3 x LoD SNV chr7_55259515_T_G EGFR L858R 0,045 100,0 (90,8,
(38/38) 100,0)
ok.2-3 x LoD DELECJA chr22_41574678_GC_G EP300 0,245 100,0 (92,0,
H2324fs*29 (44/44)  100,0)
ok.2-3 x LoD INSERCJA  chr17_37880981_A_ ERBB2 Y772_ 0,075 100,0 (90,4,
AGCATACGTGATG A775dup (36/36) 100,0)
ok. 2-3 x LoD SNV chr2_209113112_C_T IDHTR132H 0,155 100,0 (90,4,
(36/36) 100,0)
ok.2-3 x LoD MNV chr12_25398284_CC_AT  KRAS G12I 0,11 100,0 (90,8,
(38/38) 100,0)
ok.2-3 x LoD INSERCJA  ¢chr9.139399350_C_CG NOTCH1 0,146 100,0 (92,6,
R1598fs*12 (48/48) 100,0)
ok.2-3 x LoD DELECJA chr10_89720798_ PTEN T319fs*1 0,157 100,0 (92,0,
GTACT_G (44/44)  100,0)
<2 x LoD INSERCJA  chr17_7578470_C_ TP53 P152_ 0,157 100,0 (34,2,
CGGGCGG P153dup (2/2) 100,0)
ok.2-3 x LoD INSERCJA  ¢chr17_7574029_C_ TP53 0,154 100,0 (92,6,
CGGAT R333HfsTer5 (48/48) 100,0)
TPoziom wariantu obliczony na podstawie $redniej obserwowanej czestosci allelu wariantowego.
2 Srednia czesto$é allelu wariantowego obliczona na podstawie obserwowanych wynikéw testu.
395% dwustronny przedziat ufnosci obliczono metoda punktacji Wilsona.
PNC wynosity 100% dla matych wariantow DNA.
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Tabela 60 przedstawia analize sktadowych wariancji wynikéw VAF dla kazdego zrédta zmiennosci i zmiennosci
catkowitej we wszystkich prébkach panelu z docelowymi matymi wariantami DNA.

Tabela 60 Analiza sktadowych wariancji VAF dla docelowych matych wariantow DNA

. . . , SD dla dnia .. SD dla X
Wariant docelowy N Srednia SD dla osrodka SD dla operatora (o$rodka SD dla partii B Catkowite SD
(nukleotyd) VAF (%CV) (osrodka) (%CV) operatora) (%CV) (%CV) (%CV) (%CV)
chr2_209113112_C_T 36 0,155 0,008 (4,9) 0,006 (4,1) 0,034 (22,1) 0,000 (0,0) 0,016 (10,2) 0,039 (25,2)
chr4_153332910_C_ 44 0,130 0,000 (0,0) 0,000 (0,0) 0,013 (10,3) 0,014 (11,1) 0,008 (6,1) 0,021(16,3)
CAGG
chr5_112175675_A_AAG 48 0,100 0,000 (0,0) 0,000 (0,0) 0,010 (10,4) 0,003 (2,9) 0,003 (3,3) 0,011 (11,3)
chr5_112175675_AAG_A 40 0,166 0,000 (0,0) 0,000 (0,0) 0,024 (14,2) 0,000 (0,0) 0,011 (6,7) 0,026 (15,7)
chr5_.112175751_CT_C 28 0,181 0,000 (0,0) 0,000 (0,0) 0,029 (15,8) 0,019 (10,8) 0,008 (4,7) 0,036 (19,7)
chr5_112175751_CTTTA_. 46 0,155 0,000 (0,0) 0,009 (5,6) 0,023 (14,9) 0,015 (9,7) 0,008 (5,5) 0,030 (19,4)
C
chr5_112175951_G_GA 32 0,227 0,000 (0,0) 0,006 (2,5) 0,034 (15,1) 0,000 (0,0) 0,011 (4,9) 0,036 (16,1)
chr7_55242465_ 46 0,112 0,000 (0,0) 0,004 (3,8) 0,015 (13,7) 0,005 (4,1) 0,008 (6,9) 0,018 (16,3)
GGAATTAAGAGAAGCA_
G
chr7_55259515_T_G 38 0,045 0,003 (6,0) 0,000 (0,0) 0,012 (27,3) 0,000 (0,0) 0,003 (6,8) 0,013 (28,8)
chr7_140453136_A_T 46 0,045 0,000 (0,0) 0,000 (0,0) 0,016 (34,9) 0,000 (0,0) 0,006 (12,2) 0,017 (36,9)
chr7_140453136_AC_TT 46 0,130 0,000 (0,0) 0,004 (2,9) 0,017 (13,4) 0,003 (2,6) 0,006 (4,9) 0,019 (14,8)
chr9_139399350_C_CG 48 0,146 0,015 (10,2) 0,000 (0,0) 0,012 (8,2) 0,000 (0,0) 0,004 (2,8) 0,020 (13,4)
chr10_89720798_GTACT_ 44 0,157 0,000 (0,0) 0,003 (2,0) 0,021(13,6) 0,002 (1,6) 0,010 (6,4) 0,024 (15,3)
G
chr12_25398284_CC_AT 38 0,11 0,000 (0,0) 0,000 (0,0) 0,019 (16,8) 0,003 (2,5) 0,008 (7,3) 0,020 (18,5)
chr17_7574002_CG_C 44 0,158 0,007 (4,2) 0,000 (0,0) 0,021(13,5) 0,013 (8,6) 0,013 (8,2) 0,029 (18,4)
chr17_7574029_C_ 48 0,154 0,000 (0,0) 0,000 (0,0) 0,017 (11,0) 0,006 (3,8) 0,010 (6,6) 0,021 (13,4)
CGGAT
chr17_37880981_A_ 36 0,075 0,013 (16,9) 0,006 (8,1) 0,013 (16,7) 0,000 (0,0) 0,004 (4,7) 0,019 (25,5)
AGCATACGTGATG
chr22_41574678_GC_G 44 0,245 0,006 (2,4) 0,002 (0,6) 0,019 (7,9) 0,000 (0,0) 0,005 (2,1) 0,021 (8,6)

Dla dwdch docelowych matych wariantdw DNA liczba obserwaciji byta zbyt mata, aby mozna byto dopasowac¢ model
sktadowych wariancji. W przypadku tych dwéch docelowych wariantdw catkowite SD wynosity 0,027 w przypadku
wariantu chr1_.27024001_C_CG oraz 0,001 w przypadku wariantu chr17_7578470_C_CGGGCGG.
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Amplifikacje genow

W Tabela 61 przedstawiono PPC dla amplifikacji docelowych genéw. PPC wynosity 100,0% w przypadku MET
oraz 100,0% w przypadku ERBB2.

Tabela 61 PPC testu TSO Comprehensive (EU) w przypadku wykrywania amplifikacji genéw w prébkach
tworzgcych potgczony panel sekwencji docelowych

Srednia
Obserwowany ) i
] Wariant obserwowana Procent rozpoznan
poziom .. . 95% CI®
. ] docelowy krotnos¢ dodatnich (%)
wariantu S
zZmiany
ok.2-3 x LoD MET 514 100,0 (48/48) (92,6,100,0)
ok.2-3 x LoD ERBB2 2,33 100,0 (47/47) (92,4,100,0)

T Poziom wariantu obliczono na podstawie $redniej obserwowanej krotnosci zmiany.
2 Srednia krotno$¢ zmiany obliczono na podstawie obserwowanych wynikéw testu.
3 95% dwustronny przedziat ufnosci obliczono metoda punktacji Wilsona.

Wsrod amplifikacji gendw PNC wynosity 100%.

Tabela 62 przedstawia analize sktadowych wariancji wynikdw krotnosci zmiany dla kazdego Zrdodta zmiennosci
i zmiennosci catkowitej we wszystkich préobkach panelu z amplifikacjami docelowych gendw.

Tabela 62 Analiza sktadowych wariancji krotnosci zmiany dla amplifikacji docelowych gendw

Srednia SDdla SD dla dnia SD dla
Wariant N Krotnodd SD dla osrodka  operatora (osrodka, SD dla partii rzebieau Catkowite SD
docelowy X (%CV) (osrodka) operatora) (%CV) P 9 (%CV)
zmiany (%CV)
(%CV) (%CV)
ERBB2 47 2,33 0,02 (0,6) 0,01(0,4) 0,02 (0,9) 0,01(0,4) 0,01(0,5) 0,03 (1,3)
MET 48 5,14 0,05 (1,0) 0,12 (2,4) 0,14 (2,6) 0,00 (0,0) 0,03 (0,6) 0,19 (3,7)
MSI
Nr dokumentu: 200007789, wer. 08 1232154
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Tabela 63 przedstawia PPC dla docelowych prébek panelu wykazujgcych MSI-High. PPC wynosity 100% dla

obu prébek panelu wykazujgcych MSI-High.

Tabela 63 PPC testu TSO Comprehensive (EU) w przypadku wykrywania statusu MSI-High w prébkach

potgczonego panelu docelowego

Prébka panelu :Arseﬁlni LR N

TPSBD4 60,5 36
TPSBD6 55,7 32
Wszystkie probki 68

' Sredni obserwowany wynik MSI obliczony na podstawie obserwowanych wynikéw testu.

295% dwustronny przedziat ufnosci obliczono metodg punktacji Wilsona.

Procent rozpoznan
dodatnich (%)

100,0 (36/36)
100,0 (32/32)
100,0 (68/68)

95% CI?

(90,4,100,0)
(89,3,100,0)
(94,7,100,0)

Tabela 64 przedstawia analize sktadowych wariancji dla wyniku MSI dla kazdego Zrddta zmiennosci
i zmiennosci catkowitej we wszystkich prébkach panelu o docelowym statusie MSI-High.

Tabela 64 Analiza sktadowych wariancji wyniku MSI dla prébek panelu o docelowym statusie MSI-High

) SDdla
(%CV)
TPSBD4 36 60,5 0,0 (0) 0,0 (0)
TPSBD6 32 55,7 0,0 (0) 1,3 (2)
TMB

SD dla dnia

(osrodka,

operatora)
(%CV)

2,1(3)
1,0 (2)

SD dla partii

(%CV)

0,0 (0)
0,8 (1)

SD dla

przebiegu Catkowite SD
(%CV) (%CV)

213 3009

2,9 (5) 3,4 (6)

Aby oceni¢ odtwarzalnos¢ wynikéw TMB, przeprowadzono ilo$ciowg analize wyniku w przypadku docelowych
prébek panelu TMB, ktére reprezentowaty zakres oczekiwanych wynikéw TMB. Tabela 65 przedstawia analize
sktadowych wariancji wynikéw TMB dla kazdego zrédta zmiennosci i zmiennosci catkowitej w prébkach panelu
TMB. Catkowite SD dla wyniku TMB wynosity 1,0 (%CV = 13) w przypadku jednej z prébek panelu ($redni wynik
TMB =7,6)i1,1(%CV = 2) w przypadku innej prébki tego panelu (Sredni wynik TMB = 63,2).

Tabela 65 Analiza sktadowych wariancji wyniku TMB dla prébek panelu, docelowych pod katem TMB

) SDdla
proapanens N Srednwnk sDdsoirodia - operator
(%CV)
TPSBD3 28 7,6 0,2(2) 0,0 (0)
TPSBD4 44 63,2 0,3(1 0,6 (1)

SD dla dnia

(osrodka,
operatora)
(%CV)

0,8 (10)
0,4 (1)

SD dla partii

(%CV)

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

SD dla

przebiegu Catkowite SD
(%CV) (%CV)
07(M  11(2)

* W wypadku jednej prébki panelu TMB liczba obserwacji byta zbyt mata (N = 2), aby mozna byto dopasowaé model
sktadowych wariancji. W przypadku tej prébki panelu catkowite SD wynosito 1,7.

Nr dokumentu: 200007789, wer. 08
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Warianty RNA

Tabela 66 przedstawia PPC dla docelowych wariantdw RNA. PPC miescity sie w zakresie od 91,7% dla KIF5B-
RET do 100% dla wiekszosci wariantow RNA.
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Tabela 66 PPC testu TSO Comprehensive (EU) w przypadku wykrywania wariantéw RNA w prébkach

potgczonego panelu docelowego

Obserwowany
poziom
wariantu’

>3 x LoD

ok.2-3 x LoD

Nr dokumentu: 200007789, wer. 08

Rodzaj
wariantu

Fuzja

Fuzja

Fuzja

Fuzja

Fuzja

Fuzja

Fuzja

Fuzja

Fuzja

Fuzja

Fuzja

Fuzja

Fuzja

Fuzja

Fuzja

Wariant
docelowy

ACPP-ETV1

BCL2-IGHJ5

CD74-

ROS1,GOPC

EGFR-GALNT13

EML4-ALK

PAX3-FOXO1

SPIDR-NRG1

DHX8;ETV4-

STAT3

ESR1-CCDC170

FGFR1-GSR

FGFR2-SRPK2

FGFR3-TACC3

HNRNPUL1-AXL

MKRN1-BRAF

TMPRSS2-ERG

Srednia odczytow
potwierdzajacych?

44,7
124,9
56,6
49,8
49,3
70,1
51,5
48,9
45,1
61,1
53,4
53,5
58,0
33,4

43,5

DO STOSOWANIA W DIAGNOSTYCE IN VITRO. WYLACZNIE NA EKSPORT.

PPC (%)

95% CI®
(n/N)
100,0 (92,3,
(46/46) 100,0)
100,0 (92,3,
(46/46) 100,0)
100,0 (92,6,
(48/48) 100,0)
100,0 (92,3,
(46/46) 100,0)
100,0 (92,6,
(48/48) 100,0)
100,0 (92,6,
(48/48) 100,0)
100,0 (92,6,
(48/48) 100,0)
100,0 (92,3,
(46/46) 100,0)
100,0 (92,3,
(46/46) 100,0)
100,0 (92,3,
(46/46) 100,0)
100,0 (92,6,
(48/48) 100,0)
100,0 (92,6,
(48/48) 100,0)
100,0 (92,6,
(48/48) 100,0)
100,0 (92,6,
(48/48) 100,0)
97,9 (89,1, 99,6)
(47/48)
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Obserwowan p
. wowany Rodzaj Wariant Srednia odczytow PPC (%) o 13

poziom wariantu docelowy potwierdzajacych?  (n/N) 95% Cl

wariantu’

<2 x LoD Fuzja KIF5B-RET 11,6 91,7 (44/48) (80,4, 96,7)
Fuzja RAF1-VGLL4 15,9 100,0 (92,3,

(46/46) 100,0)

>3 x LoD Wariant EGFR vlil 64,0 100,0 (92,3,
splicingowy (46/46) 100,0)

ok. 2-3 x LoD Wariant MET exon 14 61,2 100,0 (92,6,
splicingowy  skipping (48/48) 100,0)

T Poziom wariantu obliczono na podstawie $redniej obserwowanych odczytéw potwierdzajacych.
2 Srednig odczytéw potwierdzajgcych obliczono na podstawie obserwowanych wynikéw testu.
395% dwustronny przedziat ufnosci obliczono metodg punktacji Wilsona.

PNC wynosit 100% dla kazdego docelowego wariantu RNA, z wyjatkiem fuzji FGFR2-SRPK2 (PNC = 99,60%
(984/988; 95% Cl: 98,96% do 99,84%)).
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Tabela 67 przedstawia analize sktadowych wariancji wynikéw odczytéw potwierdzajgcych dla kazdego zrodta
zmiennosci i zmiennosci catkowitej we wszystkich probkach panelu z docelowymi wariantami RNA.

Tabela 67 Analiza sktadowych wariancji odczytéw potwierdzajgcych dla docelowych wariantéw RNA

SDdla SD dla dnia
. X , SDdla , " SDdla .
. Srednia odczytow . operatora (o$rodka, SD dla partii X Catkowite SD
Wariant docelowy . ; osrodka ) przebiegu
potwierdzajacych (osrodka) operatora) (%CV) (%CV)
(%CV) (%CV)
(%CV) (%CV)
ACPP-ETV1 46 44,7 10,38 (23) 0,00 (0) 13,01 (29) 5,90 (13) 2,28 (5) 17,80 (40)
BCL2-IGHJ5 46 124,9 38,22 (31) 13,24 (11) 29,08 (23) 9,51(8) 8,30 (7) 51,39 (41)
CD74- 48 56,6 0,00 (0) 3,98 (7) 17,18 (30) 0,00 (0) 3,00 (5) 17,89 (32)
ROS1;,GOPC
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)
KIFSB-RET 48 11,6 0,89 (8) 0,00 (0) 3,97 (34) 1,44 (12) 1,09 (9) 4,45 (38)
MKRN1-BRAF 48 33,4 6,98 (21) 8,19 (25) 13,02 (39) 6,63 (20) 4,00 (12) 18,58 (56)
PAX3-FOXO1 48 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)
Wariant 46 64,0 12,70 (20) 0,42 (1) 17,69 (28) 0,00 (0) 2,34 (4) 21,90 (34)
splicingowy EGFR
vill
Wariant 48 61,2 11,42 (19) 3,43 (6) 19,84 (32) 7,55 (12) 2,10 (3) 24,43 (40)

splicingowy MET
z pominigtym
eksonem 14

Precyzja wewnatrzaboratoryjna

Przeprowadzono dwa badania w celu oceny wewnatrzlaboratoryjnej precyzji testu TSO Comprehensive (EU).
W badaniu 1 oceniano fuzje NTRK i RET oraz mate warianty RET DNA. W badaniu 2 oceniano TMB i MSI.

Badanie 1

Precyzja wewnatrzlaboratoryjna zostata oceniona dla fuzji NTRK1-3 (glejaka niskiego stopnia zeztosliwienia,
glejaka wielopostaciowego, miesaka miofibroblastycznego, wydzielniczego raka sutka), fuzji RET (rak tarczycy
i tkanka skéry z nieznanym nowotworem) oraz matych wariantéw RET DNA (rak rdzeniasty tarczycy)

w tkankach FFPE ze wskazanymi nowotworami. Kazda probka zostata przetestowana na dwéch poziomach
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wariantéw: ok. 1x LoD (niski poziom wariantu) oraz ok. 2-3x LoD (wysoki poziom wariantu), z wyjatkiem probki
zawierajgcej CCDCB-RET, ktéra byta testowana tylko na niskim poziomie wariantu. Kazdg z prébek na kazdym
poziomie testu analizowano w dwéch powtdrzeniach dla kazdego przygotowania biblioteki przez trzech (3)
operatoréw. Kazdy operator rozpoczynat przygotowywanie biblioteki w trzech (3) nienastepujgcych po sobie
dniach i wykonywat sekwencjonowanie na trzech (3) wyznaczonych aparatach NextSeq 550Dx. Przetestowano
trzy (3) partie odczynnikéw, co pozwolito wygenerowac 54 obserwacje na kazdym poziomie. W przypadku
niektérych poziomdéw uzyskano mniej niz 54 obserwacje z powodu nieprawidtowych bibliotek.

Analiza jakosciowa

Jakos$ciowa zgodnos¢ rozpoznawania wariantéw zostata oceniona oddzielnie dla dwdch poziomdéw wariantéw
dla danego wariantu na podstawie spulowanych obserwacji wéréd wszystkich zmiennych (operatorzy, partie
odczynnikéw, aparaty, dnii powtdrzenia). Odsetek rozpoznan dodatnich (PPC) i odsetek rozpoznan ujemnych
(PNC) oraz powigzany dwustronny 95% przedziat ufnosci (metoda Wilsona) zostaty podsumowane w Tabela 68
(mate warianty DNA) oraz Tabela 69 (fuzje RNA).

Przy wysokim poziomie wariantu (ok. 2-3x LoD) test TSO Comprehensive (EU) wykazat 100% dla PPC i PNC
w przypadku wszystkich testowanych wariantow.

Przy niskim poziomie wariantu (ok. 1x LoD) PPC dla matych wariantéw DNA miescit sie w zakresie od 83,3% do
98,1%, a PPC dla fuzji RNA miescit sie w zakresie od 90,7% do 100%. W przypadku wariantéw z PPC <95%
Srednie wartosci VAF (RET C634Y i RET D898_E901del) lub odczyty potwierdzajgce (NCOA4-RET i BCAN-
NTRK1) wypadaty ponizej odpowiednich granic wykrywalnosci. Przy niskim poziomie wariantu 100% PNC
osiggnieto dla wszystkich wariantow.

Tabela 68 Wynikijakosciowe dla docelowych wariantow DNA

Poziom Rodzaj PPC (%) (n/N) PNC (%) (n/N)

. Wariant ; Srednia VAF
wariantu wariantu (95% CI) (95% ClI)
ok.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_ DELECJA 0,048 87,0 (47/54) 100,0 (215/215)
E901del (75,6, 93,6) (98,2,100,0)
RET C618R SNV 0,045 94,4 (51/54) 100,0 (215/215)
(84,9, 98,1) (98,2,100,0)
RET M918T SNV 0,042 96,2 (51/53) 100,0 (216/216)
(87,2, 99,0) (98,3,100,0)
RET D631_ DELECJA 0,056 98,1 (53/54) 100,0 (215/215)
L633delinsE* (90,2, 99,7) (98,2,100,0)
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Pozi j X PPC (% N PNC (% N
oz!om Wariant ROd,Zaj Srednia VAF (%) (n/N) (%) (n/N)
wariantu wariantu (95% ClI) (95% Cl)
ok. 3 x LoD RET C634Y MNV 0,095 100,0 (54/54) 100,0 (192/192)
(93,4,100,0) (98,0,100,0)
RET D898_ DELECJA 0,088 100,0 (54/54) 100,0 (192/192)
E901del (93,4, 100,0) (98,0,100,0)
RET C618R SNV 0,146 100,0 (54/54) 100,0 (192/192)
(93,4,100,0) (98,0,100,0)
RET M918 SNV 0,078 100,0 (52/52) 100,0 (194/194)
(93,1,100,0) (98,1,100,0)
RET D631_ DELECJA 0,161 100,0 (32/32) 100,0 (214/214)
L633delinsE* (89,3,100,0) (98,2,100,0)

* Zmiany nukleotyddw sg wymienione dla kazdego wariantu w czesci ,Granica wykrywalnosci” z wyjatkiem RET D631_
L633delinskE, wystepujgcego na chromosomie 10, w pozycji 43609940, odniesienie ACGAGCT, alternatywa A.
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Tabela 69 Woynikijakosciowe dla docelowych fuzji RNA

Poziom
wariantu

ok.1x LoD

Nr dokumentu: 200007789, wer. 08

Fuzja

TPM3-NTRK1

BCAN-NTRK1

LMNA-NTRK1

ETV6-NTRK2

ETV6-NTRK3

ETV6-NTRK3
(preparat FFPE
lini
komorkowej)

KANK1-NTRK3
NCOA4-RET
CCDC6-RET
KIFSB-RET

(probka 1)

KIF5B-RET
(prébka 2)

Srednia odczytow
potwierdzajacych
20,2
221
12,2
20,3

16,2

231

13,5
13,3
18,7
17,3

17,3

PPC (%) (n/N)
(95% ClI)
100,0 (54/54)
(93,4,100,0)
94,4 (51/54)
(84,9, 98,1)
98,1 (51/52)
(89,9,99,7)
100,0 (54/54)
(93,4,100,0)
100,0 (54/54)
(93,4,100,0)

98,1 (53/54)
(90,2,99,7)

100,0 (54/54)
(93,4,100,0)

90,7 (49/54)

(80,1, 96,0)

98,1 (53/54)
(90,2, 99,7)
95,4 (103/108)
(89,6, 98,0)
96,2 (51/53)
(87,2,99,0)

DO STOSOWANIA W DIAGNOSTYCE IN VITRO. WYLACZNIE NA EKSPORT.

PNC (%) (n/N)
(95% ClI)

100,0 (537/537)
(99,3,100,0)
100,0 (591/591)
(99,4,100,0)
100,0 (539/539)
(99,3, 100,0)

100,0 (591/591)
(99,4,100,0)

100,0 (537/537)
(99,3,100,0)

100,0 (591/591)
(99,4,100,0)
100,0 (537/537)
(99,3,100,0)
100,0 (591/591)
(99,4,100,0)

100,0 (430/430)
(99,1,100,0)

illumina
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Poziom .
] Fuzja

wariantu

ok. 2—- TPM3-NTRK1

3 x LoD
BCAN-NTRK1
LMNA-NTRK1
ETV6-NTRK2
ETV6-NTRK3
ETV6-NTRK3

(preparat FFPE
linii
komorkowej)

KANK1-NTRK3
NCOA4-RET
CCDC6-RET
KIF5B-RET
(prébka 1)
KIF5B-RET

(probka 2)

Analiza ilosciowa

Srednia odczytow
potwierdzajgcych
57,1
53,2
35,1
52,0
41,7

1

28,3

39,2
24,8
Nd.

43,8

44,6

PPC (%) (n/N)
(95% ClI)

100,0 (54/54)
(93,4,100,0)

100,0 (54/54)
(93,4,100,0)

99,0 (103/104)
(94,8, 99,8)

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 (54/54)
(93,4,100,0)

100,0 (54/54)
(93,4,100,0)

Nie badano

100,0 (54/54)
(93,4,100,0)

100,0 (53/53)
(93,2,100,0)

PNC (%) (n/N)
(95% ClI)

100,0 (481/481)
(99,2,100,0)
100,0 (535/535)
(99,3, 100,0)
100,0 (431/431)
(99,1,100,0)

100,0 (535/535)
(99,3,100,0)

100,0 (481/481)
(99,2,100,0)

100,0 (535/535)
(99,3,100,0)
100,0 (481/481)
(99,2,100,0)
100,0 (589/589)
(99,4,100,0)

100,0 (428/428)
(99,1,100,0)

illumina

Przeprowadzono analize sktadowych wariancji warunkowej maksymalnej wiarygodnosci (REML) w celu oceny
catkowitej zmiennosci zasadniczej zmiennej ciggtej (VAF dla matych wariantéw DNA i odczyty potwierdzajgce
dla fuzji RNA) oraz oszacowania sktadowych precyzji [odchylenie standardowe (SD), wspdtczynnik zmiennosci
(CV)] dla kazdego zrédta zmiennosci [operatorzy, aparaty, dni, partie odczynnikdw, pozostatosci i tgczniel].
Wyniki przedstawiono w Tabela 70 dla matych wariantéw DNA i Tabela 71 dla fuzji RNA.

Zmiennos¢ VAF wzrastata wraz ze srednig zgodnie z oczekiwaniami dla proporcji dwumianowej. Zmiennos¢

odczytéw potwierdzajgcych wzrastata wraz ze $rednig, jak oczekiwano w przypadku danych zliczen.

Nr dokumentu: 200007789, wer. 08
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illumina

Komponent resztkowy w najwiekszym stopniu przyczyniat sie do catkowitej zmiennosci zaréwno matych
wariantow DNA, jak i fuzji RNA na obu poziomach, co potwierdza wniosek, ze wykrywanie tych wariantéw za
pomoca testu TSO Comprehensive (EU) jest wiarygodne, niezaleznie od operatoréw, partii, aparatéw i dni.

Tabela 70 llosciowe wyniki SD i CV dla docelowych matych wariantow DNA

Poziom VAF Wariant

ok.1x LoD RET D898_
E9O1del

RET C618R
RET M918T
RET C634Y

RET D631_
L633delinsE

ok.3 xLoD RET D898_
E9O1del

RET C618R
RET M918T
RET C634Y

RET D631_
L633delinsE

Rodzaj
wariantu

DELECJA

SNV

SNV

MNV
DELECJA

DELECJA

SNV

SNV

MNV
DELECJA

SD dla

waznych Srednia VAF operatora

prob
54

54
53
54
54

54

54
52
54
52

0,048

0,046
0,042
0,028
0,056

0,088

0,146
0,078
0,095
0,164

(%CV)
0,000 (0,0)

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

0,000 (0,0)

0,003 (1,7)
0,002 (3,1)
0,000 (0,0)
0,000 (0,0)

SD dla
aparatu
(%CV)

0,000 (0,0)

0,000 (0,0)
0,001 (3,0)
0,000 (0,0)
0,002 (3,0)

0,000 (0,0)

0,000 (0,0)
0,000 (0,0)
0,002 (2,5)
0,000 (0,0)

SD dla partii
(%CV)

0,000 (0,0)

0,000 (0,0)
0,000 (0,0)
0,001(3,3)
0,006 (11,6)

0,001 (1,4)

0,020 (13,7)
0,000 (0,0)
0,002 (2,1)
0,005 (3,0)

SD dla dnia
(%CV)

0,004 (8,7)

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

0,006 (7,0)

0,002 (1,1)
0,007 (9,1)
0,000 (0,0)
0,000 (0,0)

Tabela 71 llosciowe wyniki SD i CV dla fuzji RNA w sekwencjach docelowych

n SDdl
Poziom odczytéw . N waznych Srednia odczytow @
; - Fuzja ) ) } operatora
potwierdzajgcych prob potwierdzajgcych
(%CV)
ok.1x LoD TPM3-NTRK1 54 20,2 2,33(12)
BCAN-NTRK1 54 221 3,38 (15)
LMNA-NTRK1 52 12,2 1,36 (11)
ETV6-NTRK2 54 20,3 0,00 (0)
ETV6-NTRK3 54 16,2 2,28 (14)
ETV6-NTRK3 54 231 4,55 (20)
(linia
komdrkowa)
KANK1- 54 13,5 0,74 (5)
NTRK3

NCOA4-RET 54 13,3 1,67 (13)
CCDCG6-RET 54 18,7 0,00 (0)
KIF5B-RET 108 17,3 2,11 (12)

(prébka 1)
KIFSB-RET 53 17,3 2,05(12)

(prébka 2)

Nr dokumentu: 200007789, wer. 08

SDdla
aparatu
(%CV)

0,94 (5)
1,41 (6)
1,25 (10)
3,18 (16)
2,36 (15)
1,18 (5)

0,11 (1)

0,00 (0)
1,14 (6)
2,50 (14)

3,72 (22)

SD dla partii  SD dla dnia

(%CV)

3,31(16)
1,78 (8)
1,59 (13)
4,36 (21)
2,17 (13)
0,00 (0)

1,09 (8)

0,00 (0)
5,44 (29)
2,89 (17)

3,65 (21)
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(%CV)

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)

Resztkowe
SD (%CV)

0,014 (30,0)

0,014 (31,3)
0,011 (25,6)
0,009 (30,7)
0,010 (18,5)

0,017 (19,2)

0,018 (12,6)
0,018 (23,1)
0,014 (15,0)
0,020 (12,1)

Resztkowe
SD (%CV)
5,70 (28)
6,03 (27)
4,74 (39)
8,30 (41)
4,65 (29)
6,73 (29)

4,22 (31)

5,09 (38)
6,17 (33)
7,09 (41)

5,95 (34)

Catkowite SD
(%CV)

0,015 (31,2)

0,014 (31,3)
0,011 (25,7)
0,009 (30,9)
0,012 (22,0)

0,018 (20,5)

0,027 (18,7)
0,020 (25,0)
0,015 (15,3)
0,020 (12,4)

Catkowite
SD (%CV)
7,10 (35)
7,28 (33)
5,33 (44)
9,90 (49)
6,10 (38)
8,21(36)

4,42 (33)

5,61 (42)
8,30 (44)
9,04 (52)

8,52 (49)
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SD dla SDdla

Poziom odczytéw i N waznych Srednia odczytow el i SD dla partii SDdladnia Resztkowe  Catkowite
twierdzaj h 5b twierdzaj h %CV. %CV SD (%CV SD (%CV
potwierdzajgcyc pré potwierdzajgcyc %CV) (%CV) ( ) ( ) ( ) ( )
2-3 x LoD TPM3-NTRK1 54 57,1 11,21 (20) 1,18 (2) 5,68 (10) 2,03 (4) 1,86 (21) 17,44 (31)
BCAN-NTRK1 54 53,2 8,22 (15) 0,76 (1) 5,59 (11) 2,89 (5) 1,34 (21) 15,37 (29)
LMNA-NTRK1 104 351 1,47 (4) 5,92 (17) 8,11(23) 2,92 (8) 10,69 (30) 15,03 (43)
ETV6-NTRK2 54 52 0,00 (0) 4,07 (8) 7,07 (14) 5,72 (11) 12,91 (25) 16,31 (31)
ETV6-NTRK3 54 41,7 7,16 (17) 0,40 (1) 6,40 (15) 0,00 (0) 10,74 (26) 14,41 (35)
ETV6-NTRK3 54 28,3 7,93 (28) 1,02 (4) 0,00 (0) 0,00 (0) 9,05 (32) 12,08 (43)
(linia
komdrkowa)
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 4,15 (9) 0,96 (2) 12,57 (29) 6,52 (15) 15,23 (35) 21,23 (48)
(prébka 1)
KIF5B-RET 53 44,6 537 (12) 4,97 (11) 13,73(31) 0,00 (0) 12,41(28) 19,90 (45)
(prébka 2)
Badanie 2

Precyzje wewnatrzlaboratoryjng oceniono dla TMB i MSI. Do oceny precyzji na réznych poziomach w catym
zakresie wynikow wykorzystano pie¢ probek NSCLC FFPE DNA w przypadku TMB i siedem préobek CRC FFPE
w przypadku MSI, w tym zaréwno prébki wykazujgce stabilnosé mikrosatelitarng (MS-Stable), jak i wysoka
niestabilno$¢ (MSI-High). Kazda z prébek byta badana w dwdch powtdrzeniach przez trzech (3) operatoréw
w ciggu trzech (3) dni dla trzech (3) bibliotek i trzech (3) partii odczynnikdw przy uzyciu trzech (3) aparatow
NextSeq 550Dx, co pozwolito wygenerowaé 54 obserwacje na kazdym poziomie.

Zgodnos¢ jakosciowa oceniano w przypadku statusu MSI. Test TSO Comprehensive (EU) wykazat 100%
zgodnos¢ dla procentu rozpoznan dodatnich i procentu rozpoznan ujemnych w przypadku statusu MSI.
W przypadku TMB test TSO Comprehensive (EU) zgtasza wynik TMB; zgodnos¢ jakosciowa nie ma
zastosowania.

Catkowitg zmiennos¢ wynikéw TMB i MSI, wraz z udziatem danego Zrddta (aparaty, operatorzy, partie, dnii
komponenty rezydualne), okreslono ilosciowo przy uzyciu modelu sktadowych wariancji w szerokim zakresie
wynikéw. Odchylenie standardowe (SD) oraz wspotczynnik zmiennosci (CV) przedstawiono w Tabela 72

w przypadku TMB i Tabela 73 w przypadku MSI w podziale na poziomy. W przypadku niektérych pozioméw
uzyskano mniej niz 54 obserwacje z powodu nieprawidtowych bibliotek.

Tabela 72 Wyniki SD i CV dlailosciowego wyniku TMB

SD dla

Poziom Sredni wynik N waznych S—— SD dla aparatu SD dla partii SD dla dnia Resztkowe SD  Catkowite SD
TMB prob g (%CV) (%CV) (%CV) (%CV) (%CV)
(%CV)
L1 0,3 52 0,00 (0) 0,06 (23) 0,00 (0) 0,08 (30) 0,40 (146) 0,41 (1517)
L2 8,4 53 0,00 (0) 0,14 (2) 0,00 (0) 0,00 (0) 0,71(8) 0,73 (9)
L3 15,1 54 0,00 (0) 0,00 (0) 0,20 (1) 0,00 (0) 1,16 (8) 1,18 (8)
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. SDdl
Poziom Sredni wynik N waznych o eratoara SD dla aparatu SD dla partii SD dla dnia Resztkowe SD Catkowite SD
TMB préb P (%CV) (%CV) (%CV) (%CV) (%CV)
(%CV)
L4 20,3 53 0,00 (0) 0,00 (0) 0,06 (0) 0,00 (0) 0,56 (3) 0,57 (3)
L5 42,3 54 0,00 (0) 0,00 (0) 0,15 (0) 0,00 (0) 1,37 (3) 1,38 (3)

Tabela 73 Wyniki SD i CV dla ilosciowego wyniku MSI

. Dl
. Sredniwynik N waznych SD operatora Sbdia SD dlapartii  SDdladnia Resztkowe Catkowite SD
Status MSI Poziom , aparatu
MSI (%) prob (%CV) i (%CV) (%CV) SD (%CV) (%CV)
Stabilnogé L1 0,80 53 0,35 (43) 0,00 (0) 0,15 (18) 0,00 (0) 0,52 (66) 0,64 (81)
mikrosatelitarna L2 5,90 53 0,47 (8) 0,00 (0) 0,84 (14) 0,00 (0) 1,26 (21) 1,58 (27)
Wysoka L3 48,68 53 0,19 (0) 0,00 (0) 0,00 (0) 1,19 (2) 2,48 (5) 2,76 (6)
niestabilnosc L4 56,85 54 1,66 (3) 0,00 (0) 1,92 (3) 0,00 (0) 3,07 (5) 3,98 (7)
mikrosatelitarna
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)

Zmiennos¢ wynikéw TMB ma tendencje do wzrostu wraz ze $rednig, jak oczekiwano na podstawie
teoretycznych rozktadéw danych zliczen. Zmiennos¢ wynikéw MSI w przypadku pozioméw zblizonych do
wyniku MSI = 50 jest wigksza niz zmiennos¢ wynikéw MSI blizsza 0 lub 100, zgodnie ze zmiennoscig
teoretycznych rozktaddéw danych proporcji. Komponent resztkowy pozostat najistotniejszym czynnikiem
wptywajgcym na catkowitg wariancje zaréwno w przypadku wynikéw MSI, jak i TMB, co potwierdza wniosek, ze
wyniki sg wiarygodne niezaleznie od operatorow, partii, aparatow i dni. Jednakze, poniewaz zaréwno MSI, jak
i TMB sg ztozonymi markerami biologicznymi, wydajnos¢ analityczna moze sie rézni¢ pomiedzy prébkami.
Oznacza to, ze zmiennos¢ TMB zalezy nie tylko od wartosci samego TMB, ale takze od sktadu wariantow

w prébce, tj. typu wariantu (SNV, polimorfizm typu indel), i poziomu VAF (blisko$¢ punktu odciecia wtgczenia).
Podobnie zmiennos¢ MSI zalezy nie tylko od wartosci MSI, ale takze od sktadu miejsc w probce, tj. od liczby
miejsc, ktére sg niestabilne i stopnia niestabilnosci w danym miejscu.

Wartosci C5i C95 w okolicy punktu odciecia wynoszgcego 20,00% zostaty ustalone dla MSI za pomocg profilu
precyzji (Tabela 74).
Tabela74 Przedziat C5-C95 dla MSI

Wynik C5 C95

MSI 1717% 23,32%

Oceniono wptyw odsetka komdrek nowotworowych na wyniki TMB i MSI. W przypadku wiekszosci probek
odsetek komorek nowotworowych =30% miat nieistotny wptyw na wyniki TMB powyzej okoto 10 mutacji na
milion par zasad. Wyniki TMB pozostawaty wzglednie niezmienione przy rosngcym odsetku komorek
nowotworowych. W przypadku probek o wysokiej niestabilnosci mikrosatelitarnej odsetek komaérek
nowotworowych charakteryzowat sie dodatnig, liniowa korelacjg z wynikiem MSI. Prébki o wysokiej
niestabilnos$ci mikrosatelitarnej pozostawaty przecietnie MSI-High, kiedy odsetek komdérek nowotworowych
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wynosit 230%. Probki endometrium zachowywaty sie wyraznie inaczej niz pozostate prébki innych typdw
tkanek i stwierdzono, ze do rozpoznania ich jako MSI-High potrzebna jest wieksza zawarto$¢ komaorek
nowotworowych.

Doktadnos¢ profilowania nowotworu

Wykrywanie wariantéw za pomoca testu TSO Comprehensive (EU) poréwnano z wynikami uzyskanymi
metodami referencyjnymi. Wykrywanie matych wariantéw DNA i TMB poréwnano z wynikami uzyskanymi
zewnetrzng zwalidowang metodg NGS catego eksomu. Amplifikacje genéw poréwnano z wynikami uzyskanymi
tg samg metodg NGS catego eksomu lub zwalidowang metoda podwadjnej hybrydyzaciji in situ (DISH) dla
amplifikacji HER2. MSI oceniano na podstawie zwalidowanego testu MSI-PCR. Warianty splicingowe RNA
poréwnano ze zwalidowang metodg ilosciowej PCR (QPCR). Fuzje ROS1i ALK poréwnano ze zwalidowanymi
testami FISH. Wszystkie inne fuzje poréwnano z metodg ztozong sktadajgcy sie ze zwalidowanego testu NGS
catego eksomu RNA (RNGS1), docelowego panelu NGS (RNGS2) i emulsyjnej PCR (ddPCR).

Wykrywanie matych wariantow DNA

Wykrywanie matych wariantéw DNA za pomocg testu TSO Comprehensive (EU) poréwnano z wynikami
sekwencjonowania catego eksomu (WES), w ktérej to metodzie wykorzystuje sie dopasowane pary probek
tkanek prawidtowych i prébek nowotworu do rozpoznania matych wariantéw w linii germinalnej i matych
wariantéw somatycznych. Poréwnanie pomiedzy matymi wariantami, sktadajgcymi sie z substytucji
pojedynczego nukleotydu (SNV), insercji i delecji, byto oparte na 124 prébkach z 14 réznych typow tkanek,
ktére byty wazne zaréwno dla testu TSO Comprehensive (EU), jak i metody WES. TSO Comprehensive (EU),

a nie test WES, moze wykry¢ warianty wielonukleotydowe (MNVs, 2-3 bp), co wymaga fazowania. TSO
Comprehensive (EU) MNV oceniano jako pojedyncze SNV wzgledem metody WES. Podsumowanie zgodnosci
na poziomie wariantow, w tym procentowg zgodnos$¢ wynikéw dodatnich (PPA) i procentowg zgodnosé
wynikéw ujemnych (NPA) dla wszystkich rozpoznan wariantéw przedstawiono w Tabela 75.
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Tabela 75 Podsumowanie zgodnosci dla rozpoznan matych wariantéw ocenianych na podstawie statusu
linii germinalnej lub statusu linii somatycznej

WES, linia somatyczna,
rozpoznanie

TSO 382 33163 426
Comprehensive
(EU) rozpoznanie

WES Germline Called WES, brak rozpoznania

TSO 69 61 70 000 481

Comprehensive

(EU) brak

rozpoznania

tacznie 451 33224 70 000 907

Procent wynikow PPA: PPA: NPA:

zgodnych 85% (382/451), > 99% (33163/33 224) > 99%

95% CI: [81%, 87%] 95% ClI: [99,8%, 99,9%] (70000 481/70 000 907)

95% CI: [99,999%,
99,999%]

tacznie test TSO Comprehensive (EU) rozpoznat 426 wariantéw, ktére nie zostaty wykryte metodg WES.
Dwiescie cztery (48%) sposrod tych wariantdw cechowata czestos¢ allelu wariantowego ponizej progu
rozpoznania metodg WES. W przypadku pozostatych potencjalnych wariantéw fatszywie dodatnich istniaty
dowody na rozpoznanie wariantu metodg WES z niskim poparciem. Ponadto w przypadku wielu wariantéw
poziom swiadectw w metodzie WES byt bardzo niski w dopasowanych prébkach prawidtowych. Sugeruje to, ze
warianty te zostaty przez WES pominiete w prébkach nowotworowych z powodu zanieczyszczenia probek
prawidtowych utkaniem nowotworowym.
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Wykrywanie obcigzenia mutacyjnego komdrek nowotworowych

Zgodnos¢ TMB okreslono poprzez porédwnanie wynikéw TMB (mutacje somatyczne/milion par zasad) pomiedzy
metodg WES i TSO Comprehensive (EU) dla 124 prébek, dla ktérych byty dane dostepne uzyskane zaréwno
testem TSO Comprehensive (EU), jak i WES. Analiza metoda regresji liniowej z WES jako czynnikiem
predykcyjnym wykazata wartos¢ wyrazu wolnego wynoszacg 2,53, wspotczynnika nachylenia 0,89

i wspoétczynnika korelacji Pearsona 0,94 (Rysunek 3).

Rysunek 3 Korelacja wynikéw TMB miedzy WES a TSO Comprehensive (EU)

==~ y = 0,88549x + 2,52898
— y=X

140
130
120
110
100
90
80
70
60
50 /
40 ya
30 '
20
10 | #4°
0 |

o O O O O OO O O O O ©O O
— N M < 1N O N 00 O O —

Wynik TMB TSO

120
130
140

Wynik TMB WES

Wykrywanie amplifikacji genow

Wykrywanie amplifikacji genéw w tescie TSO Comprehensive (EU) pordwnano z wynikami tego samego testu
WES przy uzyciu prébek guzéw dopasowanych do prébek prawidtowych lub prébek zawierajgcych tylko
materiat guza. Ogdtem analizg objeto 420 probki, z ktérych w przypadku 183 uzyto metody ortogonalnej guz-
tkanka prawidtowa, a w przypadku 237 uzyto metody dotyczgcej wytgcznie guza. Sposrod 420 prébek do
badania wybrano 50 probek, poniewaz byty one amplifikacyjne z wynikiem dodatnim z TSO Comprehensive
(EU) lub oznaczeniem poprzednika. Wydajnos$¢ tych scharakteryzowanych préobek dostosowano przy uzyciu
sredniej czestosci wystepowania fuzji. Potgczona wydajnosé w scharakteryzowanych i niecharakteryzowanych
probkach wykorzystywata $rednig wazong odwrdcong wariancje. Probki pochodzity z 14 typow tkanek i
zawieraty amplifikacje 55 genow. TSO Comprehensive (EU) raportuje amplifikacje genéw MET i ERBB2.
Jednakze doktadnos$¢ zostata oceniona w przypadku wszystkich 55 gendéw. Podsumowanie rozpoznan
amplifikacji genéw przedstawiono w Tabela 76.
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Tabela 76 Podsumowanie zgodnosci dla amplifikacji genéw
PPA (95% CI*) NPA (95% CI*)
88,80% (84,61,92,43) 99,02% (98,93, 99,12)

* Przedziat ufnosci obliczony metoda bootstrap.

Amplifikacje ERBB2 (HER2) w tkankach zotgdka i sutka analizowano niezaleznie od innych amplifikacji genéw
metodg podwadjnej hybrydyzacji in situ (DISH). Ltacznie przebadano 116 prébek tkanek sutka i zotgdka, z ktérych
64 zostaty wczesniej scharakteryzowane jako pozytywne pod wzgledem HER2 technikg IHC lub FISH.

W przypadku jednej prébki doszto do niepowodzenia na etapie ekstrakcji, w przypadku 3 probek doszto do
niepowodzenia w tescie TSO Comprehensive (EU), a w przypadku 4 prébek doszto do niepowodzenia w tescie
DISH. Sposrod 108 probek 20 (18,5%) dato wyniki graniczne (w zakresie od 1,5 do 2,5) w poblizu punktu
odciecia dla metody DISH wynoszgcego 2,0. Wyniki zgodnosci, w tym PPA, NPA dla wszystkich probek, a takze
po wykluczeniu granicznych przypadkéw HER2 w metodzie DISH, przedstawiono w Tabela 77.

Tabela 77 Podsumowanie zgodnosci pomiedzy testem TSO Comprehensive i HER2 DISH, w tym dla
amplifikacji genu HER2

Amplifikacja genu HER2 Zamplifikowany HER2 Niezamplifikowany HER2

Wszystkie (tkanki sutka i zotgdka) technikg DISH technika DISH

TSO Comprehensive (EU) Dodatnie 17 (w tym 1 wartosé 13 (w tym 1 wartosé
graniczna) graniczna)

TSO Comprehensive (EU) Ujemne 10 (w tym 6 wartosci 68 (w tym 12 wartosci
granicznych) granicznych)

Procent wynikéw zgodnych, w tym przypadki PPA: 63% (17/27) NPA: 84% (68/81)

graniczne 95% Cl: [44%, 78%] 95% Cl: [74%, 90%)]

Procent wynikéw zgodnych, z wytgczeniem PPA: 80% (16/20) NPA: 82% (56/68)

przypadkow granicznych 95% Cl: [58%, 92%] 95% Cl: [72%, 90%]

Wykrywanie niestabilnosci mikrosatelitarnej

Wykrycie niestabilno$ci mikrosatelitarnej za pomocg testu TSO Comprehensive (EU) poréwnano z wynikami
zwalidowanego testu MSI-PCR, wykorzystujgc do testéw prébki nowotworu dopasowane do probek
prawidtowych. tacznie poréwnano 195 prébek spetniajgcych wymagania dotyczace odsetka komédrek
nowotworowych na poziomie =30% (do stabilnosci mikrosatelitarnej) i reprezentujacych 14 typow tkanek.
Metoda MSI-PCR ocenia 5 miejsc i daje 3 wyniki — MSI-Stable (brak niestabilnych miejsc), MSI-Low (jedno
niestabilne miejsce) i MSI-High (dwa lub wiecej niestabilnych miejsc). TSO Comprehensive (EU) ocenia do 130
miejsc mikrosatelitarnych i klasyfikuje prébki tylko jako MS-Stable lub MSI-High (=20% niestabilnych miejsc).
Probki MSI-Low zgrupowano z wynikami MS-Stable dla techniki MSI-PCR. Analize zgodnosci przedstawiono
w Tabela 78.
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Tabela 78 Podsumowanie analizy zgodnosci pomiedzy TSO Comprehensive (EU) i MSI-PCR pod katem
niestabilnosci mikrosatelitarnej DNA

Status MSI PCR MSI-High PCR MSI-Low PCR MSI-Stable
TSO Comprehensive (EU) Niestabilny 41 2 0
(MSI-High)

TSO Comprehensive (EU) Stabilny 3 0 150
(MS-Stable)

tacznie 44 2 150
Procent wynikéw zgodnych PPA:93% (41/44) NPA: 99% (150/152)

95% Cl: [82%, 98%] 95% CI: [95%, > 99%]

Wykrywanie wariantéow splicingowych RNA

Doktadnos$¢ wykrywania wariantéw splicingowych obliczono poprzez poréwnanie wynikéw TSO
Comprehensive (EU) z testami gPCR dla EGFRvIII i Met Exon 14 skipping, wigczajgc jeden znany, dodatni pod
tym wzgledem, preparat RNA dla kazdego z wariantéw splicingowych. Analize zgodnosci przeprowadzono

z wykorzystaniem tgcznie 230 unikalnych prébek FFPE RNA z 14 typdw tkanek z danymi dostepnymi zaréwno
w przypadku metody TSO Comprehensive (EU), jak i metody referencyjnej. Wszystkie prébki badano pod kagtem
MET exon 14 skipping, natomiast EGFRvIIl badano odpowiednio tylko w tkance mdzgowia. Trzy prébki
oznaczone jako dodatnie dla MET exon 14 skipping metodg qPCR, ale nie w tescie TSO Comprehensive (EU),
miaty srednig warto$¢ Ct >37 i byty ponizej poziomu LoD TSO Comprehensive (EU). Tabela 79 podsumowuje
wyniki badania zgodnosci.

Tabela 79 Podsumowanie analizy zgodnosci pomiedzy testem TSO Comprehensive (EU) i gPCR dla
wariantow splicingowych RNA

Warianty splicingowe RNA qPCR, dodatni qPCR, ujemny
TSO Comprehensive (EU) Dodatnie 3 0
(EGFRvIII)
TSO Comprehensive (EU) Ujemne 0 13
(EGFRvIII)
TSO Comprehensive (EU) Dodatnie 1 0
(MET exon 14 skipping)
TSO Comprehensive (EU) Ujemne 3 217
(MET exon 14 skipping)
tacznie 7 230
Procent wynikéw zgodnych PPA: NPA:
57% (4/7) 100% (230/230)
95% CI: [25%, 84%] 95% CI: [98%, 100%)
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Wykrywanie fuzji RNA

Porownanie z metoda ztozong

Fuzje TSO Comprehensive (EU) poréwnano z metodg ztozong, sktadajgca sie z sekwencjonowania catego
eksomu RNA za pomocg panelu NGS (RNGS1), docelowego panelu fuzyjnego NGS (RNGS2) i analizy PCR
technikg emulsyjng (ddPCR).

Wyniki uzyskane metodg RNGS1 pokrywajg sie w przypadku wszystkich gendw, dla ktérych test TSO
Comprehensive (EU) jest w stanie wykry¢ fuzje. Jednakze granica wykrywalnosci metody RNGS1 stanowita od
4- do 8-krotnosci granicy wykrywalnosci testu TSO Comprehensive (EU) w oparciu o liczbe odczytéw
potwierdzajgcych zaobserwowane w rozpoznaniach naktadajgce sie fuzje. Stad z metodg WES (RNGS1)
zastosowano metode ztozong, wykorzystujgcag dwie dodatkowe metody o wigkszej czutosci, ale mniejszym
zakresie dla fuz;ji.

tacznie 255 unikalnych prébek RNA reprezentujgcych 14 typow tkanek i spetniajgcych metryki TSO
Comprehensive (EU) zbadano metodg RNGS1. Dwie probki nie spetniaty warunkéw kontroli jakosci prébki
RNGS1 i zostaty wykluczone z dodatkowej analizy. Sposrdéd 82 fuzji rozpoznanych w tescie TSO
Comprehensive (EU), 4 zostaty wykluczone z oceny z powodu niespetnienia wymogdw kontroli jakosci prébki
RNGS1, a 7 dodatkowych fuzji nie zostato rozpoznanych z powodu braku celéw w panelu RNGS1. Sposrod
pozostatych 71 fuzji rozpoznanych przez test TSO Comprehensive (EU), 9 fuzji zostato potwierdzonych przez
RNGS1. Metodg RNGS1 rozpoznano 4 fuzje nierozpoznane przez test TSO Comprehensive (EU).

Sposréd 62 fuzji, ktére wykryto w tescie TSO Comprehensive (EU) a nie wykryto technikg RNGS1, 13 pokrywato
sie i zostato potwierdzonych metodg RNGS2. Jedna fuzja zostata rozpoznana metodg RNGS2, ale nie zostata
rozpoznana w tescie TSO Comprehensive (EU).

Emulsyjny PCR zostat nastepnie uzyty do weryfikacji fuzji rozpoznanych w tescie TSO Comprehensive (EU),
nierozpoznanych lub nierozpoznawalnych metodg RNGS1 i niemozliwych do oceny metodg RNGS2 (49).
Dodatkowo technike ddPCR wykorzystano do ponownej oceny 2 z 4 fatszywie ujemnych rozpoznan fuzji dla
testu TSO Comprehensive (EU) i RNGS1i 2 z 9 zgodnych fuzji dla testu TSO Comprehensive (EU) i RNGS1.

W celu zapewnienia swoistosci, do badania kazdej probki w ktorej stwierdzono fuzje, dotgczono piec prébek w
ktérych nie stwierdzono fuzji. Osiemnastu fuzji nie badano technikg ddPCR ze wzgledu na brak mozliwosci
zaprojektowania starteréw/sond, wielu partneréw genowych dla fuzji lub niewystarczajgcg ilos¢ pozostatego
materiatu FFPE. W przypadku ddPCR startery i sondy zaprojektowano dla punktéw pekniecia obserwowanych
w tescie TSO Comprehensive (EU).

W sumie 52 fuzje zostaty wykryte za pomocag ddPCR, a 41 z nich zostato rozpoznanych przez test TSO
Comprehensive (EU), ale nie zostato rozpoznanych lub byto nierozpoznawalnych za pomocg RNGS1. Dziewieé
fuzji zostato rozpoznanych za pomocg ddPCR, ale nie zostato rozpoznanych w tescie TSO Comprehensive (EU)
lub RNGS1. Dwie fuzje rozpoznane technikg ddPCR potwierdzity 2 zgodne fuzje w tescie TSO Comprehensive
(EU) i RNGS1. Metodg ddPCR nie wykryto fuzji dla 2 ponownie ocenionych wynikow fatszywie ujemnych

w tescie TSO Comprehensive (EU) z uzyciem metody RNGS1. Zostaty one jednak uznane za fatszywie ujemne
na podstawie poréwnania z RNGS1.
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Sposrdéd 255 probek do badania wybrano 35 prébek z dodatnig fuzjg z TSO Comprehensive (EU) lub
oznaczeniem poprzednika. Wydajnos¢ tych scharakteryzowanych probek dostosowano przy uzyciu sredniej
czestosci wystepowania fuzji. Potgczona wydajnos¢ w scharakteryzowanych i niecharakteryzowanych
préobkach wykorzystywata srednig wazong odwrécong wariancje. Zgodnos¢ wynikow uzyskanych metodami
ztozonymi RNGS1, RNGS2 i ddPCR dla fuzji przedstawiono w Tabela 80.

66 fuzji (54 unikalne fuzje) rozpoznanych zgodnie z metodg ztozong reprezentowato 43 geny w panelu TSO
Comprehensive (EU). Jednak fuzje kwalifikujg sie do zgtoszenia tylko z 23 gendéw wskazanych w Tabela 80.
Tabela 80 Podsumowanie zgodnosci dla fuzji RNA

PPA (95% CI*) NPA (95% CI*)

80,38% (64,20, 92,32) 99,96% (99,94, 99,98)

* Przedziat ufnosci obliczony metodg bootstrap.
Poréwnanie z metodg FISH w przypadku fuzji ROS1i ALK

Dwadziescia pie¢ probek NSCLC zbadano metodg FISH pod katem fuzji ROS1i ALK, a 5 dodatkowych prébek
NSCLC zbadano, odpowiednio, pod katem fuzji ROS1. W przypadku o$miu prébek metoda FISH w wypadku
ROS1 nie data rozstrzygajgcych wynikéw z powodu nieodpowiedniej jakosci tkanki. Dwie fuzje ROS1ijedng
fuzje ALK wykryto zaréwno za pomocg TSO Comprehensive (EU), jak i FISH. Nie zaobserwowano wynikow
niezgodnych. Tabela 81 podsumowuje wyniki zgodnosci TSO Comprehensive (EU) i metody FISH dla fuzji ROS1
i ALK.

Tabela 81 Podsumowanie wyniki zgodnosci TSO Comprehensive (EU) i metody FISH dla fuzji ROS1i ALK

ALK+ROS1 Dodatnie uzyskane metoda Ujemne uzyskane metoda
FISH FISH

TSO Comprehensive (EU) 3 0

Dodatnie

TSO Comprehensive (EU) Uiemne 0 44

tacznie 3 44

Procent wynikéw zgodnych PPA:100% (3/3) NPA:100% (44/44)
95% Cl: [44%, 100%] 95% Cl: [92%, 100%]

Waznos¢ probki
Waznos¢é prébki (pierwsza préba) zostata zmierzona dla 181 unikalnych probek RNA i 272 unikalnych prébek
DNA z blokéw FFPE liczacych =<5 lat. Prébki te zostaty wybrane na podstawie rodzaju tkanki i dostepnego

materiatu; waznos¢ testu byta nieznana. Aby typ wariantu zostat uznany za wazny, metryki biblioteki musza
spetniac warunki kontroli jakosci. Waznos$¢ prébki oceniano oddzielnie dla kazdego z typdéw wariantéw (mate
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warianty DNA/TMB, MSI, amplifikacje gendw, fuzje/warianty splicingowe) i przedstawiono w Tabela 82.
Przewiduje sie dodatkowy spadek waznosci MSI 0 1% dla blokéw FFPE w wieku = 2 lata z powodu wysyiKi
odczynnikdéw.

Tabela 82 Waznosc¢ probki

Rodzaj wariantu Waznos¢ probki
Fuzje/warianty splicingowe 76%

(RNA)

Mate warianty DNA/TMB 75%

MSI 72%
Amplifikacja genu 94%

Podsumowanie walidacji analitycznej w zakresie
profilowania nowotworu

Na podstawie danych dotyczacych granicy wykrywalnosci, precyzji, odtwarzalnosci i doktadnosci test TSO
Comprehensive (EU) zostat zwalidowany analitycznie pod katem:

* Mate warianty DNA - SNV, MNV, insercje i delecje

* TMB

e MSI

* Amplifikacje gendw MET i ERBB2 (HER2) (patrz Tabela 2)

* 23 geny, dla ktérych mozliwe jest wykrycie fuzji (patrz Tabela 2)
* Warianty splicingowe EGFR i MET (patrz Tabela 2)

Wyniki kliniczne dotyczgce NTRK

W celu walidacji testu TSO Comprehensive (EU) jako diagnostyki uzupetniajgcej (CDx) do selekcji pacjentéw do
leczenia produktem VITRAKVI (larotrektynib) prébki od pacjentéw wtgczonych do badan klinicznych nad
larotrektynibem (NCT02122913, NAVIGATE NCT02576431, SCOUT NCT02637687 zwane dalej zbiorczo
probkami z badan nad larotrektynibem) z datg zakoriczenia zbierania danych 15 lipca 2019 r., uzupetnione

o komercyjnie pozyskane probki tkanek FFPE, zbadano w celu potwierdzenia wynikéw badania doktadnosci
testu TSO Comprehensive (EU) oraz pomostowego badania klinicznego.

NCT02122913 byto wieloosrodkowym, otwartym badaniem fazy | z eskalacjg dawki u dorostych pacjentow
Z zaawansowanymi guzami litymi (typu all-comers) nieselekcjonowanych pod katem nowotworu z dodatnim
statusem fuzji NTRK. Po zakoriczeniu czesci badania z eskalacjg dawki rozpoczeto rozszerzanie dawki

u pacjentow z udokumentowanym dodatnim statusem fuzji NTRK oraz u pacjentdw, u ktérych, zdaniem
badacza, wysoce selektywny inhibitor TRK moégt przynies¢ korzysci. NAVIGATE NCT02576431 to trwajace,
wieloosrodkowe, otwarte badanie fazy Il, realizowane metoda koszykowg u pacjentéw w wieku 12 lat
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i starszych z nawracajgcymi zaawansowanymi guzami litymi z udokumentowang fuzjg NTRK oceniang przez
laboratorium zewnetrzne. SCOUT NCT02637687 to trwajgce, wieloosrodkowe, otwarte badanie fazy I/II

u pacjentéw pediatrycznych w wieku od urodzenia do 21 lat z zaawansowanymi guzami litymi lub pierwotnymi
guzami osrodkowego uktadu nerwowego (OUN).

Sposrdd pacjentéow z dodatnig fuzjg NTRK wigczonych do badania testu TSO Comprehensive (EU)
164 utworzyto grupe stuzgca rozszerzonej pierwszorzedowej analizie skutecznosci larotrektynibu (ePAS4).

Badanie doktadnosci wykrywania fuzji NTRK1, NTRK2, NTRK3

Doktadnos$¢ wykrywania fuzji NTRK (NTRK1, NTRK2 lub NTRK3) w tescie TSO Comprehensive (EU) u pacjentéw
Z guzami litymi zostata wykazana poprzez ocene zgodnosci wynikow fuzji NTRK miedzy testem TSO
Comprehensive (EU) a zwalidowang metoda ortogonalng opartg na NGS.

Przeprowadzono retrospektywne badanie nieinterwencyjne. Prébki z badan nad larotrektynibem i prébki
uzupetniajgce zbadano przy uzyciu testu TSO Comprehensive (EU) w jednym o$rodku zewnetrznym oraz przy
uzyciu metody ortogonalnej w laboratorium centralnym. Doktadnos$¢ rozpoznania fuzji NTRK przy uzyciu testu
TSO Comprehensive (EU) oszacowano w odniesieniu do metody ortogonalnej; obliczono procentowg zgodnosé
wynikéw dodatnich (PPA), procentowg zgodnos$¢ wynikédw ujemnych (NPA) oraz zwigzane z nimi dwustronne
95% przedziaty ufnosci (Cl).

Zbadano 516 prébek przy uzyciu testu TSO Comprehensive (EU) i/lub metody ortogonalnej. 499 sposrdd tych
probek zbadano obiema metodami. Siedemnastu z 516 probek nie zbadano za pomoca jednego z testow

z powodu nieudanej ekstrakcji, z nieznanej przyczyny (w przypadku metody ortogonalnej) lub odstepstwa od
protokotu. Sposrod 499 prébek zbadanych obiema metodami, 170 (34,1%) stanowity probki z badan nad
larotrektynibem, a 329 (65,9%) stanowity prébki uzupetniajgce.

Tabele krzyzowg wynikéw dla 499 probek przedstawiono w Tabela 83. Sposréd 499 prébek 85 z nich miato
nieprawidtowe wyniki testu TSO Comprehensive (EU); z tych 85, 53 réwniez miato nieprawidtowe wyniki
uzyskane za pomocg metody ortogonalnej. Dodatkowe siedem prébek uzyskato niewazne wyniki metoda
ortogonalng. Zatem 407 z 499 prébek uzyskato wazne wyniki obiema metodami.

Tabela 83 Badanie doktadnosci NTRK: tabela krzyzowa wynikéw testu TSO Comprehensive (EU)
w poréwnaniu z wynikami uzyskanymi metodg ortogonalng do wykrywania fuzji NTRK

Wyniki uzyskane za pomoca metody ortogonalnej

Wynik uzyskane za . - . n
Dodatni wyniki Ujemny wynik

22:’;?2;2:::\,3&) fuzji NTRK fuzji NTRK Niewazne tacznie
Dodatni wyniki fuzji NTRK 114 16 1 131
Ujemny wynik fuzji NTRK 4 273 6 283
Niewazne* 4 28 53 85
tacznie 122 317 60 499

* TSO Comprehensive (EU)Niewazne wyniki testu pochodzg z poziomu prébki i serii.
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Analizy zgodnosci, z wytgczeniem i wigczeniem nieprawidtowych wynikéw testu TSO Comprehensive (EU),
przedstawiono w Tabela 84. Z wytgczeniem nieprawidtowych wynikéw testu TSO Comprehensive (EU) PPA
wyniosto 96,6% (114/118; 95% Cl: 91,5-99,1), a NPA 94,5% (273/289; 95% ClI: 91,2-96,8).

Tabela 84 Badanie doktadnosci NTRK: PPA i NPA w tescie TSO Comprehensive (EU) w poréwnaniu
z wynikami metody ortogonalnej do wykrywania fuzji NTRK

Z wyltagczeniem nieprawidtowych Z wiagczeniem nieprawidtowych
wynikow testu TSO Comprehensive wynikow testu TSO Comprehensive
(EVU) (EVU)

Odsetek Odsetek
Ocena zgodnosci  zgodnosci, % 95% CI” zgodnosci, % 95% CI”

(n/N) (n/N)
PPA 96,6 (114/118) 91,5, 99,1 93,4 (114/122) 87,5,97,1
NPA 94,5 (273/289) 91,2, 96,8 86,1(273/317) 81,8, 89,7

" 95% Cl w oparciu o (doktadng) metode Cloppera-Pearsona.

Pomostowe badania kliniczne majagce na celu wykrywanie fuzji NTRK1, NTRK2,
NTRK3

Kliniczna waznos$¢ testu TSO Comprehensive (EU) do wykrywania fuzji NTRK1, NTRK2 lub NTRK3 u pacjentow

z guzami litymi, ktérzy moga odnies$¢ korzys¢ z leczenia larotrektynibem, zostata wykazana w pomostowym
badaniu klinicznym. Badanie przeprowadzono w celu oceny skutecznosci klinicznej testu TSO Comprehensive
(EV) do identyfikacji pacjentéw z dodatnim wynikiem badania fuzji NTRK1, NTRK2 lub NTRK3 w celu poddania
ich leczeniu larotrektynibem oraz w celu oceny zgodnosci pomiedzy testem TSO Comprehensive (EU) a lokalnie
stosowanym testem (LT) (stosowanymi do okreslania statusu fuzji NTRK w badaniach nad larotrektynibem).

Metody LT obejmowaty NGS, fluorescencyjng hybrydyzacje in situ (FISH), reakcje tancuchowg polimerazy
(PCR) oraz testy NanoString. Obecnos¢ fuzji NTRK (ETV6 NTRK3) wywnioskowano u pacjentéw

z widkniakomiesakiem typu niemowlecego, u ktérych udokumentowano translokacje ETV6 zidentyfikowang
metoda FISH. Wiekszos$¢ sposrod 235 pacjentdw objetych badaniem z zastosowaniem larotrektynibu, u ktérych
znany byt status fuzji NTRK, przebadano metodami NGS.

Do dnia zakoniczenia zbierania danych, tj. 15 lipca 2019 r., do badania wtgczono 279 pacjentéw. Sposrdd tych
279 pacjentéw 208 wykazywato dodatni wynik w kierunku fuzji NTRK. Sposréd tych 208 pacjentow z wynikiem
dodatnim 164 utworzyto grupe w badaniu ePAS4 nad larotrektynibem.

Pierwszorzedowym punktem koncowym analizy skutecznosci larotrektynibu byt catkowity odsetek odpowiedzi
(ORR) na podstawie oceny niezaleznej komisji weryfikacyjnej (IRC) w zbiorczym zestawie danych z trzech
badan klinicznych. ORR oceniono na podstawie odsetka pacjentdw z najlepszg 0gdlng odpowiedzig w postaci
potwierdzonej catkowitej odpowiedzi lub potwierdzonej czesciowej odpowiedzi na podstawie wersji 1.1
kryteriow RECIST. ORR w badaniu ePAS4 dotyczgcym larotrektynibu wynosit 72,6% (95% Cl [65,1%, 79,2%])

i obejmowat pacjentédw z 16 réznymi typami nowotwordéw.
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Podsumowanie probek

Zestaw probek obejmowat reprezentacje szerokiego zakresu typéw nowotwordw oraz prébki pacjentéw
pediatrycznych i dorostych.

Do dnia 15 lipca 2019 r. do badan nad larotrektynibem wigczono 279 pacjentdéw. Sposrdd nich 235 pacjentéw
miato znany status fuzji NTRK okreslony metodg LT: 208 miato status dodatni, a 27 ujemny. W przypadku

44 pacjentdéw status fuzji NTRK nie byt znany, poniewaz badanie nie byto wymagane do zakwalifikowania
pacjenta do faz eskalacji dawki w badaniach NCT02122913i SCOUT NCT02637687. Do pomostowego badania
klinicznego testu TSO Comprehensive (EU) kwalifikowaty sie prébki pochodzace od pacjentdéw objetych
badaniem nad larotrektynibem, wtgczonych do badania do 15 lipca 2019 r., 0 znanym statusie fuzji NTRK

(208 pacjentow z wynikiem dodatnim i 27 pacjentéw z wynikiem ujemnym) oraz prébki uzupetniajgce, w ktérych
fuzja NTRK zostata okreslona jako ujemna za pomoca reprezentatywnych metod LT.

Sposrod 208 dodatnich probek z badania nad larotrektynibem, 154 prébki byty dostepne do badania testem
TSO Comprehensive (EU). Dla 138 sposrdd tych prébek uzyskano wazne wyniki. Pietnascie probek zostato
uniewaznionych z powodu niezadowalajgcej metryki jakosci sekwencjonowania probki, a 1 prébka nie zostata
zbadana z powodu odstepstwa od protokotu. 24 posrdd 27 ujemnych prébek z badania nad larotrektynibem
byto dostepnych badaniu. Dla 22 sposréd tych probek uzyskano wazne wyniki testu TSO Comprehensive (EU).
Dwie prébki zostaty uniewaznione z powodu niezadowalajgcej metryki jakosci sekwencjonowania prébki.

Prébki uzupetniajgce poddano badaniom przesiewowym z zastosowaniem jednej z dwdch reprezentatywnych
metod LT. Uzyskano ponad 350 prébek i zbadano je pod kgtem zawartosci nowotworu. Sposrdéd prébek
uzupetniajgcych spetniajgcych wymagania dotyczgce prébek, 266 poddano ekstrakcji i potwierdzono ujemny
status fuzji NTRK przy uzyciu reprezentatywnej metody LT. 260 sposrdd tych probek byto dostepnych badaniu
testem TSO Comprehensive (EU), a dla 222 prébek uzyskano wazne wyniki. 38 prébek zostato uniewaznionych
z powodu niezadowalajgcej metryki sekwencjonowania probki (n = 25) lub niezadowalajgcego przebiegu
sekwencjonowania (n = 13). Zestaw wszystkich ujemnych fuzji NTRK sktadat sie z 222 prébek uzupetniajgcych
oraz 22 prébek z badan nad larotrektynibem.

Wyniki zgodnosci

Ogétem przez TSO Comprehensive (EU) testowanych byto 437 prébek. Sposrdd 208 pacjentdéw z dodatnim
wynikiem fuzji NTRK 153 pacjentéw miato dostepne prébki i zostali oni przebadani przez TSO Comprehensive
(EU), uzyskujac 138 prawidtowych i 15 nieprawidtowych wynikow.

Zgodnos$¢ wynikéw TSO Comprehensive (EU) z wynikami metod LT z uwzglednieniem i z pominigciem
niewaznych wynikéw TSO Comprehensive (EU) przedstawiono w Tabela 85.
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Tabela 85 Pomostowe badanie kliniczne NTRK: Zgodnosc pomiedzy testem TSO Comprehensive (EU) a
metodami LT w celu wykrywania fuzji NTRK

Z wyltagczeniem nieprawidtowych Z wiagczeniem nieprawidtowych
wynikow testu TSO Comprehensive wynikow testu TSO Comprehensive
(EV) (EV)

Odsetek Odsetek
Ocena zgodnosci  zgodnosci, % 95% CI* zgodnosci, % 95% CI*

(n/N) (n/N)
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

* Dwustronne 95% Cl obliczono przy uzyciu (doktadnej) metody Cloppera-Pearsona.

Analiza wrazliwosci w odniesieniu do brakujgcych wynikéw testu TSO Comprehensive (EU) wykazata
wiarygodnos¢ analizy zgodnosci. Brakujgce wyniki testu TSO Comprehensive (EU) dla pacjentéw z dodatnig
fuzjg NTRK w LT (n = 70) imputowano przy uzyciu modelu regresji logistycznej. Szacunkowg zgodnosé
obejmujgca wartosci imputowane przedstawiono w Tabela 86.

Tabela 86 Pomostowe badanie kliniczne NTRK: Zgodnos$¢ pomiedzy testem TSO
Comprehensive (EU) a metodami LT w wykrywaniu fuzji NTRK, z uwzglednieniem
wartosci imputowanych dla pacjentéw z dodatnim wynikiem w LT i z brakujgcymi
wynikami testu TSO Comprehensive (EU)

Ocena zgodnosci Odsetek zgodnosci 95% CI*

PPA 85,2 (78,6, 91,7)
NPA 96,3 (93,9,98,7)
OPA 91,2 (87,9, 94,5)

Brakujgce wyniki testu TSO Comprehensive (EU) dla pacjentdw z ujemna fuzjg w LT nie byty imputowane.
* Dwustronne 95% Cl zostaty obliczone na podstawie metody Boot z wielokrotng imputacjg. Metoda Boot z wielokrotng
imputacja jest metoda typu bootstrap zagniezdzong w wielokrotnej imputacji (Schomaker and Heumann 2018).

Zgodnos$¢ pomiedzy testem TSO Comprehensive (EU) i metodami LT wedtug typu metody (np. RNA NGS, FISH)
przedstawiono w Tabela 87.

Tabela 87 Pomostowe badanie kliniczne NTRK: Zgodnos¢ pomiedzy testem TSO Comprehensive (EU) a
metodami LT w celu wykrywania fuzji NTRK wedtug typu metody LT

Typ metody , . Odsetek zgodnosci, %
(0] d 95% CI'
LT cena zgodnosci (n/N)
DNA NGS PPA 84,2 (32/38) (68,7, 94,0)
NPA 88,9 (16/18) (65,3, 98,6)
OPA 85,7 (48/56) (73,8,93,6)
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Iip metody Ocena zgodnosci f::;:stek zgodnosci, % 95% CI'

RNA NGS? PPA 91,5 (75/82) (83,2, 96,5)
NPA 96,9 (218/225) (93,7,98,7)
OPA 95,4 (293/307) (92,5, 97,5)

FISH PPA 80,0 (8/10) (44,4,97,5)
NPA Nie obliczono (1/1) Nie obliczono
OPA 81,8 (9/11) (48,2,97,7)

PCR PPA 100,0 (8/8) (63,1,100,0)
NPA Nie obliczono (0/0) Nie obliczono
OPA 100,0 (8/8) (63,1,100,0)

Nie obliczono: dla podgrup, w ktérych liczba prébek wynosita <5, nie obliczono statystyk zgodnosci.

TDwustronne 95% Cl obliczono przy uzyciu (doktadnej) metody Cloppera-Pearsona.

2 Obejmuje metody NGS wykorzystujgce wytgcznie RNA oraz zaréwno DNA, jak i RNA.
Sposrdéd 437 probek przebadanych testem TSO Comprehensive (EU), 24 miaty wyniki rozbiezne z LT: 15 byto
dodatnich w LT i ujemnych w tescie TSO Comprehensive (EU), a 9 byto ujemnych w LT i dodatnich w tescie TSO
Comprehensive (EU). Sposrdd 24 prébek z rozbieznymi wynikami, 8 zbadano metodg LT DNA NGS, 14 metoda
LT RNA NGS, a 2 metoda FISH.

Zwalidowana niezalezna metoda NGS potwierdzita wyniki testu TSO Comprehensive (EU) dla 14 z 24 probek
z rozbieznymi wynikami. W przypadku pozostatych 10 prébek wyniki testu TSO Comprehensive (EU) byty
rozbiezne zaréwno z LT, jak i z niezalezng metodg NGS.

Ocena skutecznosci klinicznej

W ramach badania kohorty ePAS4 skutecznos¢ larotrektynibu w populacji z dodatnim wynikiem TSO
Comprehensive (EU) i dodatnim wynikiem LT (97 pacjentow, ORR =78,4%, 95% CI [68,8%, 86,1%]) byta
podobna do skutecznosci larotrektynibu w catej populacji ePAS4 (164 pacjentéw, ORR = 72,6%, 95% CI [65,1%,
79,2%]) (Tabela 88). Sposrdd 97 pacjentow z dodatnim wynikiem TSO Comprehensive (EU) w badaniu ePAS4
28 (28,9%) pacjentdéw uzyskato catkowitg odpowiedz/ catkowitg odpowiedz po zabiegu chirurgicznym, a 48
(49,5%) pacjentéw uzyskato czesciowg odpowiedz.

Sposrdd 13 pacjentdw z ujiemnym wynikiem TSO Comprehensive (EU) i dodatnim wynikiem LT, 1(7,7%)
wykazywat catkowitg odpowiedz, a 2 (15,4%) wykazywato czesciowg odpowiedz na leczenie larotrektynibem.
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Tabela 88 Pomostowe badanie kliniczne NTRK: ORR dla pacjentéw z dodatnim wynikiem LT wg wynikow LT i
TSO Comprehensive (EU) w ePAS4

Najlepsza
ogolna
odpowiedz,
n (%)

Catkowity
odsetek
odpowiedzi

Catkowita odpowiedz

Catkowita odpowiedz
po leczeniu
chirurgicznym

Czesciowa odpowiedz
Stabilizacja choroby
Progresja choroby
Niemozliwy do oceny
Liczba pacjentéw, n

Liczba pacjentéw
ZCR+sCR+PR,n

ORR% (95% CI*)

Dodatni wynik w
kierunku fuzji za
pomoca LT N = 164

31(18,9)
8(4,9)

80 (48,8)
25(15,2)
13(7,9)
7 (4,3)
164

119

72,6 (65,1,72,9)

TSO
Comprehensive
(EV)

Dodatni i dodatni
wynik LT N = 97

22 (22,7)
6 (6,2)

48 (49,5)
13 (13,4)
6 (6,2)
2(2,7)
97

76

78,4 (68,8, 86,1)

TSO
Comprehensive
(EV)

Ujemny i dodatni
wynik LT N =13

1(7,7)
0

2(15,4)
4 (30,8)
5(38,5)
1(7,7)
13

3

23.1(5.0,53.8)

Skréty: CR = catkowita odpowiedz, PR = czesciowa odpowiedz, sCR = catkowita odpowiedzZ po leczeniu chirurgicznym.
* Dwustronny 95% przedziat ufnosci obliczono przy uzyciu (doktadnej) metody Cloppera-Pearsona.
U 54 pacjentéw brakuje wynikdéw testu TSO Comprehensive (EU).

Dane z tego badania potwierdzajg bezpieczenstwo i skutecznos¢ testu TSO Comprehensive (EU) stosowanego
do identyfikacji pacjentow z guzami litymi z fuzjg NTRK, ktérzy moga kwalifikowac sie do leczenia

larotrektynibem.
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PisSmiennictwo

1. American Society of Clinical Oncology (Amerykanskie Towarzystwo Onkologii Klinicznej). www.asco.org.
Dostep: 3 pazdziernika 2016 r.

2. European Society for Medical Oncology (Europejskie Towarzystwo Onkologii Klinicznej). www.esmo.org.
Dostep: 3 pazdziernika 2016 r.
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Ulotka dotaczona do opakowania testu TruSight Oncology Comprehensive (EU)  i|llumina’

Historia wersji

Wersja Data Opis zmian
Nr dokumentu: Maj Usunieto odniesienie do wersji oprogramowania i numeréw
200007789, wer. 08 2025r. czesci.

Zaktualizowane ograniczenia procedury:

» Informacje dotyczace tkanki martwiczej

o Informacje dotyczgce odsetka komdrek nowotworowych MSI.

Zaktualizowano:

e Przypis NTC do zastosowania zaréwno w bibliotece min., jak i
maks.

o Liste sprzetu i materiatdéw zawierajgca specyfikacje wirdwki
ptytkowej i przyrosty pipety

o Obliczenie nadwyzki SPB od 1,05x do 1,15x

o Terminologie MET exonu 14 del do MET exonu 14 skipping.

Dodano:

» Uwage do SMB w przypadku celow pierwszego i drugiego
wychwytywania sekwencji docelowych

» Przygotowanie do wprowadzenia sekwencjonowania

» Dodatkowe informacje dotyczgce homogenizatora
ultradzwiekowego

Dodano wyjasnienia i zaktualizowane wyniki dotyczace

charakterystyki dziatania:

» Substancje zaktocajgce

o Doktadnos¢ profilowania guza i waznos¢ probki

» Badanie granicy wykrywalnosci 1i2

o Badanie 1-precyzja wewnatrzlaboratoryjna

» Badanie odtwarzalnosci 2

 Stabilnos$¢ biblioteki i informacje o przechowywaniu biblioteki

o Granica proby slepej

Zaktualizowano jezyk i gramatyke.
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Ulotka dotgczona do opakowania testu TruSight Oncology Comprehensive (EU)

Wersja Data

Nr dokumentu: Styczen
200007789, wer. 07 2024r.

Nr dok.: 200007789, Luty
wer. 06 2023r.

Nr dokumentu: 200007789, wer. 08

Opis zmian

» Dodano informacje do ograniczen dotyczacych procedury:

Wymagania dotyczace zawartosci tkanki martwiczej
i komorek nowotworowych w prébce do analizy MSI-high

illumina

i somatycznych mutacji kierujgcych
o Potencjalne zaktécenia powodowane przez wptyw
hemoglobiny
o Granice wykrywalnosci w genie RET i rozpoznania fuzji
poza granicami opisywanego genu
o Delecje gendw nie sg zgtaszane
Aktualizacja do stosowania z oprogramowaniem TSO
Comprehensive (EU) Local Run Manager w wers;ji 2.3.7.
Dodano informacje dotyczace wymaganego, ale
niedostarczonego sprzetu i materiatéw, w tym dwdch
dodatkowych konfiguracji homogenizatora
ultradzwiekowego.
Zaktualizowano informacje o probce:
o Zawartos¢ tkanki martwiczej
» Wptyw proteinazy K i hemoglobiny
» Przechowywanie FFPE na szkietku i oczyszczonego
kwasu nukleinowego.
Dodano informacje w celu poprawy obstugi odczynnikdw,
procedury i rozwigzywania probleméw w przypadku awarii
kontroli jakosci podczas przebiegu.
Dodano kontekst i przejrzysto$é do charakterystyki
wydajnosci:
o Zanieczyszczenie krzyzowe
Ocena zestawdw do ekstrakcji kwasdw nukleinowych
Substancje zaktécajgce
Stabilno$¢ kwasu nukleinowego i FFPE na szkietku
Wyniki kliniczne dotyczgce NTRK.
Zaktualizowano jezyk i gramatyke.

Dodatkowe o$wiadczenia w sekcji Ograniczenia

Poprawki jezykowe dla zachowania konwencji oraz poprawy

gramatyki i przejrzystosci

Korekta tabel 21, 28, 29, 32, 35, 36, 72

Oswiadczenie dotyczace obecnosci osadéw w odczynniku
FSM

Zaktualizowane specyfikacje termocyklera i minimalnych
parametrow na liscie Sprzet i materiaty

DO STOSOWANIA W DIAGNOSTYCE IN VITRO. WYLACZNIE NA EKSPORT.
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Ulotka dotaczona do opakowania testu TruSight Oncology Comprehensive (EU)  i|llumina’

Wersja

Nr dokumentu:
200007789, wer. 05

Nr dokumentu:
200007789, wer. 04

Nr dok.: 200007789,
wer. 03

Nr dok.: 200007789,
wer. 02

Nr dok. 200007789
wer. 01

Nr dok.: 200007789,
wer. 00

Data

Wrzesien
2022r.

Czerwiec
2022r.

Kwiecien
2022r.

Luty
2022r.

Grudzien
2021r.

Listopad
2021r.

Nr dokumentu: 200007789, wer. 08

Opis zmian

Zaktualizowano 2 tabele odtwarzalnos$ci dla badania.

o Dodano numery kat. wersji 2.3.5 modutu analitycznego TSO
Comprehensive

o Usunieto numery kat. wersji 2.3.3 modutu analitycznego TSO
Comprehensive

o Zaktualizowano terminologie w sekcji Granica proby slepej

» Dodano informacje dotyczgce charakterystyki wydajnosci w
zakresie fuzji genéw NTRK

» Dodano oznaczenie TYLKO NA EKSPORT

o Zaktualizowano o$wiadczenie o przewidzianym zastosowaniu
w celu dodania diagnostyki uzupetniajgcej gendw NTRK1-3

o Rozszerzono informacje o elementach produktu, aby
uwzgledni¢ numery czesci sktadnikdw oprogramowania

» Skorygowano btedne odniesienie do tabeli

+ Dodano ograniczenie zwigzane z wariantami linii germinalnej
i somatycznej

o Uproszczono tres¢ dotyczacg wykrywania amplifikowanego
genu

o Zaktualizowano ograniczenia dotyczgce procedury
» Objasniono specyfikacje statywu magnetycznego
i termocyklera na listach sprzetu i materiatow

Pierwsze wydanie
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Ulotka dotaczona do opakowania testu TruSight Oncology Comprehensive (EU)  i|llumina’

Patenty i znaki towarowe

Niniejszy dokument oraz jego tre$¢ stanowig wtasnos¢ firmy lllumina, Inc., a takze jej podmiotéw zaleznych (,lllumina”), i sg przeznaczone
wytgcznie do uzytku zgodnego z umowag przez klienta firmy w zwigzku z uzytkowaniem produktéw opisanych w niniejszym dokumencie,
z wytaczeniem innych celdw. Niniejszy dokument oraz jego tres¢ nie bedg wykorzystywane ani rozpowszechniane w innych celach i/lub
publikowane w inny sposéb, ujawniane ani kopiowane bez pisemnej zgody firmy lllumina. Firma lllumina na podstawie niniejszego
dokumentu nie przenosi zadnych licencji podlegajacych przepisom w zakresie patentdw, znakéw towarowych, praw autorskich lub prawa
zwyczajowego, ani podobnych praw osoéb trzecich.

W celu zapewnienia wiasciwego i bezpiecznego uzytkowania produktéw opisanych w niniejszym dokumencie podane instrukcje powinny
by¢ Scisle przestrzegane przez wykwalifikowany i wtasciwie przeszkolony personel. Przed rozpoczeciem uzytkowania tych produktéw
nalezy zapoznac sie z catg trescig niniejszego dokumentu.

NIEZAPOZNANIE SIE LUB NIEDOKEADNE PRZESTRZEGANIE WSZYSTKICH INSTRUKCJI PODANYCH W NINIEJSZYM DOKUMENCIE MOZE
SPOWODOWAC USZKODZENIE PRODUKTOW LUB OBRAZENIA CIALA UZYTKOWNIKOW LUB INNYCH OSOB ORAZ USZKODZENIE INNEGO
MIENIA, A TAKZE SPOWODUJE UNIEWAZNIENIE WSZELKICH GWARANCJI DOTYCZACYCH PRODUKTOW.

FIRMA ILLUMINA NIE PONOSI ODPOWIEDZIALNOSCI ZA NIEWEASCIWE UZYTKOWANIE PRODUKTOW (W TYM ICH CZESCI
| OPROGRAMOWANIA) OPISANYCH W NINIEJSZYM DOKUMENCIE.

© 2025 r. lllumina, Inc. Wszelkie prawa zastrzezone.

Wszystkie znaki towarowe sg wtasnoscig firmy lllumina, Inc. lub ich odpowiednich wtascicieli. Szczegdtowe informacije na temat znakéw
towarowych mozna znalez¢ pod adresem www.illumina.com/company/legal.html.

Dane do kontaktu

ul C€

lllumina, Inc.

5200 lllumina Way
San Diego, California 92122, USA IVD

+1800 809 ILMN (4566)
+1858 202 4566 (poza Ameryka Potnocng) llumina Nethariands BV

techsupport@illumina.com Steenoven 19
5626 DK Eindhoven

www.illumina.com The Netherands

Etykiety produktu

Objasnienia symboli zamieszczonych na opakowaniu i samym produkcie znajduja sie w legendzie symboli
dostepnej na stronie support.illumina.com, na karcie Documentation (Dokumentacja) danego zestawu.
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