TruSight Oncology Comprehensive illumina
(EV)

Pribalovy letak

NA DIAGNOSTICKE UCELY IN VITRO. IBA NA EXPORT.
Zamyslané pouzitie

TruSight™ Oncology Comprehensive (EU) je diagnosticky test in vitro, ktory vyuziva cielené sekvenovanie novej
generdcie na detekciu variantov v 517 génoch vyuzitim nukleovych kyselin extrahovanych zo vzoriek tkaniva
tumoru fixovanych vo formaline a zaliatych v parafine (FFPE) od pacientov s rakovinou so solidnymi malignymi
novotvarmi pomocou pristroja lllumina® NextSeq™ 550Dx. Tento test je mozné pouzit na detekciu variantov

s jednym nukleotidom, viacerymi nukleotidmi, inzercii, delécii a amplifikacii génov z DNA, ako aj génovych fuzii
a variantov zostrihu z RNA. Tento test vykazuje aj skére mutacnej zataze tumoru (TMB) a stav mikrosatelitnej
nestability (MSI).

Test sa pouziva ako pridruzeny diagnosticky nastroj na identifikaciu pacientov s rakovinou vhodnych na lieCbu
pouzitim cielenej terapie, ktord uvadza Tabulka 1, a to v sulade s oznacenim schvaleného terapeutického
produktu. Tento test okrem toho poskytuje informacie o profilovani tumoru sliziace odbornému
zdravotnickemu personalu, ak ho pouzije v sulade s odbornymi pokynmi. Tento test nepredstavuje rozhodny ani
inak zavazujuci nastroj na predpisané pouzitie akéhokolvek Specifického lie¢ebného produktu.

Tabulka1 Pridruzena diagnosticka indikacia

Typ tumoru Biomarkery Cielena terapia
Solidne tumory Flzie génov NTRK1, NTRK2 a VITRAKVI® (larotrektinib)
NTRK3

Suhrn a vysvetlenie analyzy

Klinicky opis

Rakovina je celosvetovo primarnou pri¢inou Umrti a mdze napadnut akékolvek tkanivo." 2 Analyza genetickej
bazy tumoru je doélezitou pomdckou na identifikdciu pacientov, ktori mézu vyuzit vyhody cielenych terapii, ako
aj na vyvoj novych spdsobov liecby. Pri¢inou vzniku alebo suc¢astou progresie rakoviny je mnozstvo génov

a mnoho druhov rakoviny v sebe nesie mnozstvo variantov ovplyvnujucich tieto gény a ich funkcie. Tieto
varianty mozu zahrfiat mutacie génov, ako napriklad jednonukleotidové varianty (SNV), multinukleotidové
varianty (MNV), inzercie alebo delécie, amplifikdcie génu, fizie génov a varianty zostrihu. Dal$im nésledkom
mutacii génov rakoviny je prezentacia neoantigénov, ktoré vyvolavaju imunitné reakcie Specifické pre rakovinu.

Stav mutéacie rakoviny mdze byt reprezentovany TMB a MSI, ¢o su genomické podpisy, ktoré suvisia
s genomickou nestabilitou a prezentaciou neoantigénov rakoviny.
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TruSight Oncology Comprehensive je kvalitativny test sekvenovania novej generdcie (NGS) s komplexnym
genomickym profilovanim (CGP), ktory v rozsiahlej miere vyhodnocuje genomické varianty vo velkom paneli
génov suvisiacich s rakovinou uvedenych v Tabulka 2. Tato analyza deteguje malé varianty v 517 génoch, ako aj
génové amplifikacie, fuzie a varianty zostrihu, uvedené v Tabulka 2. Tato analyza poskytuje pokrytie kédovacou
sekvenciou pre vSetky gény okrem TERT, pri ktorom je pokrytd iba oblast promotéra, a hodnoti skére TMB

a stav MSI. Tieto ciele analyzy zahffaju obsah uvedeny profesionalnymi organizaciami a inymi hlavnymi
usmerneniami USA. Dizajn analyzy TSO Comprehensive je ovplyvneny aj nezavislymi publikdciami konzorcia a
farmaceutickym vyskumom v pokrocilom $tadiu.

Zoznam oblasti vylu¢enych zo stanovenia variantov najdete v dokumente TruSight Oncology Comprehensive
Zoznam blokovanych poloZiek (dokument ¢. 200009524), ktory je uvedeny na lokalite podpory lllumina.

Tabulka 2 obsahuje identifikaciu nasledujucich kategérii typov variantov: maly variant DNA (S), amplifikacia
génu (A), fuzia (F) a variant zostrihu (Sp). Malé varianty DNA zahffiaju SNV, MNV, inzercie a delécie.

Tabulka 2 TSO Comprehensive (EU) Panel génov analyzy

IDv IDv
C. systéme Gén Typ variantu  C. systéme Gén Typ variantu (o} D in)t/rs;j'me Gén Typ variantu
Entrez Entrez
1 25 ABL1 S 176 2261 FGFR3 S, F 351 7849 PAX8 S
2 27 ABL2 S 177 2264 FGFR4 S 352 55193 PBRM1 S
3 84142 ABRAXAS1 S 178 2271 FH S 353 5133 PDCD1 S
4 90 ACVR1 S 179 201163 FLCN S 354 80380 PDCD1LG2 S
5 91 ACVR1B S 180 2313 FLIT S 355 5156 PDGFRA S
6 25960 ADGRA2 S 181 2321 FLT1 S 356 5159 PDGFRB S
7 207 AKT1 S 182 2322 FLT3 S 357 5163 PDK1 S
8 208 AKT2 S 183 2324 FLT4 S 358 5170 PDPK1 S
9 10000 AKT3 S 184 3169 FOXA1 S 359 5241 PGR S
10 238 ALK S, F 185 668 FOXL2 S 360 84295 PHF6 S
m 242 ALOX12B S 186 2308 FOXO1 S 361 8929 PHOX2B S
12 139285 AMER1 S 187 27086 FOXP1 S 362 5287 PIK3C2B S
13 29123 ANKRD11 S 188 10818 FRS2 S 363 5288 PIK3C2G S
14 22852 ANKRD26 S 189 8880 FUBP1 S 364 5289 PIK3C3 S
15 324 APC S 190 2534 FYN S 365 5290 PIK3CA S
16 367 AR S 191 2559 GABRAG S 366 5291 PIK3CB S
17 369 ARAF S 192 2623 GATA1 S 367 5293 PIK3CD S
18 10139 ARFRP1 S 193 2624 GATA2 S 368 5294 PIK3CG S
19 8289 ARID1A S 194 2625 GATA3 S 369 5295 PIK3R1 S
20 57492 ARID1B S 195 2626 GATA4 S 370 5296 PIK3R2 S
21 196528 ARID2 S 196 2627 GATA6 S 371 8503 PIK3R3 S
22 84159 ARIDSB S 197 348654 GEN1 S 372 5292 PIM1 S
23 171023 ASXL1 S 198 79018 GID4 S 373 5336 PLCG2 S
24 55252 ASXL2 S 199 2735 GLI S 374 10769 PLK2 S
25 472 ATM S 200 2767 GNAT1 S 375 5366 PMAIP1 S
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IDv IDv
C. systéme Gén Typvariantu  C. systéme Gén Typ variantu C. D vE?t/rs;;’:me Gén Typ variantu
Entrez Entrez
64 898 CCNE1 S 239 3459 IFNGR1 S 414 5925 RB1 S
65 29126 CD274 S 240 3479 IGF1 S 415 8241 RBM10 S
66 80381 CD276 S 241 3480 IGF1R S 416 9401 RECQL4 S
67 972 CD74 S 242 3481 IGF2 S 417 5966 REL S
68 973 CD79A S 243 9641 IKBKE S 418 5979 RET S, F
69 974 CD79B S 244 10320 IKZF1 S 419 6009 RHEB S
70 79577 CDC73 S 245 3586 IL10 S 420 387 RHOA S
71 999 CDH1 S 246 3575 IL7R S 421 253260 RICTOR S
72 51755 CDK12 S 247 3623 INHA S 422 6016 RIT1 S
73 1019 CDK4 S 248 3624 INHBA S 423 54894 RNF43 S
74 1021 CDK6 S 249 3631 INPP4A S 424 6098 ROS1 S, F
75 1024 CDK8 S 250 8821 INPP4B S 425 8986 RPS6KA4 S
76 1026 CDKN1A S 251 3643 INSR S 426 6198 RPS6KB1 S
77 1027 CDKN1B S 252 3660 IRF2 S 427 6199 RPS6KB2 S
78 1029 CDKN2A S 253 3662 IRF4 S 428 57521 RPTOR S
79 1030 CDKN2B S 254 3667 IRS1 S 429 861 RUNX1 S
80 1031 CDKN2C S 255 8660 IRS2 S 430 862 RUNX1T1 S
81 1050 CEBPA S 256 3716 JAK1 S 431 23429 RYBP S
82 1058 CENPA S 257 3717 JAK2 S 432 6389 SDHA S
83 1106 CHD2 S 258 3718 JAK3 S 433 54949 SDHAF2 S
84 1108 CHD4 S 259 3725 JUN S 434 6390 SDHB S
85 1M CHEK1 S 260 7994 KAT6A S 435 6391 SDHC S
86 11200 CHEK2 S 261 5927 KDM5A S 436 6392 SDHD S
87 23152 CiC S 262 8242 KDM5C S 437 26040 SETBP1 S
88 64326 COP1 S 263 7403 KDMBA S 438 29072 SETD2 S
89 1387 CREBBP S 264 3791 KDR S 439 23451 SF3B1 S
90 1399 CRKL S 265 9817 KEAP1 S 440 10019 SH2B3 S
91 64109 CRLF2 S 266 3792 KEL S 441 4068 SH2D1A S
92 1436 CSF1R S 267 3799 KIF5B S, F 442 55164 SHQ1 S
93 1441 CSF3R S 268 3815 KIT S 443 9353 SLIT2 S
94 1452 CSNK1A1 S 269 9314 KLF4 S 444 84464 SLX4 S
95 10664 CTCF S 270 89857 KLHL6 S 445 4087 SMAD2 S
96 1493 CTLA4 S 271 4297 KMT2A S 446 4088 SMAD3 S
97 1495 CTNNA1 S 272 3845 KRAS S 447 4089 SMAD4 S
98 1499 CTNNB1 S 273 3916 LAMP1 S 448 6597 SMARCA4 S
99 8452 CUL3 S 274 9113 LATST S 449 6598 SMARCB1 S
100 1523 CUX1 S 275 26524 LATS2 S 450 6602 SMARCD1 S
101 7852 CXCR4 S 276 4004 LMO1 S 451 8243 SMC1A S
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Pribalovy letak k testu TruSight Oncology Comprehensive (EU)

IDv IDv
C. systéme Gén Typvariantu  C. systéme Gén Typ variantu C.
Entrez Entrez
102 1540 CYLD S 277 53353 LRP1B S 452
103 1616 DAXX S 278 4067 LYN S 453
104 54165 DCUN1D1 S 279 8216 LZTR1 S 454
105 4921 DDR2 S 280 9863 MAGI2 S 455
106 51428 DDX41 S 281 10892 MALT1 S 456
107 1665 DHX15 S 282 5604 MAP2K1 S 457
108 23405 DICER1 S 283 5605 MAP2K2 S 458
109 22894 DIS3 S 284 6416 MAP2K4 S 459
110 3337 DNAJB1 S 285 4214 MAP3K1 S 460
m 1786 DNMT1 S 286 9175 MAP3K13 S 461
112 1788 DNMT3A S 287 9020 MAP3K14 S 462
113 1789 DNMT3B S 288 4216 MAP3K4 S 463
114 84444 DOTIL S 289 5594 MAPK1 S 464
115 1871 E2F3 S 290 5595 MAPK3 S 465
116 8726 EED S 291 4149 Max. S 466
117 51162 EGFL7 S 292 4170 MCL1 S 467
118 1956 EGFR S,F,Sp 293 9656 MDC1 S 468
119 1964 EIF1AX S 294 4193 MDM2 S 469
120 1974 EIF4A2 S 295 4194 MDM4 S 470
121 1977 EIFAE S 296 9968 MED12 S 471
122 6921 ELOC S 297 100271849 MEF2B S 472
123 27436 EML4 S, F 298 4221 MEN1 S 473
124 56946 EMSY S 299 4233 MET S, A Sp 474
125 2033 EP300 S 300 23269 MGA S 475
126 4072 EPCAM S 301 4286 MITF S 476
127 2042 EPHA3 S 302 4292 MLH1 S 477
128 2044 EPHAS S 303 4300 MLLT3 S 478
129 2045 EPHA7 S 304 4352 MPL S 479
130 2047 EPHB1 S 305 4361 MRE11 S 480
131 2064 ERBB2 S, A 306 4436 MSH2 S 481
132 2065 ERBB3 S 307 4437 MSH3 S 482
133 2066 ERBB4 S 308 2956 MSH6 S 483
134 2067 ERCC1 S 309 4485 MST1 S 484
135 2068 ERCC2 S 310 4486 MST1R S 485
136 2071 ERCC3 S 31 2475 MTOR S 486
137 2072 ERCC4 S 312 4595 MUTYH S 487
138 2073 ERCC5 S 313 4602 MYB S 488
139 2078 ERG S, F 314 4609 MYC S 489
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IDv IDv
C. systéme Gén Typvariantu  C. systéme Gén Typ variantu C. D vE?t/rs;;’:me Gén Typ variantu
Entrez Entrez
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 2119 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 NOTCHA4 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 Nevztahuje Nevztahuje Nevztahuje Nevztahuje
sa sa sa sa
169 2250 FGF5 S 344 5063 PAK3 S Nevztahuje Nevztahuje Nevztahuje Nevztahuje
sa sa sa sa
170 2251 FGF6 S 345 57144 PAK5 S Nevztahuje Nevztahuje Nevztahuje Nevztahuje
sa sa sa sa
171 2252 FGF7 S 346 79728 PALB2 S Nevztahuje Nevztahuje Nevztahuje Nevztahuje
sa sa sa sa
172 2253 FGF8 S 347 142 PARP1 S Nevztahuje Nevztahuje Nevztahuje Nevztahuje
sa sa sa sa
173 2254 FGF9 S 348 5077 PAX3 S, F Nevztahuje Nevztahuje Nevztahuje Nevztahuje
sa sa sa sa
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IDv IDv
. 2 = ID v systéme
C. systéme Gén Typ variantu  C. systéme Gén Typ variantu C. En)t/rez Gén Typ variantu
Entrez Entrez

174 2260 FGFR1 S, F 349 5079 PAX5 S Nevztahuje Nevztahuje Nevztahuje Nevztahuje
sa sa sa sa

175 2263 FGFR2 S, F 350 5081 PAX7 S Nevztahuje Nevztahuje Nevztahuje Nevztahuje
sa sa sa sa

Zasady postupu

Analyza TSO Comprehensive (EU) je distribuovany test, ktory sa vykonava manualnym pouzitim extrahovanej
nukleovej kyseliny ako vstupného materialu. DNA a/alebo RNA extrahovana z tkaniva fixovaného vo formaline a
zaliateho v parafine (FFPE) sa pouZiva na pripravu kniznic, ktoré su potom obohatené génmi suvisiacimi

s rakovinou a sekvenované v pristroji Pristroj NextSeq 550Dx.

Analyza TSO Comprehensive (EU) zahffha nasledujlce postupy.

* Priprava a obohatenie kniznice — v pripade RNA sa celkovo 40 ng skonvertuje na doplnkovu DNA s dvoma
vldknami (cDNA). V pripade genomickej DNA (gDNA) sa 40 ng gDNA Stiepi na malé fragmenty. Univerzaine
adaptéry na sekvenovanie sa liguju na fragmenty cDNA a gDNA. Sekvencie adaptéra P5 a P7 su zaclenené
do kazdej kniznice, aby bolo mozné zachytit fragmenty kniznice na povrch prietokového ¢lanku pocas
sekvenovania. Adaptéry obsahuju indexové sekvencie i5 a i7 na identifikaciu kazdej jednotlivej vzorky
a v pripade kniznic zo vzoriek gDNA su v nich obsiahnuté jednotlivé molekuly spolu s jedineénymi
molekuldrnymi identifikatormi (UMI). KniZnice su nasledne obohatené Specifickymi génmi z oblasti zaujmu
pomocou metddy zachytenia. Sekvencie biotinylovanej sondy, ktoré obsahuju génové oblasti zaujmu, na
ktoré cieli analyza, sa hybridizuju do kniznic. Sondy a hybridizované cielené kniZnice su izolované od
necielenych kniznic zachytenim streptavidinovymi magnetickymi ¢asticami. Cielené obohatené kniznice su
premyté a amplifikované. MnoZzstvo kazdej obohatenej kniznice je nasledne normalizované pomocou
guld¢ok na zaistenie rovnakého zastupenia v knizniciach zdruzenych na sekvenovanie.

* Sekvenovanie a primarna analyza — normalizované obohatené kniZnice su nasledne zdruzené
a klastrované na prietokovy ¢lanok, a ndsledne sekvenované pouzitim biochemického postupu syntetického
sekvenovania (SBS) v pristroji NextSeq 550Dx. Biochemicka technoldgia SBS pomocou metddy
reverzibilného terminatora (koncového Cinitela) deteguje jednotlivé fluorescenéne oznacené
deoxynukleotidové trifosfatové bazy (dNTP) pocas ich zaclefovania do rastucich vidkien DNA. Pocas
kazdého cyklu sekvenovania je jedna dNTP pridana do retazca nukleovej kyseliny. Oznacenie dNTP sluzi
ako terminator polymerizacie. Po kazdom zacleneni dNTP sa zobrazi fluorescenéné farbivo na identifikaciu
bazy a potom sa odstiepi, aby bolo umoznené zaélenenie dalsieho nukleotidu. Styri reverzibilné dNTP
naviazané na terminator (A, G, T a C) existuju ako jednotlivé separatne molekuly. Vdaka tomu prirodzena
konkurencia minimalizuje skreslenie zaclenenia. Pocas primarnej analyzy sa primarne analyzy baz
vykonavaju priamo z merani intenzity signalu pocas kazdého cyklu sekvenovania. Vysledkom je
sekvenovanie -po- jednotlivych bazach. Ku kazdej primarnej analyze béaz je priradené skére kvality.
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Sekundarna analyza - Analyticky modul Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU) sa
nachadza v pristroji NextSeq 550Dx ako sucast softvéru Local Run Manager na zjednodus$enie nastavenia
chodu TSO Comprehensive (EU) a na vykonanie sekundarnej analyzy vysledkov sekvenovania. Sekundarna
analyza zahffia validaciu spracovania chodu a kontroly kvality, demultiplexovanie, generovanie stboru
FASTQ, zarovnanie a stanovenie variantu. Demultiplexovanie oddeluje Udaje zo zdruzenych kniznic na
zdaklade jedine¢nych sekvenacénych indexov, ktoré boli pridané pocas procedury pripravy kniznice. Vytvoria
sa doCasné subory FASTQ, ktoré obsahuju sekvenacné Citania pre kazdu vzorku a skére kvality, a to okrem
¢itani zo vSetkych klastrov, ktoré nepresli filtrom. Sekvenacéné &itania su nasledne zarovnané s referenénym
gendémom s cielom identifikovat vztah medzi sekvenciami, a je im priradené skore na zaklade oblasti
podobnosti. Zarovnané &itania su zapisané do suborov vo formate BAM. Analyticky softvér vyuziva
osobitné algoritmy pre kniZznice generované zo vzoriek DNA alebo RNA na analyzu malych variantov DNA,
amplifikacie génov, TMB a MSI pre vzorky DNA a fuzii a variantov zostrihu v pripade vzoriek RNA. Modul
analytického softvéru generuje viacero vystupov vratane metriky sekvenovania a suborov VCF (Variant Call
Format, format stanovenia variantu). Subory VCF obsahuju informacie o variantoch najdenych na
Specifickych poziciach v referenénom gendme. Pre kazdu vzorku su generované metriky sekvenovania

a jednotlivé vystupné subory. Podrobnosti o sekundarnej a tercidrnej analyze najdete v Priru¢ke

k pracovnému postupu analytického modulu Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU)
(dokument ¢. 200008661).

Terciarna analyza - terciarna analyza, ktoru vykonava Analyticky modul Local Run Manager TruSight
Oncology Comprehensive (EU), sa sklada z vypoc¢tov TMB a MSI, pridruzeného diagnostického stanovenia,
variantov s profilovanim tumoru do dvoch urovni klinického vyznamu pomocou databazy Knowledge Base
(KB) a typu tkaniva, a generovania spravy s vysledkami. Profilovanie tumoru je mozné oznacit aj ako
komplexné genomické profilovanie. Vysledky s interpretovanymi variantmi a vysledky biomarkerov TMB

a MSI su zhrnuté v sprave s vysledkami analyzy TSO Comprehensive (EU).

Obmedzenia postupu

Len na diagnostické pouzitie in vitro.

Len na lekarsky predpis. Tento test sa musi pouzivat v sulade s nariadeniami klinického laboratoria.

Genomické nalezy uvadzané v Tabulka 2 v rdmci U€elu uréenia nie su rozhodujlce pre stanovené pouzitie
akéhokolvek Specifického terapeutického produktu.

V pripade variantov uvadzanych v sprave s vysledkami analyzy TSO Comprehensive (EU) v ¢astiach
Genomické nalezy s ddkazom klinického vyznamu (Urovefi 2) a Genomické nélezy s potencidlnym klinickym
vyznamom (Uroven 3) sa klinicka validacia neuskutoénila.

Rozhodnutia tykajuce sa starostlivosti o pacienta a lie¢by pacienta musia vychadzat z nezavislého
odborného hodnotenia oSetrujuceho lekara, pricom musia byt zohladnené vsetky dostupné informacie
tykajlce sa stavu pacienta, ako napriklad anamnéza pacienta a jeho rodiny, fyzické vysetrenia, informacie
z inych diagnostickych testov a preferencie pacienta v sulade so Standardom starostlivosti v danej
komunite.
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Pribalovy letak k testu TruSight Oncology Comprehensive (EU) illumina

e Kvalita vzorky FFPE je velmi premenliva. Vzorky, ktoré nepresli Standardnymi postupmi fixacie, nemusia
generovat extrahované nukleové kyseliny, ktoré spifiaju poziadavky na kontrolu kvality analyzy (Kontrola
kvality na strane 82). Bloky FFPE, ktoré boli skladované dihsie nez pat rokov, vykazovali niz$iu validitu.

* Uginnost analyzy TSO Comprehensive (EU) vo vzorkach ziskanych od pacientov s transplantéciou organu
alebo tkaniva nebola hodnotena.

* Vysoké podiely nekrotického tkaniva (= 23 %) m6zu narusat schopnost analyzy TSO Comprehensive (EU)
detegovat amplifikacie génov a fuzie RNA.

* Detekcia mutacie somatického stimulacného faktora méze byt nespolahlivd, ak je obsah tumoru (podla
oblasti) nizsi ako 20 %.

* Vysledok stabilnej mikrosatelitne stabilnej vzorky (MS-Stable) mbZe byt nespolahlivy, ak je obsah tumoru
nizsi ako 30 %. Vysledok mikrosatelitne nestabilnej vzorky (MSI-High) je spravny bez ohladu na obsah
tumoru.

* Hemoglobin spojeny s tkanivom zniZzuje podporné ¢itania pre varianty zostrihu MET.
* Vo velmipreusporiadanych gendmoch s deléciami a stratou heterozygotnosti méze softvér TSO

Comprehensive (EU) chybne klasifikovat vzorku DNA ako kontaminovanu (CONTAMINATION_SCORE >
3106 a hodnota p > 0,049).

* Negativny vysledok nevylu¢uje pritomnost mutacie pod detekénymi limitom (LoD) analyzy.
* Citlivost detekcie malych variantov DNA méze byt ovplyvnena nasledujucimi faktormi:

— genomicky kontext s nizkou komplexnostou,

— narastajlca dizka variantu.
e Skére TMB mbzu byt v nasledujucich kontextoch nepresné:

— ak obsah tumoru dosahuje Urovne, na ktorych konverguju frekvencie alel zarodo¢ného a somatického
variantu (VAF),

— v populaciach, ktoré nie su dostatocne zastupené vo verejnych databazach.

*  Amplifikacie génov su jediné varianty poctu koépii vykazované analyzou TSO Comprehensive (EU). Delécie
génov nie su analyzou hldsené.

* Algoritmy stanovenia fuzii v analytickom softvéri TSO Comprehensive (EU) nemusia brat do Uvahy dékazy z
¢itani, ktoré siahaju mimo anotovanych hranic génov.

* Citlivost detekcie fuzii méze byt ovplyvnena nasledujucimi okolnostami:
— nizkou komplexnostou kniznice, vysledkom ¢oho je nizsi podiel podpornych ¢itani v dosledku odchylok

od pracovného postupu analyzy (napriklad dodrziavajte kroky mieSania v ¢asti Denaturdcia
a hybridizacia (annealing) RNA na strane 45),

— ked'jeden gén obsiahne obidva body zlomu,

— v pripadoch, v ktorych sa niekolko zlomovych bodov fuzie nachadza blizko seba s jednym alebo
viacerymi partnermi, uvedené body zlomu a partneri sa mézu vykazovat ako jeden bod zlomu a partner,

— malymi medidnovymi velkostamiinzercie — vyZzaduje sa minimalna medianova velkost inzercie 80 bp,
citlivost sa vS$ak znizuje v rozsahu 80 — 100 bp,
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— malou komplexnostou sekvencie alebo homolégnym genomickym kontextom okolo bodov zlomu.

* RozliSenie génov zahrnutych do fuzie méze byt ovplyvnené vtedy, ked sa body zlomu flzie vyskytuju
v genomickych oblastiach obsahujucich prekryvajice sa gény. Analyza bude vykazovat vSetky gény
oddelené bodkociarkami v pripade, Ze bod zlomu prekryva viacero génov.

* Nekonzistentné pokrytie v oblasti promotéra TERT moze v ddsledku nizkej hibky sekvenovania viest
k nulovému vysledku.

* Anotacia alebo chyby databazy KB moZzu spOsobit vyskyt faloSne pozitivneho alebo faloSne negativneho
vysledku vratane uvedenia variantu na nespravnej Urovni (medzi genomickymi nalezmi s dokazom
klinického vyznamu [Urovef 2] a genomickymi nalezmi s potencidlnym klinickym vyznamom [Urover 3]),
alebo mézu byt informacie anotécie v sprave nespravne. Chyby v anotacii alebo v databaze KB nemaju
vplyv na varianty vykazované v Casti Vysledky CDx. Moznost vyskytu chyby ma nasledujuce tri zdroje:

— Anotacia variantu TSO Comprehensive (EU). Miera vyskytu chyby je priblizne 0,0027 %, a to na zaklade
analyzy 2 448 350 variantov z modulu COSMIC v92, ¢o znamenad, Zze moznost vyskytu chyby je nizka.

— Chyba databazy KB v dosledku procesu kategorizacie.

— Relevantnost obsahu KB sa v ¢ase meni. Tato sprava reflektuje poznatky v ¢ase spracovania danej
verzie KB.

* Analyza TSO Comprehensive (EU) je navrhnutd tak, aby vykazovala somatické varianty pri vykazovani
variantov s dékazom klinického vyznamu alebo varianty s potencialnym klinickym vyznamom. Ked'ze ide o
test zameriavajuci sa iba na tumory, vykazovanie zarodoénych (zdedenych) variantov je mozné, ale
neumyselné. Analyza TSO Comprehensive (EU) vyuZziva databazu KB na vykazovanie variantov bez
vyslovnej anotdcie, ¢i maju zarododény alebo somaticky pévod.

* Databaza KB obsahuje iba terapeutické, diagnostické a prognostické asociacie, ktoré su relevantné pre
varianty v ramci zistenej solidnej zhubnej neoplazmy. Asociacie nachylnosti alebo rizika rakoviny nie su
zahrnuté do databazy KB.

* Nasledujuca tabulka zobrazuje zmeny nukleotidov pre tri varianty RET, ktoré analyza nedokaze detegovat.
Dalsie zmeny nukleotidov mézu byt detegované pre tu istd zmenu aminokyseliny.
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Tabulka 3 Zmeny nukleotidov pre tri varianty RET

Zmena .. . :
. . Chr* Pozicia Referencna alela Alternativa

aminokyseliny

p.E632_ chri0 43609943 AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC TAAGGCCG

A640delinsVRP TGCGGCCG

p.E632_ chri0 43609944 GCTGTGC TGTCAGG

C634delinsDVR

p.C634_ chri0 43609952 GC CTAAAAGA

R635insPK KAAAGAGA
CAAAAAGG
CCAAAAGG
CTAAGAGG

* Chr = chromozém

Komponenty produktu

Test TSO Comprehensive (EU) pozostava z nasledujlcich komponentov:

* Suprava TruSight Oncology Comprehensive (EU) (kataldgové &. lllumina 20063092) - slprava obsahuje
reagencie s dostato€nym objemom na generovanie 24 kniznic DNA a 24 kniznic RNA. Tento objem zahffa
vzorky pacientov a kontroly. Kontroly sa predavaju osobitne (pozrite si ¢ast PoZadované reagencie, ktoré sa
nedodavaju na strane 17).

* Databdza Knowledge Base: Pravidelne aktualizovana, k dispozicii na stiahnutie na portali Lighthouse
lNlumina.

* Analyticky modul Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU) (kataldgové €. lllumina
20051843), ktoré obsahuje nasledujice komponenty:

— Baliky Claims Packages TSO Comprehensive
— Softvérovy balik TSO Comprehensive
— Suprava USB TSO Comprehensive

Servisny zastupca lllumina nainstaluje prislusnu verziu softvéru Analyticky modul TSO Comprehensive (EU) do
pristroja Local Run Manager Pristroj NextSeq 550Dx. Informacie o analytickom module najdete v ¢asti Prirucke
k pracovnému postupu analytického modulu Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU)
(dokument ¢. 200008661).
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Reagencie

Dodavané reagencie

So supravou TSO Comprehensive (EU) sa dodavaju nasledujlce reagencie.

illumina

Suprava na pripravu kniznice TruSight Oncology Comp RNA Library Prep, €.

polozky 20031127

Reagencia

First Strand Synthesis
Mix (FSM)

Second Strand Mix
(SSM)

Elution Primer Frag
Mix (EPH3)

Reverse transcriptase
(RVT)

Cislo dielu

20031431

20031432

20031433

20031434
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Objem

260 ul

720 pl

250 pl

70 ul

Aktivne latky

Pufrovany vodny
roztok obsahujuci
soli a nukleotidy

Pufrovany vodny
roztok obsahujuci
soli, DNA
polymerase (DNA
polymerazu),
RNazu

H a nukleotidy

Pufrovany vodny
roztok obsahujuci
soli a ndhodné
hexaméry

Pufrovany vodny
roztok obsahujuci
reverse
transcriptase

Teplota pri
uskladneni

-25°Caz-15°C

-25°Caz-15°C

-25°Caz-15°C

-25°Caz-15°C
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illumina

Suprava na pripravu kniznice TruSight Oncology Comp Library Prep (Freeze),
€. polozky 20031118

Reagencia

End Repair A-tailing A
(ERA1-A)

End Repair A-tailing B
(ERA1-B)

Adapter Ligation
Buffer 1 (ALB1)

DNA ligase 3 (LIG 3)

Short Universal
Adapters 1 (SUA1)

UMI adapters v1 (UMI)

Stop Ligation Buffer
(STL)

Enhanced PCR Mix
(EPM)

Cislo dielu

20031435

20031436

20031437

20031438

20031439

20031496

20031440

20031441
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Objem

85 ul

210 ul

1,73 ml

190 pl

290 pl

290 pl

480 pl

550 pl

Aktivne latky

Pufrovany vodny
roztok obsahujuci

T4 DNA polymerase

(DNA polymerazu)
a polynukleotidovu
kinazu

Pufrovany vodny
roztok obsahujuci
soli a nukleotidy

Pufrovany vodny
roztok obsahujuci
soli

Pufrovany vodny
roztok obsahujuci
ligazu

Pufrovany vodny
roztok obsahujuci
univerzalne
sekvenaéné
oligonukleotidy

Pufrovany vodny
roztok obsahujuci
univerzalne
sekvenacné
oligonukleotidy

Pufrovany vodny
roztok obsahujuci
soli

Pufrovany vodny
roztok obsahujuci
DNA polymerase
(DNA polymerazu)
a nukleotidy

Teplota pri
uskladneni

-25°Caz-15°C

-25°Caz-15°C

-25°Caz-15°C

-25°Caz-15°C

-25°Caz-15°C

-25°Caz-15°C

-25°Caz-15°C

-25°Caz-15°C
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illumina

Suprava TruSight Oncology Comp Library Prep (Refrigerate), ¢. polozky 20031119

Reagencia Cislo dielu  Mnozstvo

Resuspension Buffer 20031444
(RSB)

Sample Purification 20031442
Beads (SPB)

Pufer TE Buffer (TEB) 20013443

1

2

Objem

12,4 mi

6,11 ml

10 mi

Aktivne latky

Pufrovany vodny
roztok obsahujuci

soli

Vodny roztok
obsahujuci

magnetické gul6¢ky

Roztok Tris EDTA

Teplota pri
uskladneni

2°Caz8°C

2°Caz8°C

2°Caz8°C

Indexovacie priméry TruSight Oncology Comp UP Index Primers, PN 20031120

Aktivne latky: pufrovany vodny roztok obsahujuci samostatné oligonukleotidové priméry oznacené ¢iarovym

kodom.

/N UPOZORNENIE

Priméry UPxx (Unique Index Primers) pouzite pre vzorky RNA alebo DNA. Nekombinujte spolu
indexovacie priméry CPxx a UPxx v rovnakej kniznici.

Indexovaci primér  Cislo dielu  MnoZstvo  Objem

UPO1 20031445 1 24yl
uP02 20031446 1 24 ul
UP03 20031447 1 24yl
uP04 20031448 1 24 ul
UPO5 20031449 1 24yl
UPO6 20031450 1 24 ul
UP07 20031451 1 24yl
uP08 20031452 1 24 ul
UP09 20031453 1 24yl
UP10 20031454 1 24 ul
UP11 20031455 1 24yl
UP12 20031456 1 24 ul
UP13 20031457 1 24yl
UP14 20031458 1 24 ul
UP15 20031459 1 24yl
UP16 20031460 1 24 ul
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D717
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D724
D705
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D715
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D719
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Sekvencia i7
TCCGGAGA
CTGAAGCT
CGTAGCTC
GAATTCGT
AGCGATAG
GCGATTAA
ATTCAGAA
GAATAATC
TTAATCAG
CGCTCATT
TCCGCGAA
ATTACTCG
ACTGCTTA
ATGCGGCT
GCCTCTCT
GCCGTAGG

Index i5
D503
D504
D509
D510
D513
D515
D501
D502
D505
D506
D517
D518
D511
D512
D514
D516

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

Teplota pri uskladneni
-25°Caz-15°C
-25°Caz-15°C
-25°Caz-15°C
-25°Caz-15°C
-25°Caz-15°C
-25°Caz-15°C
-25°Caz-15°C
-25°Caz-15°C
-25°Caz-15°C
-25°Caz-15°C
-25°Caz-15°C
-25°Caz-15°C
-25°Caz-15°C
-25°Caz-15°C
-25°Caz-15°C
-25°Caz-15°C
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Indexovacie priméry TruSight Oncology Comp CP Index Primers, PN 20031126

Aktivne latky: pufrovany vodny roztok obsahujuci samostatné oligonukleotidové priméry oznacené Ciarovym

koédom.
/N UPOZORNENIE

Kombinatorické indexovacie priméry (CPxx) pouzivajte vyluéne pre vzorky DNA. Nekombinujte spolu
indexovacie priméry CPxx a UPxx v rovnakej kniznici.

Indper)i(n:\;?ci Cislo dielu  MnoZstvo  Objem
CPO1 20031461 1 20 pl
CP02 20031462 1 20 ul
CPO3 20031463 1 20 pl
CP0O4 20031464 1 20 ul
CP05 20031465 1 20 pl
CP0O6 20031466 1 20 pl
CPO7 20031467 1 20 ul
CP08 20031468 1 20 pl
CP09 20031469 1 20 ul
CP10 20031470 1 20 pl
CP1M 20031471 1 20 ul
CP12 20031472 1 20 pl
CP13 20031473 1 20 ul
CP14 20031474 1 20 pl
CP15 20031475 1 20 ul
CP16 20031476 1 20 pl

Index i7

D721
D723
D709
D711
D723

D709

D711
D721
D709
D71
D721
D723
D711
D721
D723
D709

Sekvenovanie Index i5 Sekvenovanie Teplota pri uskladneni
CATCGAGG D507 ACGTCCTG -25°Caz-15°C
CTCGACTG D508 GTCAGTAC -25°Caz-15°C
CGGCTATG D519 CCGTCGCC -25°Caz-15°C
TCTCGCGC D520 GTCCGAGG -25°Caz-15°C
CTCGACTG D507 ACGTCCTG -25°Caz-15°C-25°Caz-15

°C
CGGCTATG D507 ACGTCCTG -25°Caz-15°C-25°Caz-15

°C
TCTCGCGC D507 ACGTCCTG -25°Caz-15°C
CATCGAGG D508 GTCAGTAC -25°Caz-15°C
CGGCTATG D508 GTCAGTAC -25°Caz-15°C
TCTCGCGC D508 GTCAGTAC -25°Caz-15°C
CATCGAGG D519 CCGTCGCC -25°Caz-15°C
CTCGACTG D519 CCGTCGCC -25°Caz-15°C
TCTCGCGC D519 CCGTCGCC -25°Caz-15°C
CATCGAGG D520 GTCCGAGG -25°Caz-15°C
CTCGACTG D520 GTCCGAGG -25°Caz-15°C
CGGCTATG D520 GTCCGAGG -25°Caz-15°C

Suprava TruSight Oncology Comp Enrichment (Refrigerate), ¢. polozky 20031123

Reagencia Cislo dielu  Mnozstvo
Pufer Target 20031477 2
Capture Buffer 1

(TCB1)
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Objem Aktivne latky uskladneni

870 ul Pufrovany vodny roztok 2°Caz8°C
obsahujuci formamid
asoli
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Reagencia Cislo dielu

Streptavidin 20031478
Mag Beads

(SMB)

2N NaOH (HP3) 20031479

Pufer Elute 20031480
Target Buffer 2

(ET2)

Library 20031481
Normalization

Beads 1 (LNB1)

Library 20031482
Normalization

Wash 1 (LNW1)

Pufer Library 20031483
Normalization
Storage Buffer 1

(LNST)

Resuspension 20031444

Buffer (RSB)

Sample 20031442
Purification

Beads (SPB)

Mnozstvo

Objem

7,78 ml

400 pl

290 pl

1,04 ml

4,8 ml

3,5ml

12,4 ml

6,11 ml

Aktivne latky

Pufrovany vodny roztok
obsahuijuci soli

a paramagnetické
guldeky v pevnej faze,
ktoré su kovalentne
pokryté streptavidinom

Roztok hydroxidu
sodného

Pufrovany vodny roztok

Pufrovany vodny roztok
obsahujuci
paramagnetické gulocky
v pevnej faze

Pufrovany vodny roztok
obsahuijuci soli,
2-merkaptoetanol a
formamid

Pufrovany vodny roztok
obsahujuci soli

Pufrovany vodny roztok
obsahuijuci soli

Vodny roztok obsahuijuci
magnetické gul6cky

illumina

Teplota pri
uskladneni

2°Caz8°C

2°Caz8°C

2°Caz8°C

2°Caz8°C

2°Caz8°C

2°Caz8°C

2°Caz8°C

2°Caz8°C

Suprava TruSight Oncology Comp Enrichment (Freeze), €. polozky 20031121

Reagencia Cislo dielu
Target Capture 20031486
Additives 1

(TCAT)
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MnozZstvo

2

Objem

521
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Aktivne latky

Pufrovany vodny roztok
obsahujuci
oligonukleotidy

Teplota pri
uskladneni

-25°Caz-15°C
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Reagencia

Enhanced
Enrichment
Wash (EEW)

Enrichment
Elution 2 (EE2)

Enhanced PCR
Mix (EPM)

PCR Primer
Cocktail 3
(PPC3)

Library
Normalization
Additives 1
(LNAT)

PhiX internal
control (PX3
alebo PhiX)

Cislo dielu MnoZstvo
20031487 1
20031488 3
20031441 2
20031490 2
20031491 1
20031492 1

Objem

50,4 ml

1,65 ml

550 pl

150 pl

4,6 ml

10 pl

Aktivne latky

Pufrovany vodny roztok
obsahujuci soli

Pufrovany vodny roztok
obsahujuci detergent

Pufrovany vodny roztok
obsahujlici DNA
polymerase (DNA
polymerazu) a nukleotidy

Pufrovany vodny roztok
obsahujuci priméry P5
aPbP7

Pufrovany vodny roztok
obsahujuci soli,

2- merkaptoetanol a
formamid

Pufrovany vodny roztok
obsahujuci genomicku
DNA ako kniznicu PhiX

illumina

Teplota pri
uskladneni

-25°Caz-15°C

-25°Caz-15°C

-25°Caz-15°C

-25°Caz-15°C

-25°Caz-15°C

-25°Caz-15°C

Suprava TruSight Oncology Comp Content Set, €. polozky 20031122

Reagencia Cislo dielu
Oncology RNA Probe 20031494
Pool 1 (OPR1)

Oncology DNA Probe 20031495

Pool 2 (OPD2)

MnozZstvo

1

1

290 ul

290 pl

Objem

Aktivne latky

Pool
oligonukleotidovych
sond

Pool
oligonukleotidovych
sond

PoZadované reagencie, ktoré sa nedodavaiju

Reagencie pouzivané pred amplifikaciou

Teplota pri
uskladneni

-25°Caz-15°C

-25°Caz-15°C

* Reagencie na extrakciu a purifikdciu DNA a RNA - informacie o poZiadavkach na reagencie najdete v ¢asti

Extrakcia, kvantifikdcia a uskladnenie nukleovej kyseliny na strane 28.
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* Reagencie na kvantifikaciu DNA a RNA —informacie o poziadavkach na reagencie najdete v ¢asti Extrakcia,
kvantifikacia a uskladnenie nukleovej kyseliny na strane 28.

* Kontroly TruSight Oncology:
— Kontrola DNA TruSight Oncology (katalégové €. lllumina 20065041)
— Kontrola RNA TruSight Oncology (katalédgové €. lllumina 20065042)
* Etanol (EtOH) 100 % (kategdria 200), vhodné na molekularnu mikrobioldgiu

* RNase/DNase-free water
Reagencie pouzivané po amplifikacii

* Suprava reagencii NextSeq 550Dx High Output v2.5 (300 cyklov), (katalégoveé Cislo lllumina 20028871)
— Kazeta s prietokovymi ¢lankami NextSeq 550Dx High Output v2.5 (300 cyklov)
— Kazeta s reagenciami NextSeq 550Dx High Output v2 (300 cyklov)
— Kazeta s pufrom NextSeq 550Dx v2 (300 cyklov)

* EtOH 100 % (kategdria 200), trieda vhodna na molekularnu mikrobioldgiu

* RNase/DNase-free water

Skladovanie reagencii a manipulacia s nimi

Nasledujuce balenia reagencii sa dodavaju zmrazené. Skladujte pri teplote -25 °C az -15 °C.

Balenie Cislo dielu Oblast laboratoria
TruSight Oncology Comp RNA Library Prep 20031127 Pred amplifikaciou
TruSight Oncology Comp Library Prep (Freeze) 20031118 Pred amplifikaciou
TruSight Oncology Comp UP Index Primers 20031120 Pred amplifikaciou
TruSight Oncology Comp CP Index Primers 20031126 Pred amplifikaciou
TruSight Oncology Comp Enrichment (Freeze) 20031121 Po amplifikacii

TruSight Oncology Comp Content Set 20031122 Po amplifikacii

/N UPOZORNENIE

Reagencie neuchovavajte v beznamrazovej- skladovacej jednotke ani vo dverach chladnicky.
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Nasledujlce balenia reagencii sa doddvaju s gélovymi vreckami na zachovanie teploty v rozsahu od 0 °C do
10 °C. Skladujte ich pri teplote 2 °C az 8 °C.

Balenie Cislo dielu Oblast laboratoéria
TruSight Oncology Comp Library Prep (Refrigerate) 20031119 Pred amplifikaciou
TruSight Oncology Comp Enrichment (Refrigerate) 20031123 Po amplifikacii

/N UPOZORNENIE
Reagencie obsahujuce gulé&ky (LNB1, SPB a SMB) nezmrazujte.

* Zmeny vo fyzickom vzhlade reagencii méZu naznacovat zhor$enie kvality materidlov. Ak doéjde ku zmenam
fyzického vzhladu (napriklad zmeny farby alebo zakalenie), reagencie nepouzivajte.

* FSM, SSM, ERA1-B a TCB1 mo6zu obsahovat ¢astice suvisiace s produktom. Pri manipulacii s kazdou
reagenciou dodrziavajte Specifické pokyny. Po vykonani krokov premie$ania FSM a SSM nebudu mat
zostdavajlce biele Castice suvisiace s produktom vplyv na ucinnost.

* Stabilita analyzy TSO Comprehensive (EU) bola hodnotena a jej U¢innost je zachovana pocas Styroch
pouziti supravy. Reagencie su stabilné az do datumu exspiracie uvedeného na oznaceni balenia, ak su
skladované pri predpisanych teplotach.

Vybavenie a materialy

PozZzadované, ale nedodavané zariadenia a materialy

Zariadenia a materialy pred amplifikaciou

Zariadenia Dodavatel
Ultrazvukovy pristroj so suvisiacim prislusentvom VSeobecny dodavatel pre
Pozrite si ¢ast Nastavenia konfigurdcie ultrazvukového pristroja na laboratdria

fragmentaciu DNA na strane 23.

Tepelny cyklovac s nasledujucimi Specifikaciami: VSeobecny dodavatel pre
« Vyhrievané veko s moznostou nastavenia na 30 °C a 100 °C (alebo laboratdria

s moznostou vypnutia, ak nie je mozné dosiahnut teplotu 30 °C)

Zahffia teplotny rozsah 4 °C az 99 °C

Presnost teploty +0,25 °C

Kompatibilné s platnickami PCR s 96 jamkami, 0,2 ml

Pozrite si ¢ast Rychlost ndbehu termocykléra na strane 26

Vortexovy mixér VSeobecny dodavatel pre
laboratéria

Dokument &. 200007789 v08 1972148

NA DIAGNOSTICKE UCELY IN VITRO. IBA NA EXPORT.



Pribalovy letak k testu TruSight Oncology Comprehensive (EU) illumina

Zariadenia Dodavatel

Inkubatory na mikrovzorky (2) s vlozkami na platnicky MIDI VSeobecny dodavatel pre

s 96 jamkami (2) laboratoria

Mikroodstredivka VSeobecny dodavatel pre
laboratéria

Centrifuga na platni¢ky s nasledujucimi Specifikaciami: V8eobecny dodavatel pre

o Kompatibilné s 96-jamkovymi platni¢kami laboratoria

* Moznost otacok 280 x g (+/- 10 %)

Trepacka platniCiek s nasledujucimi Specifikaciami: VSeobecny dodavatel pre
e Orbit2 mm laboratéria
» Moznost pretrepania s ota¢kami 1200 a 1 800 ot./min

Tesniaci klin alebo val€ek VSeobecny dodavatel pre
laboratoria

Magneticky stojan s nasledujucimi Specifikaciami: VSeobecny dodavatel pre

o Uréeny na precipitaciu/separaciu paramagnetickych gulé6&ok laboratdria

» Magnety na boCnej strane stojana (nie v dolnej Casti)
o Kompatibilné s 96-jamkovymi platni¢kami MIDI

Presné pipety schopné presne dodavat objemy od 2 pyl do 1000 ul s V8eobecny dodavatel pre
nasledujucimi $pecifikaciami: laboratéria
» Jednokanalova alebo viackanalova pipeta s prirastkom 0,02 pl
o Jednokanalova alebo viackanalova pipeta s prirastkom 0,1 ul, 0,2 pl
alebo 0,5 pl
» Jednokanalova alebo viackanalova pipeta s prirastkom 1 ul alebo 2 pl
Pipety musia byt pravidelne a presne kalibrované do 5 % uvedeného

objemu.

Pomaocka pre pipety VSeobecny dodavatel pre
laboratéria

Ladovy alebo studeny blok V8eobecny dodavatel pre
laboratoéria

Sérologické pipety s objemom 10 ml VSeobecny dodavatel pre
laboratoéria
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Zariadenia

Adhezivne plomby pre 96-jamkové platni¢ky s nasledujucimi

Specifikaciami:
o Odlupovatelné

» Vhodné pre platni¢ky PCR s obrubou alebo ¢iasto¢nou obrubou
o Odolné adhezivum, ktoré vydrzi viaceré zmeny teploty v rozsahu

-20°Caz100°C
» Bez obsahu DNazy/RNazy

Skumavky do mikroodstredivky s objemom 1,7 ml, bez nukledzy

Nadoby na reagencie bez nukleazy (jednorazova Uzka vanicka, 50 ml)

(alebo ekvivalent)

Konické skumavky, 15 ml

Kénické skumavky, 50 ml

Kompatibilné pipetové Spicky odolné voci aerosdlu

Skladovacie platni¢ky s 96 jamkami, 0,8 ml (platni¢ky MIDI)

Platni¢ky PCR s 96 jamkami kompatibilné s termocyklérom, 0,2 ml

(polypropylénové jamky)

Vybavenie a materialy po amplifikacii

Zariadenia

Pristroj NextSeq 550Dx

Centrifuga na platnic¢ky s nasledujucimi Specifikaciami:
o Kompatibilné s 96-jamkovymi platni¢ckami
e Moznost otacok 280 x g (+/- 10 %)

Tepelny cyklovac s nasledujucimi Specifikaciami:

e Vyhrievané veko (100 °C)

Presnost teploty £0,25 °C
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Zahffia teplotny rozsah 4 °C az 99 °C

Kompatibilné s platnickami PCR s 96 jamkami, 0,2 ml
Pozrite si ¢ast Rychlost ndbehu termocykléra na strane 26

illumina

Dodavatel

VSeobecny dodavatel pre
laboratoéria

VSeobecny dodavatel pre
laboratéria

VSeobecny dodavatel pre
laboratoria

VSeobecny dodavatel pre
laboratoéria

VSeobecny dodavatel pre
laboratoéria

VSeobecny dodavatel pre
laboratéria

Fisher Scientific, €. polozky
AB-0859 alebo ekvivalent

VSeobecny dodavatel pre
laboratoéria

Dodavatel

lllumina, katalégové Cislo
20005715

VSeobecny dodavatel pre
laboratéria

VSeobecny dodavatel pre
laboratéria
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Zariadenia Dodavatel

Vortexovy mixér VSeobecny dodavatel pre
laboratoria

Inkubator na mikrovzorky s vliozkou na platni¢ky MIDI s 96 jamkami VSeobecny dodavatel pre
laboratéria

Suchy tepelny blok s nasledujucimi Specifikaciami: V8eobecny dodavatel pre

o Teplotny rozsah 25°C az 99 °C laboratoria

» Presnost teploty +5 °C
o Zabezpeclte, aby skimavky do mikroodstredivky boli kompatibilné
s tepelnym blokom

Trepacka platniciek s nasledujucimi Specifikaciami: VSeobecny dodavatel pre
e Orbit2 mm laboratéria
o MozZnost pretrepania s otackami 1200 a 1 800 ot./min

Mikroodstredivka VSeobecny dodavatel pre
laboratéria

Tesniaci klin alebo val¢ek VSeobecny dodavatel pre
laboratoéria

Magneticky stojan s nasledujucimi Specifikaciami: VSeobecny dodavatel pre

» Uréeny na precipitaciu/separaciu paramagnetickych gul6¢ok laboratéria

» Magnety na bocnej strane stojana (nie v dolnej ¢asti)
o Kompatibilné s 96-jamkovymi platni¢kami MIDI

Presné pipety schopné presne dodavat objemy od 2 pl do 1000 ul s VSeobecny dodavatel pre
nasledujucimi $pecifikaciami: laboratoria
e Jednokanadlova alebo viackandlova pipeta s prirastkom 0,02 pl
» Jednokanalova alebo viackanalova pipeta s prirastkom 0,1 ul, 0,2 pl
alebo 0,5 pl
» Jednokandlova alebo viackandlova pipeta s prirastkom 1 ul alebo 2 pl
Pipety musia byt pravidelne a presne kalibrované do 5 % uvedeného

objemu.
Pomocka pre pipety VSeobecny dodavatel pre
laboratéria
Sérologické pipety s objemom 10 ml VSeobecny dodavatel pre
laboratoéria
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Zariadenia Dodavatel
Adhezivne plomby pre 96-jamkové platni¢ky s nasledujucimi VSeobecny dodavatel pre
Specifikaciami: laboratoria

o Odlupovatelné

» Vhodné pre platni¢ky PCR s obrubou alebo ¢iasto¢nou obrubou

o Odolné adhezivum, ktoré vydrzi viaceré zmeny teploty v rozsahu
-20°Caz100°C

» Bez obsahu DNazy/RNazy

Skumavky do mikroodstredivky s objemom 2 ml, bez nukleazy VSeobecny dodavatel pre
laboratéria

Skumavky do mikroodstredivky s objemom 1,7 ml, bez nukleazy V8eobecny dodavatel pre
laboratéria

Nadoby na reagencie bez nukledzy (jednorazova uzka vani¢ka, 50 ml) VSeobecny dodavatel pre

(alebo ekvivalent) laboratéria

Kénické skumavky, 15 ml VSeobecny dodavatel pre
laboratoéria

Kdénické skumavky, 50 ml VSeobecny dodavatel pre
laboratéria

Kompatibilné pipetové Spicky odolné vodi aerosolu V8eobecny dodavatel pre
laboratéria

Skladovacie platni¢ky s 96 jamkami, 0,8 ml (platni¢ky MIDI) Fisher Scientific, €. polozky
AB-0859 alebo ekvivalent

Platnicky PCR s 96 jamkami kompatibilné s termocyklérom, 0,2 ml VSeobecny dodavatel pre

(polypropylénoveé jamky) laboratoria

Ladovy alebo studeny blok VSeobecny dodavatel pre
laboratéria

Nastavenia konfiguracie ultrazvukového pristroja na
fragmentaciu DNA

Fragmentacia DNA, alebo Stiepenie, ovplyvriuje G€innost analyzy ur¢ovanim distribucie velkosti fragmentov, ¢o
nasledne ovplyviiuje pokrytie sekvenovania. Bolo hodnotenych niekolko Specifickych konfiguracii
ultrazvukového spracovania a tieto konfigurdcie boli optimalizované pre analyzu TSO Comprehensive (EU)
(Tabulka 4).

» Cas $tiepenia bol upraveny tak, aby bola maximalizovana metrika MEDIAN_EXON_COVERAGE uvadzana
v &asti Kontrola kvality na strane 82. Casy $tiepenia (uvedené v Tabulka 4) a metriky MEDIAN_INSERT_SIZE
sa v ramci jednotlivych konfiguracii odliSovali.
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* Konfiguracie 1-4 a 6 sa testovali pomocou sklenenych skimaviek s 8 pruzkami. Konfiguracia 5 pouzila
jednu sklenenu skimavku. Objemové kapacity skimaviek su uvedené v Tabulka 4.

* Optimalizacia konfiguracii 3 - 6 (vodné kupele s mensimi objemami) pouzila pulzovanie.
* Konfiguracie 3 -5 boli Stiepené v skimavkach s mensimi objemami. Objemové kapacity skimaviek
ovplyviiuju parametre Stiepenia.

* Konfiguracia 4 (liniova sonda, vodny kupel so stredne velkym objemom, voda zbavena plynov) vyZzadovala
dlhd dobu oneskorenia pulzovania (40 sekund) na dosiahnutie podobnej hodnoty MEDIAN_EXON_
COVERAGE ako konfiguracia 1a 2 pri nominalnom vstupe 40 ng.

* Optimalne nastavenia pre konfiguraciu 3 viedli k o nie¢o vac¢sej distribucii velkosti fragmentov v porovnani s
ostatnymi konfigurdciami (hodnota MEDIAN_INSERT_SIZE bola priblizne 0 5 -10 parov baz vacsia).

* Vkonfiguraciach 3 a 5 sa pouzili neodplynena voda a najmensi objem vodného kupela.

* Konfiguracie 3 a 5 potrebovali zvySeny vstup DNA (50 ng pre konfiguraciu 3, 60 ng pre konfiguraciu 5) na
dosiahnutie podobnej hodnoty MEDIAN_EXON_COVERAGE v porovnani s ostatnymi 4 konfiguraciami, ktoré
pouzivali nominalny vstup 40 ng.

* Konfiguracie 3 a 5 vykazovali vy$Siu mieru poskodenia a/alebo denaturacie, a preto mali znizeny objem
efektivnej hmoty pouzitelnych molekul dsDNA na pripravu kniznice.

Pocas procesu regeneracie odstredte skiumavky na Stiepenie, aby ste zaistili ziskanie stanoveného objemu,
kedZe akdkolvek strata materidlu moze neziaducim spdsobom ovplyvnit G¢innost.
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Tabulka 4 Hodnotenie cielenych konfiguracii ultrazvukového pristroja

Parameter

Sonda
Objem
vodného
kupela
Voda
zbavena
plynov
Vodny
chladi¢

Teplota
vodného
kupela
Vykon pri
incidente v
peaku
(vyboiji) (PIP)
% faktora
vyuzitia
Pocet cyklov
na vyboj
Pulzovanie
(10-
sekundové
vyboje)
Doba
oneskorenia
pulzovania
Cas $tiepenia
Spracovanie
vzorky

Velkost
davky

Linia

51

Ano

Ano

450 W

30

200

Nie

Nevztahuje
sa

250s
1-8

1-96
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Bod
51

Ano

Ano

175 W

10

200

Nie

Nevztahuje
sa

280s

1-96

Bod
85 ml

Nie

Ano

12°C

S50W

30

1000

Ano

10s
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Konfiguracia
4
Linia

500 ml

Ano

Ano

12°C

350 W

25

1000

Ano

40s

320 s?
1-8

Bod
16 ml

Nie

Ano

20°C

S0W

20

1000

Ano

10s

200 s’

illumina

Linia

1,71

Ano

Ano

10°C

450 W

25

600

Ano

10s

320 s?
1-8

1-96
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Konfiguracia

Parameter 1 2 3 4 5 6
Velkost 130 pl 130 pl 50 pl 50 pl Jedna 130 i (alebo
vzorky skimavka platnicka pre 96
v sklenengj (50 pl) mikroskumaviek)
skumavke
s 8 pruzkami
Dithering Nevztahuje  Nevztahuje Nevztahuje 3 mmY Nevztahuje 1,5mmY pri10
sa sa sa pri 20 sa mm/s
mm/s
Ekvivalent 40 ng 40 ng 50 ng 40 ng 60 ng 40 ng
vstupu DNA
(pre
medianové
pokrytie
exonu)

T Cas stiepenia 200 s pozostava z 10-sekundovych vybojov a 20 opakovani.
2 Cas stiepenia 320 s pozostava z 10-sekundovych vybojov a 32 opakovani.

Rychlost nabehu termocykléra

Rychlost ndbehu termocykléra ovplyvnuje metriky kontroly kvality analyzy (pouzitelné lokality MSI, medianovy
binarny pocet na ciel CNV, medidnova velkost inzercie (RNA)), rovnako ako podporné &itania pre varianty
zostrihu a fuzie. Je odporuc¢ané vykonat optimalizaciu rychlosti ndabehu termocykléra. Napriklad: nastavenie
testovaného modelu bolo upravené z predvolenej (a maximalnej) rychlosti ndbehu 5 °C/s na 3 °C/s na ziskanie
vysledkov porovnatelnych s inymi modelmi s nizSimi predvolenymi rychlostami ndbehu.
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Odber, preprava a skladovanie vzoriek

Pocas odberu, prepravy, skladovania a spracovania vzoriek postupujte podla $tandardnych postupov.

PozZiadavky na vzorky

Tkanivo FFPE

Analyza TSO Comprehensive (EU) vyZzaduje 40 ng RNA a/alebo 40 ng DNA extrahovanych z tkaniva FFPE.
Pouzitie RNA aj DNA umoznuje analyzovat vSetky predpokladané typy variantu. Tkanivo by malo byt fixované
pomocou formalinového fixativa vhodného na molekuldrnu analyzu (napriklad 10 % neutralny pufrovany
formalin). Tkanivo nesmie byt dekalcifikované. Pred vykonanim analyzy TSO Comprehensive (EU) je tkanivovu
vzorku potrebné nechat preskumat patoldgom a overit, ¢i je vzorka na dany test vhodna. Na detekciu
niektorych mutacii somatického stimulaéného faktora sa vyZaduje minimalny obsah tumoru 20 % (podla
oblasti). Spolahliva detekcia stavu MSI v réznych vzorkach vyzaduje minimalne 30 % obsahu tumoru. Ak je
vzorka testovana s menej ako 30 % obsahom tumoru na uréenie vysledkov s inymi typmi variantov, vysledok
MS-Stable m6ze byt nespolahlivy. Vysledok MSI-High je spravny bez ohladu na obsah tumoru.

Obsah tumoru v pripade amplifikacii génov a variantov RNA zavisi od rozsahu amplifikacie alebo expresie fuzie
(pozrite si ¢ast Obsah tumoru na strane 106).

Na vysoku pravdepodobnost extrakcie 40 ng RNA a 40 ng DNA z réznych typov solidnych tkaniv je odporucany
objem tkaniva = 1,0 mm?2. Tento objem je ekvivalentny kumulativnej ploche Zivotaschopného tkaniva = 200 mm?
pri pouziti 5 um hrubych sekcii alebo = 100 mm? pri pouziti 10 um hrubych sekcii. Kumulativna plocha tkaniva
predstavuje sucet plochy zZivotaschopného tkaniva vo vSetkych sekciach uréenych na extrakciu. Napriklad
kumulativnu plochu tkaniva 200 mm? mozno ziskat extrakciou Styroch 5 um sekcii s 50 mm? plochou tkaniva na
kazdu sekciu, alebo piatich 10 um sekcii s plochou tkaniva 20 mm? na kazdu sekciu. Nekrdza tkaniva moze
znizovat mnozstvo ziskanej nukleovej kyseliny. Na minimalizaciu pravdepodobnosti faloSnych negativnych
vysledkov mdze byt tkanivo makrodisekované na dosiahnutie pozadovaného obsahu zivotaschopnych buniek
tumoru.

Vysoké podiely nekrotického tkaniva (= 23 % plochy) mézu narusat schopnost analyzy TSO Comprehensive
(EU) detegovat amplifikacie génov a fuzie RNA. Ak sekcie vzorky obsahuju viac nez 23 % nekrézy na celkovej
ploche tkaniva, nekrotické tkanivo je potrebné makrodisekovat. Ak laboratérium spracovava RNA
prostrednictvom analyzy, pri ziskavani rezov z tkanivového bloku je potrebné vyhnut sa tkanivu s
hemoglobinom alebo ho minimalizovat. Pozrite si ¢ast Interferujuce ldtky na strane 97.

Tkanivo FFPE upevnené na sklicku mozno skladovat az 28 dni pri izbovej teplote.
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Extrakcia, kvantifikacia a uskladnenie nukleovej kyseliny

* RNA a DNA extrahujte z tkanivovych vzoriek FFPE pomocou komeréne dostupnych extrakénych suprav.
Rozdiely v extrakénych supravach mdézu ovplyviiovat Ucinnost. Pozrite si ¢ast Hodnotenie supravy na
extrakciu nukleovej kyseliny na strane 95.

* Pocas extrakcie zo Standardnej koncentracie poskytnutej v extrakénej slprave nezvysujte proteindzu K ani
ekvivalentny enzym. Pozrite si Cast Interferujlce latky na strane 97.

* Extrahovanu nukleovu kyselinu uskladriujte podla pokynov od vyrobcu extrakénej stpravy.
* Extrahovanu DNA skladujte max. 28 dni pri teplote -25 °C az -15 °C.
* Extrahovanu RNA skladujte max. 28 dni pri teplote -85 °C az -65 °C.

* Scielom vyhnut sa zmenam koncentracie v ¢ase odmerajte DNA a RNA do 28 dni od zaciatku pripravy
kniznice. Kvantifikdciu RNA a DNA vykonajte pomocou metddy fluorometrickej kvantifikacie, ktord vyuziva
farbiva viazuce sa na nukleovu kyselinu. Koncentracia nukleovej kyseliny by mala byt strednou hodnotou
najmenej troch merani.

* Analyza vyZaduje 40 ng kazdej vzorky RNA pripravenej v RNase/DNase-free water (nedodava sa), pricom
zaverecCny objem by mal byt 8,5 ul (4,7 ng/ul).

* Analyza vyzaduje 40 ng kazdej vzorky gDNA s minimalnou koncentréciou extrakcie 3,33 ng/ul. Stiepenie
vyzaduje zaverecny objem 52 ul (0,77 ng/ul) s minimalne 40 ul produktu TEB (dodava sa) pouzitého ako
riedidlo.

Uskladnenie kniznic

Kniznice skladujte na platni¢kdch PCR s nizkou mierou viazania 7 az 32 dni, v zavislosti od typu kniznice (pozrite
si Tabulka 5).

Tabulka 5 Doba uskladnenie kniznice

Typ kniZnice Platnicka Pocet dni Teplota pri'
uskladneni
cDNA PCF PCR <7 -25°Caz-15°C
Fragmentovana gDNA LP PCR =7 -25°Caz-15°C
Pred obohatenim ALS PCR =30 -25°Caz-15°C
Po obohateni ELU2 PCR <7 -25°Caz-15°C
PCR po obohateni PL PCR =< 30 -25°Caz-15°C
Normalizované NL PCR =32 -25°Caz-15°C
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Varovania a preventivne opatrenia

Bezpecnost

/N VAROVANIE

Tato suiprava reagencii obsahuje potencialne nebezpecné chemikalie. V ddsledku vdychnutia,
pozitia, kontaktu s pokoZkou a kontaktu s oéami méze dojst k zraneniam. Pri manipulacii s
nebezpeénymi materialmi v reagenciach by mala byt pouzita vhodna ventilacia. Noste ochranné
prostriedky vratane ochrany oéi, rukavic a laboratérneho plasta, ktoré su vhodné pre toto
nebezpecéenstvo vystavenia. S pouzitymi reagenciami manipulujte ako s chemickym odpadom

a likvidujte ich v sulade s platnymi regionalnymi, Statnymi a miestnymi zakonmi a predpismi.
Dal$ie informéacie o ochrane Zivotného prostredia, zdravia a bezpe&nosti najdete na karte
bezpeénostnych Udajov na stranke support.illumina.com/sds.html.

* So vSetkymi vzorkami narabaijte tak, ako keby boli infekéné.

* Pouzite bezné laboratérne bezpecnostné opatrenia. Pipetovanie nevykonavajte ustami. Nejedzte,
nepite ani nefajcite v oblastiach ur€enych na pracu. Pri manipulacii so vzorkami a reagenciami na
analyzy noste jednorazové rukavice a laboratdrny plast. Po manipulacii so vzorkami a reagenciami na
analyzy si dokladne umyte ruky.

Laboratéorium

* Na zabrdnenie kontaminacii dbajte na dodrzanie jednosmerného pracovného postupu v laboratériu.
Priestory pred amplifikaciou a po amplifikacii musia disponovat Specializovanym vybavenim a materidlmi
(napr. pipety, $picky pipiet, vortex a odstredivka). Na zabranenie prenosu amplifikovaného produktu alebo
sondy sa po vstupe do oblasti po amplifikacii nevracajte naspat do oblasti pred amplifikaciou.

* Vykonajte kroky indexacie PCR a obohatenia v oblasti po amplifikacii, aby nedoslo k prenosu produktu
amplifikacie.

* Postupy pripravy kniznice vyzaduju prostredie bez obsahu RNazy/DNazy. Pomocou Cistiaceho prostriedku
na inhibiciu RNazy/DNazy dbékladne dekontaminujte pracovné oblasti. PouzZivajte plastové materidly
s certifikaciou bez obsahu DNazy, RNazy a ludskej genomickej DNA.

* Pokial ide o postupy po amplifikacii, pracovné povrchy a vybavenie dékladne vycistite pred kazdou
procedurou a po nej pomocou ¢erstvo pripraveného roztoku chlérnanu sodného (NaOCI) s koncentraciou
0,5 %. Nechajte roztok posobit na povrchoch 10 minut a potom ho zotrite obriskom navihéenym v 70 %
roztoku etylalkoholu alebo izopropylalkoholu.

* Pouzivajte skumavky, platni¢ky, Spi¢ky pipiet a nadoby bez obsahu nukleazy.

* Pocas analyzy pouzivajte kalibrované vybavenie. Dbajte na to, aby ste kalibrovali vybavenie podla rychlosti,
tepldt a objemov uvadzanych v tomto protokole.
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* Na zaistenie spravnosti davkovania reagencii a vzoriek pouzivajte presné pipety. Kalibraciu vykonavajte
pravidelne podla pokynov vyrobcu.

* Pocas pouzivania multikanalovych pipiet postupujte podla nasledujlcich pokynov:
— Objem pipetovania musi byt najmenej = 2 pl.
— Overte, ¢i $picky s bariérou ,dobre sedia“ a ¢i sU vhodné z hladiska zna¢ky a modelu multikandlove;j
pipety.
— Spicky pripevfiujte ota¢anim a dbajte na to, aby boli véetky riadne nasadené.
— Aspiraciu vykonavaijte pod uhlom 90° a dodrziavajte rovnaké hladiny objemu vo vSetkych Spic¢kach.
— Po aplikacii premiesajte vSetky komponenty pipetovanim reakénej zmesi (nahor/nadol).
— Po dokonéeni davkovania skontrolujte, ¢i bola kvapalina Uplne nadavkovana z kazdej Spicky.
* Pouzivajte vybavenie stanovené pre danu analyzu a programy nastavujte presne podla pokynov.

* Stanovené teploty termocykléra a inkubdtora na mikrovzorky indikuju teplotu reakcie, nemusia indikovat
nastavenu teplotu zariadenia.

Analyza

* Dbajte na to, aby nedoslo ku krizovej kontaminacii.
— Ked manipulujete so vzorkami a reagenciami, postupujte podla prislusnych laboratérnych postupov.
— Pri spracovanijednotlivych vzoriek a pri davkovani novych reagencii pouzivajte zakazdym novy
laboratérny spotrebny material a nové pipetové $picky.
— Na obmedzenie rizika krizovej kontaminacie pouzivajte Spicky odolné proti aerosélom.

— Ked sa premiestiujete z oblasti pred amplifikaciou do oblasti po amplifikacii, pouzivajte jednosmerny
tok pracovnych ¢innosti.

— Naraz vzdy otvarajte a manipulujte iba s jednym indexovacim primérom. lhned' po pouziti uzavrite kazdu
skimavku s indexom vie¢kom. Suprava obsahuje dalSie viecka.

— Rukavice si mente ¢asto a tiez, ked dojde k ich kontaktu s indexovacimi primérmi alebo vzorkami.
— Nepouzité skimavky s indexovacimi primérmi odstrante z pracovnej oblasti.

— Nevracajte reagencie do skladovacich skimaviek po ich pouZiti v prizku so skimavkami, tzkej vani¢ke
alebo zasobniku.

— Vzorky premieSajte pipetou a podla indikacie odstredte platnicku.
— Pouzivajte trepacku na mikroplatni¢ky. Platnicky nemieSajte vo vortexe.

* Dbajte na to, aby nedoslo k zdmene komponentov analyzy z odli$nych $arzi siprav reagencii. Sarze stprav
reagencii su oznacené na Stitku balenia supravy reagencii a vinformac¢nom harku k Sarzi.

* Vyzaduje sa dodrziavanie spravnych laboratérnych postupov, aby nedoslo ku kontaminacii reagencii,
pristrojov, vzoriek a kniznic nukledzami a produktmi PCR. Kontaminacia spdsobena nukledzou a produktmi
PCR mdze zapricinit nepresné a nespolahlivé vysledky.
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* Na dosiahnutie optimalnej u¢innosti analyzy a jej uchovavanie sa vyZaduje spravny typ platnicky.
Dodrziavajte pokyny na prenos platni¢ky, ktoré opisuje Navod na pouZitie na strane 40.

* Nedodrziavanie uvadzanych postupov moze viest k chybnym vysledkom alebo vyznamnému znizeniu
kvality kniznice.

* Ak Navod na pouZitie na strane 40 neuvadza bod bezpe&ného zastavenia, ihned pokracujte dalsim krokom.

* Analytické reagencie alebo komponenty skladujte pri stanovenej teplote v uréenych predamplifikacnych
a poamplifikaénych oblastiach.

* Reagencie neskladujte v bezndmrazovej skladovacej jednotke ani vo dverach chladnic¢ky.

* Reagencie obsahujuce guld¢ky (LNB1, SPB a SMB) nezmrazujte.

* Nepouzivajte nespravne skladované reagencie.

* Presne dodrziavajte pokyny na mieSanie a manipulaciu uvddzané pre kazdu reagenciu. Nedostato¢né
miesanie alebo nadmerné mieSanie reagencii vo vortexe moze viest k nespravnym vysledkom vzoriek.

* FSM, SSM, ERA1-B a TCB1 m6zu obsahovat ¢astice suvisiace s produktom. Pri manipulacii s kazdou
konkrétnou reagenciou dodrziavajte pokyny k manipuldcii. Po vykonani krokov premiesania FSM a SSM
nebudd mat zostavajlce biele ¢astice stvisiace s produktom vplyv na ucéinnost.

* Pripravte si ¢erstvé hlavné zmesi a po pouziti zvysny obsah zlikvidujte.
* Vzdy sipripravte Cerstvy 80 % roztok etanolu s RNase/DNase-free water (vodou bez obsahu RNazy/DNazy)

na premyvanie. Etanol dokdze absorbovat vodu zo vzduchu, ¢o mbze ovplyviiovat vysledky. 80 % roztok
etanolu po pouZziti zlikvidujte v stlade s miestnymi, $tatnymi alebo federalnymi nariadeniami.

* PrenaSajte stanoveny objem eluatu. Prenos mensieho nez stanoveného objemu eluatu pocas ellcie méze
ovplyvnovat vysledky.
* Postupujte podla nasledujucich pokynov tykajlcich sa ultrazvukovych pristrojov. DodrZiavajte pokyny
vyrobcu.
— gDNA napifiajte do skiimavky uréenej do ultrazvukového pristroja pomaly, aby nedochadzalo k tvorbe
bublin. Nadmerné mnoZstvo bublin alebo vzduchovéa medzera v sklimavke na Stiepenie mézu viest
k neuplnej fragmentacii.
— Davkovanie do skumaviek ultrazvukového pristroja vykonavajte pomaly a dbajte na to, aby
nedochadzalo k rozstreknutiu.
— Scielom vyhnut sa vytlaceniu kvapaliny a strate vzorky nezasuvaijte Spicku pipety pocas odoberania
fragmentovanej DNA do spodnej ¢asti skiumavky uréenej do ultrazvukového pristroja.
* Nepipetujte menej nez 2 ul vstupu vzorky.
* Nepouzivajte Uzku vani¢ku na davkovanie reagencii v krokoch, ktoré vyzaduju pridanie menej nez 10 pl
materialu do kazdej jamky na vzorku.
* Pocas prenosu vzoriek fragmentovanej gDNA zo skimaviek ultrazvukového pristroja na platni¢ku pripravy
kniznice (LP) pouzivajte pipetu s jemnou Spickou.

* Nekombinujte spolu adaptéry UMI a SUA1.
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* Adaptéry SUA1 pouzite v pripade vzoriek RNA.

* Adaptéry UMI pouzite v pripade vzoriek DNA.

* Priradte odli$né indexovacie priméry ku kazdej vzorke kniZnice na jedine¢nu identifikaciu kazdej kniznice
v pripade jej zdruzovania na sekvenovanie v jednom prietokovom &lanku.

* Nekombinujte v rovnakej kniznici indexovacie priméry CPxx a UPxx.

* Nezhoda medzi vzorkami a indexovacimi primérmi sp6ésobi vykazovanie nespravnych vysledkov v dosledku
toho, Ze nedbjde k pozitivnej identifikacii vzorky. Nez zaénete s pripravou kniznice, zadajte ID vzoriek

a priradte indexy v aplikacii Analyticky modul Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU).
Pocas pripravy kniznice si zaznamenaijte ID vzoriek, indexovanie a orientaciu jamiek platnicky.

* Vpripade kniznic ziskanych zo vzoriek RNA pouzivajte iba indexy UPxx.

* V pripade kniznic ziskanych zo vzoriek DNA pouzivajte indexy UPxx alebo CPxx.

* Sekvenujte maximalne 8 kniznic RNA a 8 kniznic DNA na jeden prietokovy ¢lanok. Sekvenujte minimalne tri
kniznice. Postupujte podla pokynov v ¢asti Pocet kniZnic a vyber indexov na strane 36.

* Podokonéeni kroku viazania v ¢astiach Prvé zachytenie cielov na strane 61 a Druhé zachytenie cielov na
strane 65 pokracujte ihned krokom premyvania na zabranenie vysuseniu gulé¢kovych peliet.

* Pocas krokov premyvania odstrante vsetok 80 % roztok etanolu zo spodnej ¢asti jamiek. Preukdzalo sa, ze
zvySkovy etanol ma vplyv na vysledky.

* Na dosiahnutie optimalnej U¢innosti analyzy dodrzZiavajte pocet premyti uvadzany v dokumente Navod na
pouZitie na strane 40.

* Pocas procedury Normalizdcia kniznic na strane 72 dokladne resuspendujte gul6¢kovu peletu kniznice na
dosiahnutie konzistentnej hustoty klastra na prietokovom ¢lanku.

* |hned nahlaste akékolvek zavazné udalosti spojené s tymto vyrobkom spoloc¢nosti lllumina a prislusnym
uradom v ¢lenskom $tate, v ktorom sa nachadzaju pouzivatel aj pacient.

Poznamky k procedure

* Pracovny postup analyzy TSO Comprehensive (EU) je mozné realizovat podla nasledujiceho

harmonogramu:

— Den 1: syntéza cDNA zo vzoriek RNA, DNA fragmentacia vzoriek gDNA, priprava kniZnice a spustenie
nocnej (prvej) hybridizacie.

— Den 2: Obohatenie, normalizacia obohatenych kniznic a vkladanie kniznic do pristroja Pristroj NextSeq
550Dx.

Ak nie je mozné realizovat pracovny postup analyzy TSO Comprehensive (EU) podla tohto harmonogramu,

v ramci protokolu je stanovenych niekolko bodov bezpe¢ného zastavenia. Ak sa v protokole neur&i bod

bezpecného zastavenia, inned prejdite na dalsi krok.

* KnizZnice ziskané zo vzoriek RNA a DNA je mozné pripravit sibezne v osobitnych jamkach.
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Tabulky s pripravou hlavnej zmesi zahfnaju objemovy prebytok na zaistenie dostatoéného mnozstva
vzhladom na pocet spracuvanych vzoriek.

Pouzivajte vodu triedy uréenej pre molekularnu bioldgiu bez obsahu nukleaz.

Po pridani reagencie vyplachnite $pi¢ku jednorazovou aspiraciou a nadavkovanim do prislusnej jamky na
platnic¢ke (ak nie je stanovené v procedure inak).

Izbova teplota je stanovena na 15 °C az 30 °C.

Cinidla, vzorky a kniznice musia byt v ur&itych krokoch v ndvode na pouZitie uchované v chlade. Je to
definované ako uchovavanie na lade alebo ekvivalente.

Programy termocykléra

Pred spustenim protokolu naprogramujte programy termocykléra na predamplifikacné a postamplifikacné
vybavenie.

Overte, Ci platni¢ky PCR v termocykléri riadne ,sedia“.

Pouzivajte platni¢ky odporucané vyrobcom termocykléra.

Utesnenie a odkrytie platnicky

Platni¢ky vzdy uteshujte novym adhezivnym tesniacim pokrytim. Tesnenia opakovane nepouzivajte.

Ak chcete utesnit platni¢ku, pomocou tesniaceho klina alebo val¢eka riadne umiestnite adhezivne tesniace
pokrytie na platnic¢ku.

Platni¢ku s 96 jamkami pred vykonanim dalSich krokov protokolu vZzdy utesnite novym adhezivnym
tesniacim pokrytim.

— Kroky pretrepania platni¢ky

— Kroky odstredovania

— Kroky termocyklovania

— Hybridizacie

— Dlhodobé skladovanie

Na obmedzenie rizika krizovej kontamindcie a odparovania overte, ¢i su okraje a jamky utesnené.

Nez zanete pomaly odstrafiovat tesnenie, polozte platni¢ku na rovny povrch.

Ak pred jej odkrytim spozorujete kvapalinu alebo kondenzaciu na tesneni alebo boénych stenach jamiek
platni¢ky, vykonajte odstredenie s ota¢kami 280 x g po dobu 1 minuty.

Pouzivajte adhezivne tesniace pokrytia, ktoré si zachovavaju funkénost pri teplotach -20 °C az 100 °C a su
vhodné pre platni¢ky s obrubou alebo poloviénou obrubou.
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Zariadenia

* Dbajte nato, aby laboratérny personal poznal pokyny vyrobcu na pouzivanie a Udrzbu vsetkého vybavenia
pred spustenim analyzy.

Typ platniCky a prenosy platni¢ky

* Na dosiahnutie optimalnej u¢innosti analyzy a jej uchovavanie sa vyZaduje spravny typ platnicky.

* Ked prenasate objemy medzi platni¢kami, stanoveny objem preneste z kazdej jamky platni¢ky do prislusnej
jamky na cielovej platni¢ke.

* Podcas prenosov vzoriek medzi sUpravami skimaviek alebo platnickami je mozné pouzit multikanalové
pipety.

* Pocas pretrepavania platni¢iek postupujte podla nasledujlcich pokynov.
— Na pretrepanie platni¢ky pouZzite trepacku na platni¢ky. Platni¢ky nemieSajte vo vortexe.
— Platni¢ky PCR pretrepavajte s otackami 1200 ot./min.
— Platni¢ky MIDI pretrepavajte s otdckami 1800 ot./min.

— Podla pokynov od vyrobcu zaistite, aby trepacka na platni¢ky riadne ,drzala” platni¢ku.

Odstredovanie
* Ked pokyny v protokole indikuju kratke odstredovanie, odstredujte pri otaékach 280 x g po dobu 1 minuty.

* Ak natesnenialebo na stranach jamiek spozorujete kvapalinu, odstredujte platni¢ku pri otd¢kach 280 x g
po dobu 1 minuty.

Manipulacia s reagenciami

* Vsetky skimavky s reagenciami po pouziti riadne uzavrite, aby ste obmedzili odparovanie a zabranili
kontaminacii.

* Ked reagencie nebudete viac v ramci procedury potrebovat, vratte ich na miesto uskladnenia so
stanovenou teplotou.

* Postupuijte podla pokynov na pripravu reagencii, ktoré su uvedené pred kazdou proceduralnou ¢astou
Navod na pouzitie na strane 40.

* Pripravte si pozadovany objem hlavnej zmesi, elu¢nej zmesi a 80 % etanolu vzhladom na pocet
spraclvanych vzoriek.

* Objemy uvadzané v tabulkach hlavnej zmesi a roztokov obsahuju prebytok. Vypodty prebytku su
nasledovné.

* Tabulka14
— Objem FSM = (7,2 ul) x (poCet vzoriek + kontrol) x (1,25).
— ObjemRVT = (0,8 ul) x (pocet vzoriek + kontrol) x (1,25).
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* Tabulka 21
— Objem ERA1-B = (7,2 ul) x (pocet kniznic) x (1,20).
— Objem ERA1-A = (2,8 pl) x (pocet kniznic) x (1,20).
* Tabulka 29
— Objem EE2 = (20,9 ul) x (pocet kniznic) x (1,364).
— Objem HP3 = (1,1 yl) x (pocet kniznic) x (1,364).
* Tabulka 30
— Objem EE2 = (20,9 ul) x (pocet kniznic) x (1,364).
— Objem HP3 = (1,1 ul) x (pocet kniznic) x (1,364).
* Tabulka 36
— Objem LNA1 = (38,1 ul) x (pocet kniznic) x (2,0).
— Objem LNB1 = (6,9 ul) x (pocet kniznic) x (2,0).
* Tabulka 37
— Objem EE2 = (30,4 pl) x (pocet kniznic) x (1,25).
— Objem HP3 = (1,6 pl) x (poCet kniznic) x (1,25).

Supravy adaptérov
* Analyza TSO Comprehensive (EU) obsahuje adaptéry SUA1 a UMI.
* Adaptéry SUA1 sluzia na pouzite so vzorkami RNA. Nie su uréené na pouzitie so vzorkami DNA.

* Adaptéry UMI sllzZia na pouzite so vzorkami DNA. Nie su ur¢ené na pouzitie so vzorkami RNA.

Manipulacia s gulockami

* Analyza TSO Comprehensive (EU) obsahuje tri typy gul6¢ok (SPB, SMB a LNB1). Dbajte na to, aby ste pocas
procedury pouzili spravny typ gul6cok.

* Vykonajte spravny pocet premyti pri kazdom type gul'6¢ok.

* Dbajte nato, aby gulé¢ky pred pouzitim nadobudli izbovu teplotu.

* Na zaistenie homogenity mieSajte gul6¢ky 1 minutu pred pouzitim.
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Ked mieSate gulécky pomocou pipety, postupujte podla nasledujucich pokynov:

Pouzivajte vhodnu pipetu a velkost $picky vzhladom na objem, ktory mieSate.

Upravte nastavenie objemu na priblizne 50 - 75 % objemu vzorky.

Pipetujte pomaly bez uvolnenia piesta.

Dbajte na to, aby nedoslo k rozstreknutiu a vytvoreniu bubliniek.

Nastavte Spicku pipety nad peletu a davkujte priamo do pelety, aby sa gul6&ky uvolnili z jamky alebo
skumavky.

Dbaijte na to, aby sa gul6¢kova peleta nachadzala Uplne celd v roztoku. Roztok by mal mat tmavohnedu
farbu a homogénnu konzistenciu.

Overte, Ci je guldckova peleta pritomna. Opatrne aspirujte cely roztok gulé&ok v jamke do Spicky
a skontrolujte spodnu ¢ast jamiek.

* Ak aspirujete gul6cky do Spiciek pipety pocas krokov magnetickej separécie, nadavkujte gul6cky naspat do
jamky na platni¢ke na magnetickom stojane. Po¢kajte, kym nebude kvapalina &ira (priblizne 2 minuty)
a potom pokracujte dalSim krokom procedury.

* Ked premyvate guldcky:

Pouzivajte odporucany magneticky stojan na platni¢ku.

Kvapalinu davkujte priamo na gulé&kovu peletu tak, aby boli gul6¢ky na bo¢nej strane jamiek vihkeé.
Ponechajte platni¢ku na magnetickom stojane dovtedy, kym krok procedury neuvadza, Ze ju mate
odobrat.

Platni¢kou na magnetickom stojane netraste.

Kym je platni¢ka na magnetickom stojane, nenarusajte gulé&kovu peletu.

* Ked premyvate gul6&ky alebo odstranujete supernatant, naklonte Spi¢ky pipety v dolnej ¢asti jamiek tak,
aby ste nevytvarali podtlak a nenasali roztok do filtrov v pipetovej Spicke.

Pocet kniznic a vyber indexov

Pred nastavenim chodu naplanujte pocet kniznic so vzorkami a pocet indexov vzoriek pre chod sekvenovania.
Nasledujuce pokyny tykajlice sa poctu vzoriek zahfiiaju pozitivne kontroly, nie vSak negativne kontroly ani
kontroly bez templatu (NTC). Kontroly NTC je potrebné pridat do napldnovaného chodu ako dalSiu vzorku.

V pripade analyzy TSO Comprehensive (EU) postupujte podla pokynov v Tabulka 6 a Tabulka 7 na stanovenie
poctu kniznic RNA a/alebo DNA na sekvenovanie v jednom prietokovom ¢lanku. Ak sekvenujete kniznice RNA
alebo DNA samostatne, pozrite si Tabulka 6. Ak sekvenujete kniznice RNA a DNA na rovnakom prietokovom
¢lanku, pozrite si Tabulka 7.
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Tabulka 6 Sekvenovanie kniznic RNA alebo kniznic DNA

Typ kniznice Minimum#* Maximum*
Len RNA 3 16
Len DNA 3 8

* NTC neprispievaju k zlozitosti.

Tabulka 7 Sekvenovanie kniznic RNA a DNA na rovnakom prietokovom

¢lanku
Typ kniZnice Minimum#* Maximum*
RNA 3 8
DNA 3 8

* NTC neprispievaju k zlozitosti.
Na optimalne pouzitie reagencii pri sekvenovani kniznic DNA a RNA pomocou analyzy TSO Comprehensive (EU)
na pristroji Pristroj NextSeq 550Dx sekvenujte 8 kniZnic RNA a 8 kniznic DNA na prietokovy ¢lanok.

Indexovacie priméry jedine¢ne identifikuju kazdd vzorku a kniZznice bude mozné zdruzit na Gcely sekvenovania
na jednom prietokovom ¢lanku. Kompatibilné kombinacie indexov sa zobrazia na obrazovke Create Run
(Vytvorenie chodu) po¢as nastavovania chodu v softvéri Analyticky modul Local Run Manager TruSight
Oncology Comprehensive (EU). Pocas pripravy kniznice pridajte do kazdej kniznice vzoriek indexovaci primér.
V kazdej kniznici vzoriek pouZite odliSnu zmes indexovacieho priméru.

Dbajte na to, aby sa indexovacie priméry, ktoré pouZzivate so vzorkami, zhodovali s indexmi, ktoré vyberiete na
analyzu pomocou softvéru Analyticky modul Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU).
Nezhody méZu spésobit vykazovanie nespravneho vysledku v désledku toho, Ze nedéjde k pozitivnej
identifikacii vzorky.

V analyze TSO Comprehensive (EU) su dva typy indexov.

* Indexy UPxx - indexy UPxx sa pouZzivaju pre kniznice ziskané zo vzoriek RNA alebo DNA.

* Indexy CPxx —indexy CPxx sa pouzivaju pre kniznice ziskané zo vzoriek DNA. Nepouzivajte indexy CPxx
v pripade kniznic ziskanych z RNA alebo vtedy, ked sekvenujete celkove iba tri kniznice DNA.

Ked sekvenujete iba tri kniZnice, platia nasledujice pozZiadavky:

* Kniznice musia byt vSetky bud typu DNA, alebo RNA.

* Nepouzivajte supravy indexov CPxx.

* Na zabezpecenie pozadovanej diverzity sa vyZzaduje niektora z nasledujucich suprav indexov:
— UPO1, UP02 a UPO3
— UPO04, UPOS5 a UPO6
— UPO7,UP08 a UP09

- UP10, UP11a UP12
Prvej kniznici je napriklad priradena hodnota UPO1, druhej kniznici UP02 a tretej kniznici UP03.
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TruSight Oncology Kontroly

TSO Comprehensive (EU) vyZaduje Kontroly TruSight Oncology, ktoré pozostavaju z kontroly DNA TruSight
Oncology a kontroly RNA TruSight Oncology ako pozitivne kontroly. Zahrite kontrolu DNA TruSight Oncology
do kazdého chodu sekvenovania DNA a kontrolu RNA TruSight Oncology do kazdého chodu sekvenovania RNA
v ramci udalosti pripravy danej kniznice (zahrrite aj kontroly pre kombinované chody DNA a RNA). Ku kazdému
planovanému chodu sekvenovania je pripravena jedine&na pozitivna kontrola. Dal$ie informacie najdete v
dokumente Pribalovy letak ku kontrolnym vzorkam testu TruSight Oncology (200009919).

Vstupné mnozstvo pozitivnej kontroly je 40 ng pre DNA a RNA.

Zahrite vhodnu kontrolu NTC (kontrola bez templatu) do kazdej udalosti pripravy kniznice RNA a DNA. Kontrola
NTC sa opakovane sekvenuje v ramci jednej udalosti pripravy kniznice. Postupujte podla tychto pokynov pre
Kontroly TruSight Oncology:

* Pripravte si kniznice z pozitivhych kontrol a kontrol bez templatu identicky ako vzorky.
* Pouzite TEB pre kontrolu NTC DNA.

* PouZite vodu bez obsahu DNazy/RNazy pre kontrolu NTC RNA.

* Pozitivne kontroly su zahrnuté do maximalnej poziadavky na kniznicu.

* Kontroly NTC nie su zahrnuté do minimalnej poziadavky na kniznicu.

* Pocas sekvenovania len 3 kniznic pouzite indexy typu UP pre kontrolu NTC.

* KedZe kontrola NTC sa sekvenuje opakovane, indexy vybraté pre tuto kontrolu nie je mozné opakovat
v udalosti pripravy kniznice.

Nasledujuce tabulky uvadzajl vzorové rozlozenia platni¢iek na pripravu kniznice. Kazdy ocislovany stipec
predstavuje jeden chod sekvenovania. V pripade spolo¢ného sekvenovania kniznic DNA a RNA predstavuje
kazda prislu$na skupina stipcov jeden chod sekvenovania (napriklad stipce 1a 7). Kontrola NTC je sekvenovana
pre kazdy stipec alebo skupinu stipcov.
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Tabulka 8 Udalost pripravy kniznice jedného chodu vratane Siestich vzoriek pacienta

1 2 3 4 5 6 7
Pozitivna Pozitivna
A kontrola prazdne prazdne prazdne prazdne prazdne kontrola
DNA RNA
B DNA1 prazdne prazdne prazdne prézdne prazdne RNA 1
c DNA 2 prazdne prazdne prazdne prazdne prazdne RNA 2
D DNA 3 prazdne prazdne prazdne prazdne prazdne RNA 3
E DNA 4 prazdne prazdne prazdne prazdne prazdne RNA 4
F DNA5 prazdne prazdne prazdne prézdne prazdne RNA 5
G DNA 6 prazdne prazdne prazdne prazdne prazdne RNA 6
. rE\)#/Cx prazdne prazdne prazdne prazdne prazdne  RNANTC

Tabulka 9 Udalost pripravy kniZnice pozostavajlca z troch chodov vratane 20 vzoriek pacienta

1 2 3 4 5 6 7
Pozitivna  Pozitivna  Pozitivna Pozitivna  Pozitivna  Pozitivna
A kontrola kontrola kontrola prazdne kontrola kontrola kontrola
DNA DNA DNA RNA RNA RNA
B DNA1 DNA7 DNA 14 prazdne RNA 1 RNA7 RNA 14
© DNA 2 DNA 8 DNA 15 prazdne RNA 2 RNA 8 RNA 15
D DNA 3 DNA9 DNA 16 prazdne RNA 3 RNA 9 RNA 16
E DNA 4 DNA 10 DNA 17 prazdne RNA 4 RNA 10 RNA 17
F DNA 5 DNA 11 DNA 18 prazdne RNA 5 RNA 11 RNA 18
G DNA 6 DNA12 DNA 19 prazdne RNA 6 RNA 12 RNA 19
H DNA DNA 13 DNA 20 prazdne RNANTC RNA 13 RNA 20
NTC
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Navod na pouZzitie

Prehlad pracovného postupu analyzy TSO Comprehensive (EU) je zobrazeny na Obrazok 1a Obrazok 2.

Pracovny postup pripravy kniznice

Obrazok 1 uvadza pracovny postup pripravy kniznice na analyzu TSO Comprehensive (EU). Kniznice zo vzoriek
RNA a DNA je mozné pripravit stibezne v osobitnych jamkach. Pozitivne kontroly a kontroly bez templatu su
spracované identicky ako vzorky. Medzi jednotlivymi krokmi su vyznacené body bezpecného zastavenia.

Pred spustenim protokolu zadajte do Analyticky modul Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive
(EU) informacie o chode a vzorkach. Pozrite si dokument Priru¢ke k pracovnému postupu analytického modulu
Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU) (dokument ¢. 200008661).
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illumina

Obrazok 1 Pracovny postup analyzy TSO Comprehensive (EU) (1. ¢ast)

Deni 1

Denaturacia a hybridizacia
(annealing) RNA

Realizacia: 65 minut

Spolu: 75 minat

Reagencia: EPH3

Syntetizacia prvého viakna cDNA

Fragmentacia
gDNA
Realizacia: 100 minut
Spolu: 110 minat
Reagencia: TEB

Realizacia: 10 minut
Spolu: 50 minut

Reagencia; FSM, RVT

e Syntetizacia druného viakna cDNA

Realizacia: 10 minuat
Spolu: 35 minut
Reagencia: SSM

o Cistenie cDNA
Realizacia: 30 minut

Bod bezpedéného Spolu: 40 mindt

zastavenia Reagencie: SPB, 80 % EtOH, RSB

Bod bezpecného
zastavenia

Dokument &. 200007789 v08

Bod bezpecného
zastavenia

Oprava konca a A-Tailing
(pridavanie bazy A)
Realizacia: 10 minat

Spolu: 70 minat

Reagencie: ERA1-A, ERA1-B

Ligacia adaptérov
Realizacia: 15 minat
Spolu: 50 minat

Reagencie: ALB1, LIG3, SUA1/UMI, STL

Vycistenie ligacie
Realizacia: 40 minut

Spolu: 50 minut

Reagencie: SPB, 80 % EtOH, RSB

Indexovacie PCR
Realizacia: 15 minut

Spolu: 60 minat

Reagencie; UPxx/CPxx, EPM

® cDNA ® Stiepena DNA

* Cas realizacie a celkovy &as st priblizné.
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Pracovny postup obohatenia

Obrazok 2 uvadza pracovny postup obohatenia pre analyzu TSO Comprehensive (EU). Medzi jednotlivymi
krokmi su vyznacdené body bezpecného zastavenia.

Obrazok 2 Pracovny postup analyzy TSO Comprehensive (EU) (2. ¢ast)

Defl 1 (pokracovanie) o Nastavenie prvej hybridizacie
Realizacia: 15 minut
Celkom: cez noc
Reagencie: TCB1, TCA1, OPR1/0PD2

Noé&na hybridizacia
Def 2 Prve zachytenie cielov
Realizacia: 60 minut

Spolu: 100 minut

Reagencie: SMB, EEW, EE2, HP3, ET2

Nastavenie druhej hybridizacie
Realizacia: 10 minut

Celkom: 2 — 4 hodiny

Reagencie: TCB1, TCA1, OPR1/0PD2

Druhé zachytenie cielov
Realizacia: 25 minat

Spolu: 60 minut

Bod bezpeéného Reagencie: SMB, RSB, EE2, HP3, ET2

zastavenia

Amplifikacia obohatenej kniznice
Realizacia: 5 minut

Spolu: 60 minut

Reagencie: EPM, PPC3

Vycistenie amplifikovanej
obohatenej kniznice
Realizacia: 30 minit

Spolu: 40 minut

Bod bezpecného Reagencie: SPB, 80 % EtOH, RSB

zastavenia

Normalizacia kniznic
Realizacia: 40 minut

Spolu: 70 minut

Bod bezpeéného Reagencie: LNA1, LNB1, LNW1, LNS1, EE2, HP3

zastavenia

o~ e o e e = e« e ~

Priprava na sekvenovanie
Realizacia: 30 — 45 minut

Spolu: 120 minut

Reagencie: HP3, RSB, PX3, HT1

PY Priprava

® Obohatenie )
sekvenovania
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Programovanie termocykléra

NeZ za¢nete s analyzou, uloZte nasledujuce programy v predamplifikacnych a postamplifikacnych
termocykléroch.

Tabulka 10 Programy predamplifikaéného termocykléra

i Nazov Teplota Reakény i
Krok procedury ] Parametre termocykléra
programu  veka objem
Denaturacia LQ-RNA 100 °C 17 pl e 65°C na 5 minut
a hybridizacia e 4°Cna1minutu
(annealing) RNA » Uchovavajte pri teplote 4 °C
Syntetizacia prvého 1stSS 100 °C 25 pl e 25°C na10 minut
vldkna cDNA e 42°Cna15 minut
e 70 °C na 15 minut
e 4°Cna1minutu
» Uchovavajte pri teplote 4 °C
Syntetizacia druhého  2ndSS 30°C 50 ul e 16 °C na 25 minut
vldkna cDNA e 4°Cna1minutu

» Uchovavajte pri teplote 4 °C

POZNAMKA Ak nie je mozné nastavit teplotu veka pri kroku 2ndSS na 30 °C, vypnite moznost predohriatia
veka.

Tabulka 11 Programy postamplifikatného termocykléra

Nazov Teplota Reakény
programu  veka objem

Indexovacie PCR [-PCR 100 °C 50 i » 98 °C na 30 sekund
e 15 cyklov:
» 98 °C na 10 sekund
e 60 °C na 30 sekund
e 72 °C na 30 sekund
e 72°Cna5 minut
o Uchovavaijte pri teplote 10 °C

Vykonanie prvej HYB1 100 °C 50 ul e 95°C na 10 minut
hybridizacie » 85°C na 2 min. 30 sekund
e 75°C na 2 min. 30 sekund
e 65°Cna 2 min. 30 sekund
o Uchovavajte pri 57 °C na 8 az 24 hodin

Krok procedury Parametre termocykléra
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Nazov
programu

Vykonanie druhej HYB2
hybridizacie

Krok procedury

Amplifikacia EL-PCR
obohatenej
kniZnice

Teplota
veka

100 °C

100 °C

Priprava na protokol

Reakény
objem

50 i

50 pl

Parametre termocykléra

e 95°C na10 minut

e 85°C na2min. 30 sekund

e 75°C na 2 min. 30 sekund

e 65 °C na 2 min. 30 sekund

e Uchovavajte pri57°Cna1,5az
4 hodiny

e 98 °C na 30 sekund
» 18 cyklov:
» 98 °C na 10 sekund
e 60 °C na 30 sekund
e 72 °C na 30 sekund
e 72°Cna5min
o Uchovavaijte pri teplote 10 °C

Tato priprava je potrebna na vykonanie krokov protokolu veducich k dalSiemu bezpeénému bodu zastavenia.

n

o 0 bk~ w

/N UPOZORNENIE

Vsetky procedury v ramci pracovného postupu vyZzaduju pouzitie prostredia bez obsahu

RNazy/DNazy.

termocykléra na strane 43.

Vyberte kontroly RNA z miesta uskladnenia.

Pomocou Cistiaceho prostriedku na inhibiciu RNazy/DNazy dékladne dekontaminujte pracovné oblasti.

Overte, &i st nastavené programy termocykléra pred amplifikaciou. Pozrite si ¢ast Programovanie

Pri nastavovani ultrazvukového pristroja postupujte podla pokynov vyrobcu.

Ak spracuvate iba vzorky DNA, pokradujte priamo ¢astou Fragmentdcia gDNA na strane 50.

Vytiahnite skimavky s reagenciami z balenia a postupujte podla pokynov na rozmrazenie.

Tabulka 12 Suprava TruSight Oncology Comp RNA Library Prep (€. polozky 20031127)

Reagencia Skladovanie

EPH3 -25°Caz-15°C
FSM -25°Caz-15°C
RVT -25°Caz-15°C
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Pokyny na rozmrazenie Krok protokolu

Rozmrazte naizbovu
teplotu.

Rozmrazte naizbovu
teplotu.

Uchovavajte v chlade.

Denaturdcia a hybridizacia
(annealing) RNA

Syntetizacia prvého vlidkna cDNA

Syntetizacia prvého vlidkna cDNA
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Reagencia Skladovanie Pokyny na rozmrazenie Krok protokolu
SSM -25°Caz-15°C Rozmrazte naizbovu Syntetizacia druhého vldkna
teplotu. cDNA

Tabulka 13 Suprava TruSight Oncology Comp Library Prep (Refrigerate) (¢. polozky 20031119)

Reagencia Skladovanie Pokyny na rozmrazenie Krok protokolu
SPB 2°Caz8°C Preneste do prostredia Cistenie cDNA
(svetlozeleny s izbovou teplotou na

Stitok) 30 minut.

RSB 2°Caz8°C Preneste do prostredia Cistenie cDNA

s izbovou teplotou.

Denaturacia a hybridizacia (annealing) RNA

Tento proces denaturuje purifikovanu RNA a pocas pripravy na syntézu cDNA do nej vklada nahodné
hexamérové priméry.

Priprava

1. Pripravte si nasledujuce reagencie.
* EPH3-odloZte ju nabok.

* FSM - premiesSajte vo vortexe. Kratko odstredte a pipetovanim premiesajte.
Reagencia mdze obsahovat biele ¢astice sUvisiace s produktom. NevyZaduje sa Ziadna akcia
pouzivatela. Nema to vplyv na ucéinnost produktu.

* RVT -kratko odstredte a pipetovanim premiesajte. Uchovavajte v chlade.

POZNAMKA RVT je viskdzny roztok. Pocas pipetovania sa snazte minimalizovat tvorbu bublin.

2. Do skumavky do mikroodstredivky preneste nasledujlice objemy na vytvorenie zmesi FSM + RVT Master
mix.

Tabulka 14 Zmes FSM + RVT Master Mix*

Komponent Master
P 4 kniznice (pl) 8 kniznic (ul) 16 kniznic (pl) 24 kniznic (ul)

Mix
FSM 36 72 144 216
RVT 4 8 16 24

* Tato tabulka obsahuje objemovy prebytok. Informacie o vypoctoch najdete v ¢asti Manipuldcia s reagenciami na
strane 34.

3. Pipetovanim 10-krat premieSajte.

4. Zmes FSM + RVT Master Mix uchovajte v chlade az do kroku Syntetizadcia prvého viakna cDNA na strane 46.
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Postup

1. Extrahované vzorky RNA a kontroly RNA uchovavajte po¢as rozmrazovania v chlade.
Kontroly RNA spracujte ako vzorky v ramci zvysnej ¢asti protokolu.

2. Ak RNA nepouzivate, uchovavajte ju v chlade. Informacie o kvantifikacii vzoriek najdete v ¢asti PoZiadavky
na vzorky na strane 27.

Pipetovanim 10-krat premiesajte kazdu vzorku RNA.

4. Pouzite produkt RNase/DNase-free water na pripravu 40 ng kazdej vzorky RNA s celkovym objemom 8,5 ul
(4,7 ng/ul).
V pripade kontrol RNA pouzite koncentraciu uvedenu na oznaceni skimavky.

Oznadéte novu platnicku PCR s 96 jamkami ako CF (fragmenty cDNA).
6. Pridajte 8,5 pl kazdej vzorky RNA do jedine€nej jamky na platni¢ke CF PCR.

7. Pocas nastavovania chodu dbajte na to, aby sa rozlozenie platni¢ky so vzorkami a indexy pre kazdu vzorku
zhodovali s chodom naplanovanym v Analyticky modul TSO Comprehensive (EU).

PremieSajte EPH3 vo vortexe a vysledny produkt kratko odstredte.
Do kazdej jamky na vzorku pridajte 8,5 ul EPH3.

10. Na platni¢ku CF PCR umiestnite adhezivne tesniace pokrytie.

/N UPOZORNENIE

Okraje a jamky riadne utesnite, aby nedoslo k odparovaniu.

11. Pretrepavajte 1 minutu pri otackach 1200 ot./min.
12. Odstredujte pri otackach 280 x g po dobu 1 minuty.

13. Vlozte do termocykléra a spustite program LQ-RNA.
Pozrite si ¢ast Programovanie termocykléra na strane 43.

14. Ked vzorky dosiahnu teplotu 4 °C, poc¢kajte 1 minutu. Ihned pokracujte dalSim krokom.

Syntetizacia prvého viakna cDNA

Tento proces vedie k reverznej transkripcii fragmentov RNA s viozenymi ndhodnymi hexamérovymi primérmi do
prvého vidkna cDNA pouzitim produktu reverse transcriptase.

Postup

1. Vyberte platni¢ku CF PCR z termocykléra.

2. Pipetovanim 10-krat premieSajte zmes FSM + RVT Master Mix. Zaistite, aby bola zmes FSM + RVT Uplne
homogénna.

Do kazdej jamky na vzorku pridajte 8 ul zmesi FSM + RVT Master Mix.
Pipetovanim 10-krat premiesajte.

Zvysnu zmes FSM + RVT Master Mix zlikvidujte.
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6. Na platnicku CF PCR umiestnite adhezivne tesniace pokrytie.
Okraje a jamky riadne utesnite, aby nedoslo k odparovaniu.

7. Pretrepavaijte pri otackach 1200 ot./min po dobu 1 minuty.
Odstredujte pri ota¢kach 280 x g po dobu 1 minuty.

Vlozte do termocykléra a spustite program 1stSS.
Pozrite si ¢ast Programovanie termocykléra na strane 43.

10. Ked vzorky dosiahnu 4 °C, ihned' pokracujte dalSim krokom.
Vzorky prvého vidkna je mozné ponechat pri teplote 4 °C max. 5 minut.

Syntetizacia druhého viakna cDNA

Tento proces odstranuje templat RNA a syntetizuje dvojvidknovu cDNA.

Priprava

1. Priprava SSM:
a. Preklopenim 10-krat premiesajte.

b. Kratko odstredte. Reagencia mdze obsahovat biele ¢astice suvisiace s produktom. NevyZzaduje sa
Ziadna akcia. Nema to vplyv na G¢innost produktu.

Postup

1. Vyberte platni¢ku CF PCR z termocykléra.
2. Do kazdejjamky na vzorku pridajte 25 pl SSM.

3. Na platni¢ku CF PCR umiestnite adhezivne tesniace pokrytie.
Okraje a jamky riadne utesnite, aby nedoslo k odparovaniu.

4. Pretrepavaijte priotackach 1200 ot./min po dobu 1 minudty.
Odstredujte pri ota¢kach 280 x g po dobu 1 minuty.

6. Vlozte do termocykléra a spustite program 2ndSS.
Pozrite si ¢ast Programovanie termocykléra na strane 43.

7. Ked vzorky dosiahnu 4 °C, pockajte 1 minutu a potom ihned pokracujte dalSim krokom.

Cistenie cDNA

V tomto postupe sa pouziva SPB na Cistenie cDNA od neZiaducich komponentov reakcie. Gul6&ky sa premyvaiju
dvakrat pomocou Cerstvo pripraveného 80 % EtOH. Pouzitim RSB sa vykona ellcia cDNA.

Priprava

1. Pripravte si nasledujuce reagencie.
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* SPB-dbajte nato, aby sa gulé&ky nachadzali 30 minut v prostredi s izbovou teplotou.
* RSB -ulozte na pouzitie v postupe.
2. Do 15 ml alebo 50 ml kénickej skimavky si nasledovne pripravte ¢erstvy 80 % EtOH.

Tabulka 15 Priprava Cerstvého 80 % EtOH

Reagencia 4 kniznice 8 kniznic 16 kniznic 24 kniznic
100 % EtOH, pure 2ml 4 ml 8 mi 12 ml
RNase/DNase-free water 500 p Tml 2ml 3mi

Cerstvy 80 % EtOH premiesajte vo vortexe.

3
4. 0OznacCte novu platni¢ku MIDI s 96 jamkami ako BIND1 (viazanie cDNA).
5. Zakryte a odlozte nabok.

6

Pripravte magnet.

Postup

Viazanie
1. Vyberte platni¢ku CF PCR z termocykléra.
PremieSajte SPB vo vortexe 1 minutu, aby sa gulé¢ky resuspendovali.

3. |hned pridajte 90 pl SPB do kazdej jamky na vzorku platni¢ky BIND1 MIDI.
Ak na davkovanie SPB pouzivate Uzku vani¢ku, zahrite faktor prebytku 1,15 v pripade, ze vytvarate
postacujuce alikvoty materidlu na vzorku. Po pridani SPB do kazdej jamky na vzorku zlikvidujte vSetok
zvySny material.

4. Preneste cely objem (50 pl) kazdej vzorky z platni¢ky CF PCR do prislusnej jamky platni¢ky BIND1 MIDI.
Prazdnu platni¢ky CF PCR zlikvidujte.

6. Na platni¢ku BIND1 MIDI umiestnite adhezivne tesniace pokrytie.
Riadne utesnite okraje a jamky.

7. Pretrepavajte 2 minuty pri otdckach 1800 ot./min.
8. Inkubujte 5 minut priizbovej teplote.
Vlozte platni¢ku BIND1 MIDI do magnetického stojana na 5 minut.

10. Platni¢ku nechajte na magnetickom stojane. Bez narusenia gulé&kovej pelety pomocou pipety nastavenej
na objem 200 ul odstrante a zlikvidujte vSetok supernatant z kazdej jamky na vzorku.

Premyvanie
1. Guldcky premyte podla nasledujiceho postupu.

a. Platnicku BIND1 MIDI ponechajte na magnetickom stojane a do kazdej jamky na vzorku pridajte 200 pl
¢erstvo pripraveného 80 % EtOH.

b. Pockajte 30 sekund.
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c. Beznarusenia gul6¢kovej pelety pomocou pipety nastavenej na objem 200 pl odstrante a zlikvidujte
vSetok supernatant z kazdej jamky na vzorku.

2. Guldcky druhy raz premyte.
3. Na odstranenie zvyskového EtOH z kazdej jamky pouzite pipetu s jemnymi Spi¢kami.
4. Nepouzity 80 % EtOH zlikvidujte.

Elucia

1. Vytiahnite platni¢ku BIND1 MIDI z magnetického stojana.

2. RSB preklopte alebo premiesajte vo vortexe.

3. Do kazdejjamky na vzorku pridajte 22 ul RSB.

4. Na platni¢ku BIND1 MIDI umiestnite adhezivne tesniace pokrytie.

Riadne utesnite okraje a jamky.
Pretrepavajte 2 minuty pri ota¢kach 1800 ot./min.
Inkubujte 2 minuty priizbovej teplote.

Na 2 minuty polozte na magneticky stojan.

® N o o

Oznacte novu platni¢ku MIDI s 96 jamkami ako PCF (fragmenty purifikovanej cDNA).
Ak zastavenie vykonate v BOD BEZPECNEHO ZASTAVENIA na strane 49, pouzite platni¢ku PCR.

9. Preneste 20 pl eluatu z kazdej jamky so vzorkou z platni¢ky BIND1 MIDI do prisluSnej jamky na platnicke
PCF.

10. Pradzdnu platni¢ku BIND1 MIDI zlikvidujte.

11. Pridajte 30 ul RSB do kazdej jamky so vzorkou na platni¢ke PCF.

12. Pipetovanim 10-krat premiesajte.

13. Na platni¢ku PCF umiestnite adhezivne tesniace pokrytie a uchovajte ju v chlade.
14. Produkty EPH3, FSM, RVT a SSM vratte na miesto skladovania.

15. Ak spracuvate len vzorky ziskané z RNA (cDNA) a nezastavujete v bode bezpeéného zastavenia, pokracujte
¢astou Oprava konca a A-Tailing (pridavanie bazy A) na strane 53.

BOD BEZPECNEHO ZASTAVENIA

Ak zastavujete, odstredujte platni¢ku PCF PCR pri otaCkach 280 x g po dobu 1 minuty a skladujte ju pri teplote
-25°C az-15°C max. 7 dni.

Priprava na protokol

Tato priprava je potrebna na vykonanie krokov protokolu veducich k dalSiemu bezpeénému bodu zastavenia.
1. Vyberte kontroly DNA z miesta uskladnenia.

2. Vytiahnite skimavku s reagenciou z balenia a postupujte podla pokynov na rozmrazenie.
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Tabulka 16 Suprava TruSight Oncology Comp Library Prep (Refrigerate) (€. polozky 20031119)

Reagencia  Skladovanie = Pokyny na rozmrazenie Krok protokolu
TEB 2°Caz8°C Preneste do prostredia s izbovou Fragmentacia gDNA
teplotou.

Fragmentacia gDNA

Tento proces fragmentuje gDNA a generuje fragmenty dsDNA s 3' alebo 5' presahmi.

Priprava

1. Pri kvantifikacii vzoriek postupujte podla odporucani v Casti Extrakcia, kvantifikdcia a uskladnenie nukleovej
kyseliny na strane 28.

2. Priprava TEB - produkt premieSajte preklapanim alebo vo vortexe.

Postup

Priprava platni¢ky
Na pripravu platni¢ky pouzite niektoru z nasledujicich moznosti:
* Vzorky gDNA spracujte subezne so vzorkami cDNA na platni¢ke PCF MIDI.
a. Oznacte platni¢ku PCF MIDI ako LP (priprava kniznice).
b. Udrzujte ju v chlade a odlozte ju nabok na pouzitie v €asti Prenos fragmentovanej DNA na strane 51.
* Vzorky gDNA spracujte subezne so vzorkami cDNA a platni¢ka PCF PCR je zmrazena.
Rozmrazte platni¢ku PCF PCR na izbovu teplotu.
Odstredujte pri otd¢kach 280 x g po dobu 1 minuty.
Pipetovanim 10-krat premiesajte.
Oznadte novu platni¢ku s 96 jamkami ako LP (priprava kniznice).
Preneste celych 50 pl kazdej vzorky z platni¢ky PCF PCR do prislusnej jamky na platni¢ke LP MIDI.
Platni¢ku PCF PCR zlikviduijte.

Na platni¢ku umiestnite adhezivne tesniace pokrytie a udzujte ju v chlade aZz do kroku Prenos
fragmentovanej DNA na strane 51.

- 0 o0 T o

@

* Spracujte iba vzorky gDNA.

a. Oznacte novu platni¢ku s 96 jamkami ako LP (priprava kniznice).
Ak zastavenie vykonate v BOD BEZPECNEHO ZASTAVENIA na strane 52, pouzite platni¢ku PCR.

b. Zakryte ju a odlozte nabok na pouzitie v kroku Prenos fragmentovanej DNA na strane 51.
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Riedenie gDNA

Priizbovej teplote rozmrazte vzorky gDNA a kontroly DNA.
10-ndsobnym pipetovanim kazdej vzorky gDNA vzorky premiesajte.
Kratkym odstredenim skimavky zhromazdite kvapky.

PremieSajte TEB preklapanim alebo vo vortexe.

I N

TEB pouzite na pripravu kazdej vzorky gDNA so zavere¢nym objemom 52 pl. Pozrite si nasledujicu tabulku,
v ktorej najdete informacie o vstupnych mnoZzstvach a minimalnych koncentraciach podla typu vzorky.

* Analyza vyzaduje minimalnu koncentraciu extrakcie, aby sa ziskalo najmenej 40 ul TEB z celkového
objemu 52 pl.

* Vpripade kontrol DNA pouzite koncentraciu uvedenu na Stitku skumavky.

* Na zabréanenie strate vzorky nepipetujte do tohto roztoku menej nez 2 ul vzorky.

Typ vzorky Vstupné mnozstvo (ng) Minimalna koncentracia (ng/ul)
FFPE 40 3,33
Kontrola 40 Pozrite si informacie na $titku
skumavky
Fragmentacia

1. Pridajte 52 pl kazdej vzorky gDNA do osobitnej jamky skimavky ultrazvukového pristroja.

/N UPOZORNENIE

gDNA napifajte do skiimavky pomaly a dbajte na to, aby sa v dolnej &asti skimavky nenachadzali
Ziadne vzduchové medzery. Dal$ie informacie najdete v &asti Analyza na strane 30 a v pokynoch
od vyrobcu.

2. Zaznamenajte si orientaciu prizku.

3. Pomocou ultrazvukového pristroja fragmentujte gDNA na fragmenty.

Prenos fragmentovanej DNA

1. Overte, Ci sarozlozenie platni¢ky so vzorkami a indexmi pre kazdu vzorku zhoduju s chodom, ktory ste
vybrali na analyzu s pouzitim Analyticky modul TSO Comprehensive (EU).

2. Naregeneraciu vzorky postupujte podla pokynov vyrobcu ultrazvukového pristroja.
V pripade niektorych typov skimaviek uréenych pre ultrazvukovy pristroj sa moze vyzadovat
odstredovanie na konsolidaciu vzorky v skimavke.

3. V pripade kazdej fragmentovanej vzorky gDNA pouzite pipetu s tenkymi §pi¢kami na tri prenosy objemu
16,7 ul do prazdnej jamky na platni¢ke LP MIDI.

4. Na platni¢ku LP MIDI umiestnite adhezivne tesniace pokrytie.
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BOD BEZPECNEHO ZASTAVENIA

illumina

®

Ak zastavujete, umiestnite adhezivne tesniace pokrytie na platni¢ku LP PCR a odstredujte ju pri otdc¢kach
280 x g po dobu 1 minuty. Skladujte pri teplote -25 °C az -15 °C max. 7 dni.

Priprava na protokol

Tato priprava je potrebna na vykonanie krokov protokolu veducich k dalSiemu bezpeédnému bodu zastavenia.

Overte, i sl nastavené programy termocykléra po amplifikacii. Pozrite si ¢ast Programovanie termocykléra na

strane 43.

1. Pripravte vedro nalad alebo ekvivalent.

2. Vytiahnite skimavky s reagenciami z balenia a postupujte podla pokynov na rozmrazenie.

Tabulka 17 Balenie TruSight Oncology Comp Library Prep (Freeze) (€. polozky 20031118)

Reagencia

ERAT-A -25°Caz-15°C
ERA1-B -25°Caz-15°C
ALB1 -25°Caz-15°C
LIG3 -25°Caz-15°C
SUA1 -25°Caz-15°C
(modry

uzaver)

UMI (biely

uzaver)

STL -25°Caz-15°C
EPM -25°Caz-15°C

Tabulka 18 Balenie TruSight Oncology Comp Library Prep (Refrigerate) (€. polozky 20031119)

Reagencia

SPB 2°Caz8°C
(svetlozeleny

Stitok)

RSB 2°Caz8°C
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Skladovanie

-25°Caz-15°C

Skladovanie

Pokyny na rozmrazenie

Uchovavaijte v chlade.

Rozmrazte naizbovu
teplotu.

Rozmrazte naizbovu
teplotu.

Uchovavajte v chlade.

Rozmrazte naizbovu
teplotu.

Rozmrazte naizbovu
teplotu.

Rozmrazte naizbovu
teplotu.

Uchovavajte v chlade.

Pokyny na rozmrazenie

Preneste do prostredia
s izbovou teplotou na
30 minut.

Preneste do prostredia
s izbovou teplotou.
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Krok protokolu

Oprava konca a A-Tailing
(pridavanie bazy A)

Oprava konca a A-Tailing
(pridavanie bazy A)
Ligacia adaptérov
Ligacia adaptérov
Ligacia adaptérov
Ligacia adaptérov

Ligacia adaptérov

Indexovacie PCR

Krok protokolu

Vycistenie ligacie

Vycistenie ligacie
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Tabulka 19 Balenie TruSight Oncology Comp UP Index Primers (€. polozky 20031120)
Reagencia Skladovanie Pokyny na rozmrazenie Krok protokolu

UPxx -25°Caz-15°C Rozmrazte prislusné Indexovacie PCR
skimavky s indexovacim
primérom na izbovu teplotu.

Tabulka 20 Balenie TruSight Oncology Comp CP Index Primers (¢. polozky 20031126)
Reagencia Skladovanie Pokyny na rozmrazenie Krok protokolu

CPxx -25°Caz-15°C Rozmrazte prislusné Indexovacie PCR
skimavky s indexovacim
primérom na izbovu teplotu.

Oprava konca a A-Tailing (pridavanie bazy A)

Tento proces slizi na korekciu presahov, ktoré st vysledkom fragmentacie, pri ktorej vzniknu konce
s presahujucim koncom A, pomocou zmesi End Repair A-Tailing Master Mix (ERA1).

Aktivitou 3' az 5'-exonukleazy v tejto zmesi sa odstrania 3' presahy a aktivitou 5' az 3' polymerazy sa vyplnia 5'
presahy. Pocas tejto reakcie su 3' konce sU upravené (A-tailing), aby sa zabranilo ich vzajomnej ligacii pocas
reakcie ligacie adaptéra.

Priprava

1.

Podla nasledujuceho postupu nahrejte dva inkubatory na mikrovzorky pomocou vloziek ohrievacieho bloku
MIDI.

* Nahrejte inkubator na mikrovzorky na 30 °C.

* Nabhrejte inkubator na mikrovzorky na 72 °C.

2. Pripravte si nasledujuce reagencie.
* ERA1-A - kratko odstredte a pipetovanim premiesajte. Uchovavajte v chlade.
* ERA1T-B-premieSajte vo vortexe a potom kratko odstredte.
Skontrolujte vyskyt zrazenin. V pripade ich existencie zahrejte skimavku na 37 °C a pipetovanim obsah
mieS$ajte dovtedy, kym sa zrazeniny nerozpustia.
3. Pripravte si zmes ERA1 Master Mix do skiimavky do mikroodstredivky.
Tabulka 21 Zmes ERAT Master Mix*
Komponent Master
Mix £ 4 Kniznice 8 kniznic 16 kniznic 24 kniznic 48 kniznic
ERA1-B 35l 69 ul 138 i 207 pl 415 pl
ERAT-A 13,5 pl 27 54 ul 81 ul 161 pl
* Tato tabulka obsahuje objemovy prebytok. Informéacie o vypoctoch nédjdete v ¢asti Manipuldcia s reagenciamina
strane 34.
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4. Pomalym 10-ndsobnym pipetovanim premiesajte na zaistenie homogenity a nasledne kratko odstredte.
Zmes ERA1 master mix uchovavaijte v chlade.

5. Na pripravu platni¢ky vyberte niektoru z nasledujucich moznosti:
* Ak su vzorky na platnicke MIDI, pripravte ju nasledujicim spésobom.
a. Oznacte platni¢ku MIDI ako LP2 (priprava kniznice 2).

b. Ak sa niektoré vzorky nachadzaju na osobitnych platnickach MIDI, premiestnite vSetky vzorky do
osobitnych jamiek na rovnakej platni¢ke MIDI podla rozlozenia platni¢ky.

* Akje platnicka zmrazena, pripravte ju nasledujicim spésobom.

Rozmrazte platni¢ku PCF PCR alebo platni¢ku LP PCR na izbovu teplotu.
Odstredujte platni¢ku s ota¢kami 280 x g 1 minutu.

Pipetovanim 10-krat premiesajte.

Oznacte novu platni¢ku MIDI s 96 jamkami ako LP2 (priprava kniznice 2).

® a0 T o

Preneste celych 50 ul kazdej vzorky z PCF PCR alebo platni¢ky LP PCR do prislusnej jamky na
platni¢ke LP2 MIDI.

f. Platni¢ku PCF PCR alebo LP PCR zlikvidujte.

Postup

1. Pridajte 10 pyl zmesi ERAT Master Mix do kazdej jamky na vzorku na platni¢ke LP2 MIDI.
2. Zvys$nu zmes ERAT Master Mix zlikvidujte.

3. Na platni¢ku LP2 MIDI umiestnite adhezivne tesniace pokrytie.
Okraje a jamky riadne utesnite, aby nedoslo k odparovaniu.
4. Pretrepavajte 2 minuty pri ota¢kach 1800 ot./min.
5. Inkubujte 30 mindt v nahriatom inkubatore na mikrovzorky pri teplote 30 °C.
6. Okamzite preneste do druhého nahriateho inkubatora na mikrovzorky.
7. Inkubujte 20 minut pri teplote 72 °C.
8. Platni¢ku LP2 MIDI uchovavajte 5 minut v chlade.

Ligacia adaptérov

Tymto postupom sa adaptéry liguju ku koncom fragmentov cDNA a/alebo gDNA.
Analyza TSO Comprehensive (EU) obsahuje adaptéry SUA1T a UMI.

* Adaptéry SUA1 pouzite v pripade vzoriek RNA.

* Adaptéry UMI pouzite v pripade vzoriek DNA.

Priprava

1. Pripravte si nasledujlce reagencie.
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* ALB1-premieSajte min. 10 sekund vo vortexe a potom kratko odstredte.

* LIG3 -kratko odstredte a pipetovanim premiesajte. Uchovavajte v chlade.
* SUA1-premieSajte min. 10 seklnd vo vortexe a potom kratko odstredte.
*  UMI-premieSajte min. 10 sekund vo vortexe a potom kratko odstredte.

* STL - produkt si odlozte na pouzitie v rdmci procedury.

Postup

1. Vytiahnite platni¢ku LP2 MIDI z ladu alebo ekvivalentu.

2. Pridajte 60 pl ALB1 do kazdej jamky na vzorku na platni¢ke LP2 MIDI. ALB1 je viskézny roztok. Pipetujte
pomaly, aby ste minimalizovali tvorbu bublin.

Do kazdej jamky na vzorku pridajte 5 pl LIG3.

4. Adaptéry pridajte nasledujucim spésobom.
NepouZivajte spolu rozne typy adaptérov.

* [Jamky na vzorky RNA] - Pridajte 10 pl SUAT (modry uzaver) do kazdej vzorky ziskanej z RNA.
* [Jamky na vzorky DNA]- Pridajte 10 pl UMI (biely uzaver) do kazdej vzorky ziskanej z DNA.

5. Na platni¢ku LP2 MIDI umiestnite adhezivne tesniace pokrytie.
Riadne utesnite okraje a jamky.

Pretrepavajte 2 minuty pri ota¢kach 1800 ot./min.
Inkubujte 30 minut priizbovej teplote.

PremieSajte STL vo vortexe a potom kratko odstredte.

© ® N O

Pridajte 5 pl STL do kazdej jamky na vzorku na platni¢ke LP2 MIDI.

10. Na platni¢ku LP2 MIDI umiestnite adhezivne tesniace pokrytie.
Okraje a jamky riadne utesnite, aby nedoslo k odparovaniu.

11. Pretrepavajte 2 minuty pri otackach 1800 ot./min.

Vycistenie ligacie

V tomto postupe sa pouziva SPB na purifikacu adaptérom ligovanych fragmentov cDNA alebo gDNA
a odstranuju sa neziaduce produkty. Gul6¢ky sa premyvaju dvakrat pomocou €erstvo pripraveného 80 %
etanolu. Elicia adaptérom ligovanych vzoriek sa vykonava pouzitim pufra RSB.

Priprava

1. Pripravte si nasledujluce reagencie.
* SPB-dbajte nato, aby sa gulécky nachadzali 30 minut v prostredi s izbovou teplotou.
* RSB -ulozte na pouzitie v postupe.

2. Do 15 ml alebo 50 ml kénickej skimavky si pripravte ¢erstvy 80 % EtOH.
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Tabulka 22 Priprava Cerstveho 80 % etanolu

Reagencia 4 Kniznice 8 kniznic 16 kniznic 24 kniznic 48 kniznic
100 % EtOH, pure 2ml 4 ml 8 ml 12 ml 24 ml
RNase/DNase-free 500 pl Tml 2ml 3ml 6 ml

water

3. Cerstvy 80 % EtOH premiesajte vo vortexe.

4. Pripravte magnet.

Postup

Viazanie

1. PremieSajte SPB vo vortexe 1 minutu, aby sa gulé&ky resuspendovali.

2. lhned pridajte 112 ul SPB do kazdej jamky na vzorku na platni¢ke LP2 MIDI.
Ak na davkovanie SPB pouzivate Uzku vani¢ku, zahrite faktor prebytku 1,15 v pripade, Ze vytvarate
postacujuce alikvoty materialu na vzorku. Po pridani SPB do kazdej jamky na vzorku zlikvidujte vSetok
zvys$ny material.

3. Na platni¢ku LP2 MIDI umiestnite adhezivne tesniace pokrytie.

Riadne utesnite okraje a jamky.

Pretrepavajte 2 minuty pri ota¢kach 1800 ot./min.

Inkubujte 5 minut priizbovej teplote.

Vlozte platni¢ku LP2 MIDI do magnetického stojana na 10 minut.

N o g &

Bez narusenia gul6ckovej pelety pomocou pipety nastavenej na objem 200 ul odstrante a zlikvidujte vSetok
supernatant z kazdej jamky na vzorku.

Premyvanie
1. Guldcky premyte podla nasledujiceho postupu.

a. PlatniCku LP2 MIDI ponechajte na magnetickom stojane a do kazdej jamky na vzorku pridajte 200 pl
Cerstvo pripraveného 80 % EtOH.

b. Pockajte 30 sekund.

c. Beznarusenia gulé&kovej pelety pomocou pipety nastavenej na objem 200 ul odstrante a zlikvidujte
vSetok supernatant z kazdej jamky na vzorku.

2. Guldcky druhy raz premyte.
Na odstranenie zvySkového EtOH z kazdej jamky pouZite pipetu s jemnymi Spickami.
Nepouzity 80 % EtOH zlikvidujte.

Elucia

1. Vytiahnite platni¢ku LP2 MIDI z magnetického stojana.
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n

-

5
6
7.
8
9

RSB preklopte alebo premiesajte vo vortexe.
Do kazdej jamky na vzorku pridajte 27,5 ul RSB.

Na platni¢ku LP2 MIDI umiestnite adhezivne tesniace pokrytie.
Riadne utesnite okraje a jamky.

Pretrepavajte 2 minuty pri ota¢kach 1800 ot./min.

Inkubujte 2 minuty priizbovej teplote.

Vlozte platni¢ku LP2 MIDI do magnetického stojana na 2 minuty.

Oznacte novu platni¢ku PCR s 96 jamkami ako LS (Library Samples, vzorky kniznice).

Preneste 25 ul kazdého eluatu z platnicky LP2 MIDI do prislusnej jamky na platni¢ke LS PCR.

10. Prazdnu platni¢ku LP2 MIDI zlikvidujte.

Indexovacie PCR

V tomto kroku sa fragmenty kniznice amplifikuju pouzitim primérov, ktoré pridavaju indexovacie sekvencie na
multiplexovanie vzoriek. Vysledny produkt obsahuje kompletnud kniznicu cDNA a/alebo DNA fragmentov
lemovanych adaptérmi pozadovanymi na generovanie klastrov.

Priprava

1.

Pripravte si nasledujice reagencie.

* EPM-uchovavajte v chlade.

* UPxx - premiesajte vo vortexe a potom kratko odstredte. UPxx je indexovaci primér zvoleny na
obrazovke Create Run (Vytvorenie chodu) v softvéri Local Run Manager pocas nastavovania chodu.

* CPxx - premiesajte vo vortexe a potom kratko odstredte. CPxx je indexovaci primér zvoleny na
obrazovke Create Run (Vytvorenie chodu) v softvéri Local Run Manager pocas nastavovania chodu.
Pocas nastavovania chodu dbajte na to, aby sa indexy pre kazdu vzorku zhodovali s chodom naplanovanym

v Analyticky modul TSO Comprehensive (EU). Pri vybere indexu musite postupovat podla pokynov
uvedenych v kapitole Pocet kniznic a vyber indexov na strane 36.

/N UPOZORNENIE

Nezhoda medzi vzorkami a indexovacimi primérmi spésobi vykazovanie nespravnych vysledkov v
dosledku toho, ze nedéjde k pozitivnej identifikacii vzorky.

Postup

1.

Pridajte 5 ul prislusného indexovacieho priméru (UPxx alebo CPxx) do zodpovedajlcej jamky na vzorku
na platni¢ke LS PCR podla zvolenych indexov.
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9.

/N UPOZORNENIE

Naraz vzdy otvarajte a manipulujte iba s jednou skimavkou s indexovacim primérom. Kazdu
skimavku s indexom ihned po pouziti uzavrite novym vieckom. Indexovacie priméry nepouzivajte
spolocne.

5 sekund miesajte EPM vo vortexe a potom kratko odstredte.
Do kazdej jamky na vzorku pridajte 20 pl EPM.

Na platni¢ku LS PCR umiestnite adhezivne tesniace pokrytie.
Okraje a jamky riadne utesnite, aby nedoslo k odparovaniu.

Pretrepavajte pri otackach 1200 ot./min po dobu 1 minuty.

Vratte predamplifikacné reagencie na miesto uskladnenia.

/N UPOZORNENIE

VSetky nasledujuce kroky vykonavajte v postamplifikacnej oblasti, aby nedoslo k prenosu
produktu amplifikacie.

Odstredujte platni¢ku LS PCR pri otackach 280 x g po dobu 1 minuty.

Vlozte do vopred naprogramovaného postamplifikacného termocykléra a spustite program I-PCR.
Pozrite si ¢ast Programovanie termocykléra na strane 43.

Ak budete pokracovat ¢astou Nastavenie prvej hybridizacie na strane 59, postupujte podla pokynov na
rozmrazenie reagencii uvedenych v Casti Priprava krokov protokolu.

Po dokoné&eni programu I-PCR odstredujte platni¢ku LS PCR pri ota¢kach 280 x g po dobu 1 minuty.

10. Platni¢ku oznacte ako ALS (Amplified Library Samples, amplifikované vzorky kniznice).

BOD BEZPECNEHO ZASTAVENIA
Ak zastavujete, skladujte platni¢ku ALS PCR pri teplote -25 °C az -15 °C max. 30 dni.
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Priprava na protokol

Tato priprava je potrebna na vykonanie krokov protokolu veducich k no¢nej hybridizacii.

1. Overte, ¢i sU nastavené programy termocykléra po amplifikacii. Pozrite si ¢ast Programovanie termocykléra
na strane 43.

2. Vytiahnite skimavky s reagenciami z balenia a postupujte podla pokynov na rozmrazenie.
Tabulka 23 Balenie TruSight Oncology Comp Enrichment (Refrigerate) (€. polozky 20031123)
Reagencia Skladovanie Pokyny na rozmrazenie Krok protokolu
TCB1 2°Caz8°C Preneste do prostredia Nastavenie prvej hybridizacie
s izbovou teplotou.

Tabulka 24 Balenie TruSight Oncology Comp Enrichment (Freeze) (€. polozky 20031121)

Reagencia Skladovanie Pokyny na rozmrazenie Krok protokolu
TCA1 -25°Caz-15°C Rozmrazte naizbovu Nastavenie prvej hybridizacie
teplotu.

Tabulka 25 Balenie TruSight Oncology Comp Content Set (€. polozky 20031122)

Reagencia Skladovanie Pokyny na rozmrazenie Krok protokolu

OPR1 -25°Caz-15°C Rozmrazte naizbovu Nastavenie prvej hybridizacie
(Cerveny teplotu.

uzaver)

OPD2 (biely -25°Caz-15°C Rozmrazte naizbovu Nastavenie prvej hybridizacie
uzaver) teplotu.

Nastavenie prvej hybridizacie

Pocas tohto procesu sa pool oligonukleotidov hybridizuje na kniznice cDNA a pool oligonukleotidov sa
hybridizuje na kniznice gDNA pripravené v kroku Indexovacie PCR na strane 57. Na obohatenie cielenych
oblasti sa vyzaduju dva kroky hybridizacie. V ramci prvej hybridizacie sa poc¢as noci hybridizuju oligonukleotidy
na kniznice cDNA alebo gDNA (8 hodin az 24 hodin).

Priprava

1. Pripravte si nasledujuce reagencie.

* TCB1- zahrievajte skimavku na 37 °C po dobu 5 mindt. Obsah 10 sekund premiesavajte vo vortexe
a potom kratko odstredte.

* TCA1T-premieSajte vo vortexe a potom kratko odstredte.
* OPR1-premieSajte vo vortexe a potom kratko odstredte.

* OPD2-premieSajte vo vortexe a potom kratko odstredte.
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2. Ak bola platni¢ka ALS PCR uloZend na mieste uskladnenia, rozmrazte ju naizbovu teplotu a 1 minutu
odstredujte pri otaCkach 280 x g. Pipetou premiesajte.
3. 0Oznacte novu platni¢ku PCR s 96 jamkami ako HYB1 (hybridizacia 1).

Postup

1. Preneste 20 ul kazdej kniznice cDNA a gDNA z platni¢ky ALS PCR do prislusnej jamky na platni¢ke HYB1
PCR.

2. Na platni¢ku ALS PCR umiestnite adhezivne tesniace pokrytie a odloZte ju nabok.
Okraje a jamky riadne utesnite, aby nedoslo k odparovaniu.

3. Skontrolujte vyskyt zrazenin v TCB1. Ak su pritomné, znova zahrejte skimavku a mieSajte jej obsah vo
vortexe dovtedy, kym sa krystaly nerozpustia.

4. Pridajte 15 ul TCB1 do kazdej jamky kniznice na platnicke HYB1 PCR.
Pridajte 10 ul TCA1 do kazdej jamky kniZnice na platni¢ke HYB1 PCR.

6. Pridajte sondy.
NepouzZivajte spolu rozne typy sond. Do kazdej jamky pridajte iba jednu sUpravu sondy.

* [Jamky kniZnice RNA] - Pridajte 5 ul OPR1 (€erveny uzaver) do kazdej kniznice ziskanej z RNA.
* [Jamky kniZnice DNA] - Pridajte 5 ul OPD2 (biely uzaver) do kazdej kniznice ziskanej z DNA.
7. Na platnicku HYB1 PCR umiestnite adhezivne tesniace pokrytie.
Okraje a jamky riadne utesnite, aby nedoslo k odparovaniu.
Pretrepavajte 2 minuty pri ota¢kach 1200 ot./min.

9. Vlozte do termocykléra a spustite program HYB1.
Pozrite si ¢ast Programovanie termocykléra na strane 43.

10. Hybridizujte pri teplote 57 °C minimalne 8 hodin a maximalne 24 hodin.
11. Vratte hybridiza¢né reagencie na miesto uskladnenia.
12. Platni¢ku ALS PCR skladujte pri teplote -25 °C az -15 °C max. 30 dni.

Priprava na protokol

Tato priprava je potrebna na vykonanie krokov protokolu veducich k dalSiemu bezpeé&nému bodu zastavenia.
Na zaciatku 2. diia vytiahnite skimavky s reagenciami z balenia a postupujte podla pokynov na rozmrazenie.

Tabulka 26 Balenie TruSight Oncology Comp Enrichment (Refrigerate) (€. polozky 20031123)

Reagencia Skladovanie Pokyny na rozmrazenie Krok protokolu

SMB 2°Caz8°C Preneste do prostredia Prvé zachytenie cielov

(tmavomodry s izbovou teplotou na Druhé zachytenie cielov

Stitok) 30 mindut.
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Reagencia Skladovanie Pokyny na rozmrazenie Krok protokolu
ET2 2°Caz8°C Preneste do prostredia Prvé zachytenie cielov
s izbovou teplotou. Druhé zachytenie cielov
HP3 2°Caz8°C Preneste do prostredia Prvé zachytenie cielov
s izbovou teplotou. Druhé zachytenie cielov
Normalizacia kniznic
TCB1 2°Caz8°C Preneste do prostredia Nastavenie druhej hybridizacie
s izbovou teplotou.
RSB 2°Caz8°C Preneste do prostredia Druhé zachytenie cielov
s izbovou teplotou. Vycistenie amplifikovanej

obohatenej kniznice

Tabulka 27 Balenie TruSight Oncology Comp Enrichment (Freeze) (¢. polozky 20031121)
Reagencia Skladovanie Pokyny na rozmrazenie Krok protokolu

EE2 -25°Caz-15°C Rozmrazte na izbovu teplotu.  Prvé zachytenie cielov
Druhé zachytenie cielov
Normalizacia kniznic

EEW -25°Caz-15°C Rozmrazte na izbovu teplotu.  Prvé zachytenie cielov

TCA1 -25°Caz-15°C Rozmrazte naizbovu teplotu. Nastavenie druhej hybridizacie

Tabulka 28 Balenie TruSight Oncology Comp Content Set (€. polozky 20031122)
Reagencia Skladovanie Pokyny na rozmrazenie Krok protokolu
OPR1 -25°Caz-15°C Rozmrazte naizbovu teplotu. Nastavenie druhej hybridizacie
(Cerveny
uzaver)

OPD2 -25°Caz-15°C Rozmrazte naizbovu teplotu. Nastavenie druhej hybridizacie
(biely
uzaver)

Prvé zachytenie cielov

V tomto kroku sa pouziva SMB na zachytenie sond hybridizovanych na cielené oblasti zaujmu. Gul6¢ky sa
trikrat premyvaju pouzitim EEW. Elldcia obohatenych kniznic sa vykondva pomocou ¢erstvo pripravenej eluénej

zmesi EE2 + HP3 Elution Mix a neutralizacia sa vykonava pomocou ET2.

Priprava

1. Nahrejte inkubator na mikrovzorky pomocou vlozky ohrievacieho bloku MIDI na 57 °C.
2. Pripravte si nasledujuce reagencie.

* EEW -premiesavajte vo vortexe 1 minutu.
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* EE2-premiesajte vo vortexe a potom kratko odstredte.
* HP3 - premiesajte vo vortexe a potom kratko odstredte.

* SMB - dbaijte na to, aby sa gul6¢ky 30 minut nachadzali v prostredi s izbovou teplotou.
V rédmci tejto procedury pouzivajte SMB, nie SPB.

* ET2-produkt si pripravte na dalSie pouZitie v ramci procedury.

3. Pripravte si ¢erstvu eluénd zmes EE2 + HP3 Elution Mix v skimavke do mikroodstredivky.
Tabulka 29 Elu¢na zmes EE2 + HP3 Elution Mix na prvé zachytenie cielov*
'\KA?)T(ZT:;:; Elmu:;:)n 4 kniznice 8 kniznic 16 kniznic 24 kniznic 48 kniznic
EE2 14 228 yl 456 684 pl 1368 i
HP3 6 ul 12 l 24 pl 36 pl 72 ul
* Tato tabulka obsahuje objemovy prebytok. Informéacie o vypocétoch ndjdete v ¢asti Manipuldcia s reagenciamina
strane 34.
4. PremieSajte zmes EE2 + HP3 Elution Mix vo vortexe a potom kratko odstredte. OdlozZte nabok pre krok
Eldcia na strane 63.
Oznacte novu platni¢ku MIDI s 96 jamkami ako CAP1 (1. zachytenie).
6. Pripravte magnet.
Postup
Viazanie
1. Vytiahnite platni¢ku HYB1 PCR z termocykléra.
2. Odstredujte platni¢ku HYB1 PCR pri ota¢kach 280 x g po dobu 1 minuty.
3. MiesSajte SMB vo vortexe 1 minutu, aby sa resuspendovali gulé¢ky.

Ak je pritomna zrazenina alebo gul'6¢kova peleta, dbajte na to, aby ste dosiahliizbovu teplotu, pipetovanim
nahor a nadol uvolnite peletu a potom mies$ajte vo vortexe na resuspendovanie.

Do kazdej jamky kniznice platni¢ky CAP1 MIDI ihned' pridajte 150 pl SMB.

Ak na davkovanie SMB pouzivate Uzku vani¢ku, zahrfite faktor prebytku 1,15 v pripade, Ze vytvarate alikvoty
na ziskanie dostatku materialu na vzorku.

Po pridani SMB do kaZdej jamky na vzorku zlikvidujte v8etok zvySny materidl.

6. Nastavte pipetu na 50 pl a preneste cely objem kazdej kniznice z platnicky HYB1 PCR do prislusnej jamky na
platnicke CAP1 MIDI.

7. Prazdnu platni¢ku HYB1 PCR zlikvidujte.

8. Na platni¢ku CAP1 MIDI umiestnite adhezivne tesniace pokrytie.
Okraje a jamky riadne utesnite, aby nedoslo k odparovaniu.

9. Pretrepavajte 2 minuty pri otackach 1800 ot./min.
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10. Inkubujte 25 minut v nahriatom inkubatore na mikrovzorky pri teplote 57 °C.

11. Vlozte platnicku CAP1 MIDI do magnetického stojana na 2 minuty.

12. Platni¢ku nechajte na magnetickom stojane. Bez narusenia gulé&kovej pelety pomocou pipety nastavenej
na objem 200 ul odstrante a zlikvidujte vSetok supernatant z kazdej jamky.

/N UPOZORNENIE

Ihned' pokracujte dalsim krokom (Premyvanie na strane 63). Dbajte na to, aby sa gul6&kova peleta
dlhsi ¢as neusadzala bez pritomnosti kvapaliny.

Premyvanie

1. Guldcky premyte podla nasledujiceho postupu.

a.
b.

C.

A ()]

> @

Vytiahnite platni¢ku CAP1 MIDI z magnetického stojana.
Do kazdej jamky na vzorku pridajte 200 pl EEW.

Pipetou nastavenou na 150 pl zmes premiesajte minimalne 10-krat. Dbajte na to, aby sa vSetky gul6cky
resuspendovali.

Dbajte na to, aby nezostali ziadne gul'6¢kové pelety — opatrne aspirujte cely roztok s guld6¢kami do
$picky. Vizudlne skontrolujte spodnu ¢ast kazdej jamky. Ak je pritomna gul6ckova peleta, nahnite $picku
pipety smerom k pelete pocas krokov premyvania, aby sa peleta uvolnila. Dbajte na to, aby bola
guldckova peleta Uplne ponorena v roztoku. Roztok by mal mat tmavohnedu farbu a homogénnu
konzistenciu.

Na platni¢ku CAP1 MIDI umiestnite adhezivne tesniace pokrytie.
Okraje a jamky riadne utesnite, aby nedoSlo k odparovaniu.
Pretrepavajte 4 minuty pri ota¢kach 1800 ot./min.

Inkubujte 5 minut v inkubatore na mikrovzorky pri teplote 57 °C.
Vlozte platnicku CAP1 MIDI do magnetického stojana na 2 minuty.

Platni¢ku nechajte na magnetickom stojane. Bez naruSenia gul6ckovej pelety pomocou pipety
nastavenej na objem 200 ul odstrante a zlikvidujte vSetok supernatant z kazdej jamky.

2. Guldcky druhy raz premyte.

3. Guldeky treti raz premyte.

4. Na odstranenie zvyskového EEW z kazdej jamky pouzite pipetu s jemnymi Spickami.

Elucia

I

Vytiahnite platni¢ku CAP1 MIDI z magnetického stojana.

PremieSajte zmes EE2 + HP3 Elution Mix vo vortexe a potom kratko odstredte.

Opatrne pridajte 17 pl zmesi EE2 + HP3 Elution Mix do kazdej jamky kniznice na platnicke CAP1 MIDI.
Zlikvidujte zvySnu zmes EE2 + HP3 Elution Mix.

Na platnicku CAP1 MIDI umiestnite adhezivne tesniace pokrytie.

Dokument &. 200007789 v08 637148

NA DIAGNOSTICKE UCELY IN VITRO. IBA NA EXPORT.



Pribalovy letak k testu TruSight Oncology Comprehensive (EU) illumina

Riadne utesnite okraje a jamky.
6. Pretrepavajte 2 minuty pri ota¢kach 1800 ot./min.
7. Na 2 minuty poloZte na magneticky stojan.
8. Oznacte novu platni¢ku PCR s 96 jamkami ako ELU1 (elucia 1).
9. PremieSajte ET2 vo vortexe a potom kratko odstredte.
10. Pridajte 5 ul ET2 do kazdej prislusnej jamky kniZnice na novej platni¢ke ELU1 PCR.

11. Opatrne preneste 15 pl eludtu z kazdej jamky platnicky CAP1 MIDI do prislusnej jamky na platni¢ke ELU1
PCR.

12. Prazdnu platnicku CAP1 MIDI zlikviduijte.

13. Na platni¢ku ELU1 PCR umiestnite adhezivne tesniace pokrytie.
Okraje a jamky riadne utesnite, aby nedoslo k odparovaniu.

14. Pretrepavajte 2 minuty pri ota¢kach 1200 ot./min.

15. Vratte EEW na miesto uskladenia.

Nastavenie druhej hybridizacie

Tento krok vedie k druhému viazaniu cielenych oblasti obohatenych kniznic cDNA a/alebo gDNA so zachytnymi
sondami. Druha hybridizacia zaistuje vysoku $pecificitu zachytenych oblasti. Na zaistenie optimalneho
obohatenia kniznic vykonajte druhu hybridizaciu pri teplote 57 °C (min. 1,5 hodiny, max. 4 hodiny).

Priprava

1. Pripravte si nasledujlce reagencie.

* TCB1- zahrievajte skimavku na 37 °C po dobu 5 minut. Obsah 10 sekund premieSavajte vo vortexe
a potom kratko odstredte.

* TCA1-premieSajte vo vortexe a potom kratko odstredte.
* OPR1-premieSajte vo vortexe a potom kratko odstredte.

* OPD2-premieSajte vo vortexe a potom kratko odstredte.

Postup

1. Skontrolujte vyskyt zrazenin v TCB1. Ak su pritomné, znova zahrejte skimavku a mieSajte jej obsah vo
vortexe dovtedy, kym sa krystaly nerozpustia.

2. Pridajte 15 ul TCB1 do kazdej jamky kniznice na platni¢ke ELU1 PCR.
Pridajte 10 pul TCA1 do kazdej jamky kniznice.
Do kazdej jamky pridajte rovnaku sondu pouzitl poc¢as prvej hybridizacie. Do kazdej jamky pridajte iba
jednu supravu sondy.
Nepouzivajte spolu rézne typy sond.

* [Jamky kniZnice RNA] - Pridajte 5 ul OPR1 (Cerveny uzaver) do kazdej kniznice ziskanej z RNA.
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* [Jamky kniZnice DNA] - Pridajte 5 ul OPD2 (biely uzaver) do kazdej kniznice ziskanej z DNA.

5. Na platni¢ku ELU1T PCR umiestnite adhezivne tesniace pokrytie.
Okraje a jamky riadne utesnite, aby nedoslo k odparovaniu.

6. Pretrepavajte 2 minuty pri otac¢kach 1200 ot./min.

7. Vlozte do termocykléra a spustite program HYB2.
Pozrite si ¢ast Programovanie termocykléra na strane 43.

Hybridizujte pri teplote 57 °C minimalne 1,5 hodiny, max. 4 hodiny.

Vratte hybridiza¢né reagencie na miesto uskladnenia.

Druhé zachytenie cielov

V tomto kroku sa pouziva SMB na zachytenie sond hybridizovanych na cielené oblasti zaujmu. Gul6¢ky su
premyvané jedenkrat pouzitim RSB. Elucia obohatenych kniznic sa vykonava pomocou Cerstvo pripravenej
elu¢nej zmesi EE2 + HP3 Elution Mix a neutralizacia sa vykonava pomocou ET2.

Priprava

1. Nahrejte inkubator na mikrovzorky pomocou vlozky ohrievacieho bloku MIDI na 57 °C.
2. Pripravte si nasledujuce reagencie.

* EE2 - premiesajte vo vortexe a potom kratko odstredte.

* HP3-premiesajte vo vortexe a potom kratko odstredte.

* SMB -dbaijte na to, aby sa gul6¢ky 30 minut nachadzali v prostredi s izbovou teplotou.
V ramci tejto procedury pouzivajte SMB, nie SPB.

* RSB -ulozte na poutzitie v postupe.
* ET2-produkt si pripravte na dalSie pouzitie v ramci procedury.

3. Pripravte si ¢erstvu elu¢nd zmes EE2 + HP3 Elution Mix v skimavke do mikroodstredivky.
Tabulka 30 Elu¢na zmes EE2 + HP3 Elution Mix na druhé zachytenie ciela*

Komponent Elution

. . . 4 kniZnice 8 kniznic 16 kniZnic 24 kniznic 48 kniznic
Mix (eluéna zmes)
EE2 114 ul 228 ul 456 ul 684 ul 1368 i
HP3 6 ul 12 pl 24 i 36 Jl 72 ul

* Tato tabulka obsahuje objemovy prebytok. Informacie o vypoctoch najdete v ¢asti Manipuldcia s reagenciami na
strane 34.

4. PremieSajte vo vortexe a potom kratko odstredte. OdloZte nabok pre krok Eltcia na strane 67.
5. Oznacte novu platni¢ku MIDI s 96 jamkami ako CAP2 (2. zachytenie).

6. Pripravte magnet.
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Postup

Viazanie

1.

Vytiahnite platni¢ku ELU1 PCR z termocykléra.
Odstredujte platni¢ku ELU1 PCR s ota¢kami 280 x g po dobu 1 minuty.

3. Miesajte SMB vo vortexe 1 minutu, aby sa resuspendovali gul'6cky.
Ak je pritomna zrazenina alebo gul6&kova peleta, dbajte na to, aby ste dosiahli izbovu teplotu, pipetovanim
nahor a nadol uvolnite peletu a potom mieSajte vo vortexe na resuspendovanie.

4. Do kazdejjamky kniznice platnicky CAP2 MIDI ihned' pridajte 150 ul SMB.
Ak na davkovanie SMB pouzivate Uzku vani¢ku, zahrfite faktor prebytku 1,15 v pripade, Ze vytvarate alikvoty
na ziskanie dostatku materialu na vzorku.

5. Po pridani SMB do kazdej jamky na vzorku zlikvidujte vSetok zvySny material.

6. Nastavte pipetu na 50 ul a preneste cely objem kazdej kniznice z platni¢ky ELU1 PCR do prisluSnej jamky na
platni¢ke CAP2 MIDI.

7. Prazdnu platni¢ku ELU1 PCR zlikviduijte.

8. Na platnicku CAP2 MIDI umiestnite adhezivne tesniace pokrytie.
Okraje a jamky riadne utesnite, aby nedoslo k odparovaniu.

9. Pretrepavajte 2 mindty pri otdckach 1800 ot./min.

10. Inkubujte 25 minut v inkubatore na mikrovzorky pri teplote 57 °C.
Ak pokracujete Amplifikdcia obohatenej kniznice na strane 69, postupujte podla pokynov v ¢asti Priprava na
protokol.

11. Na 2 minuty poloZte na magneticky stojan.

12. Platnicku CAP2 MIDI nechajte na magnetickom stojane. Bez naruSenia gul6C¢kovej pelety pomocou pipety
nastavenej na objem 200 pl odstrarite a zlikvidujte v8etok supernatant z kazdej jamky.
/N UPOZORNENIE

Inned pokracujte dal$im krokom (Premyvanie na strane 66). Dbajte na to, aby sa gul6¢kova peleta
dlhsi ¢as neusadzala bez pritomnosti kvapaliny.

Premyvanie

1. Vytiahnite platnicku CAP2 MIDI z magnetického stojana.

2. RSB preklopte alebo premieSajte vo vortexe.

3. Do kazdejjamky na vzorku pridajte 200 pl RSB.

4. Na platni¢cku CAP2 MIDI umiestnite adhezivne tesniace pokrytie.
Riadne utesnite okraje a jamky.

5. Pretrepavajte 4 minuty pri otackach 1800 ot./min.

6. VlozZte platni¢ku do magnetického stojana na 2 minuty.
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7. PlatniCku nechajte na magnetickom stojane. Bez narusenia gul6¢kovej pelety pomocou pipety nastavenej
na objem 200 ul odstrante a zlikvidujte vSetok supernatant z kazdej jamky.

8. Na odstranenie zvyskového RSB z kazdej jamky pouzite pipetu s jemnymi Spickami.

Elucia

Vytiahnite platni¢ku CAP2 MIDI z magnetického stojana.

PremieSajte zmes EE2 + HP3 Elution Mix vo vortexe a potom kratko odstredte.

Pridajte 22 pl zmesi EE2 + HP3 Elution Mix do kazdej jamky kniznice na platnicke CAP2 MIDI.
Zlikvidujte zvySnu zmes EE2 + HP3 Elution Mix.

I

Na platni¢ku CAP2 MIDI umiestnite adhezivne tesniace pokrytie.
Riadne utesnite okraje a jamky.

Pretrepavajte 2 minuty pri ota¢kach 1800 ot./min.
Na 2 minuty polozte na magneticky stojan.

Oznacte novu platni¢ku PCR s 96 jamkami ako ELU2 (eldcia 2).

© ©® N o

PremieSajte ET2 vo vortexe a potom kratko odstredte.
10. Pridajte 5 ul ET2 do kazdej prislusnej jamky kniznice v novej platni¢cke ELU2 PCR.

11. Opatrne preneste 20 ul eludtu z kazdej jamky platnicky CAP2 MIDI do prisluSnej jamky na platnicke ELU2
PCR.

12. Prazdnu platni¢ku CAP2 MIDI zlikvidujte.

13. Na platni¢ku ELU2 PCR umiestnite adhezivne tesniace pokrytie.
Okraje a jamky riadne utesnite, aby nedoSlo k odparovaniu.

14. Pretrepavajte 2 minuty pri ota¢kach 1200 ot./min.
15. Vratte SMB, EE2, HP3, RSB a ET2 na miesto uskladnenia.

BOD BEZPECNEHO ZASTAVENIA

Ak zastavujete, odstredujte platni¢ku ELU2 PCR pri otd¢kach 280 x g po dobu 1 minuty a skladujte ju pri teplote
-25°C az-15°C max. 7 dni.

Priprava na protokol

Tato priprava je potrebna na vykonanie krokov protokolu veducich k dalSiemu bezpeédnému bodu zastavenia.
1. Pripravte vedro na l'ad alebo ekvivalent.
2. Vytiahnite skimavky s reagenciami z balenia a postupujte podla pokynov na rozmrazenie.

Tabulka 31 Balenie TruSight Oncology Comp Enrichment (Freeze) (€. polozky 20031121)

Reagencia Skladovanie Pokyny na rozmrazenie Krok protokolu
PPC3 -25°Caz-15°C Rozmrazte naizbovu Amplifikacia obohatenej kniznice
teplotu.
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Reagencia Skladovanie Pokyny na rozmrazenie Krok protokolu

EPM -25°Caz-15°C Uchovavaijte v chlade. Amplifikacia obohatenej kniZnice

Tabulka 32 Balenie TruSight Oncology Comp Enrichment (Refrigerate) (€. poloZzky 20031123)

Reagencia Skladovanie Pokyny na rozmrazenie Krok protokolu

SPB 2°Caz8°C Preneste do prostredia Vycistenie amplifikovanej

(svetlozeleny s izbovou teplotou na obohatenej kniznice

Stitok) 30 minut.

RSB 2°Caz8°C Preneste do prostredia Vycistenie amplifikovanej
s izbovou teplotou. obohatenej kniznice

Priprava na sekvenovanie
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Amplifikacia obohatenej kniznice
V tomto kroku sa pouzivaju priméry na amplifikaciu obohatenych kniznic.

Priprava

1. Ak bola platni¢ka ELU2 skladovana, rozmrazte ju na izbovu teplotu a 1 minUtu odstredujte pri otackach
280 x g.

Postup

PremieSajte PPC3 vo vortexe a potom kratko odstredte.

Pridajte 5 ul PPC3 do kazdej jamky kniznice platni¢ky ELU2 PCR.
5 sekund premieSajte EPM vo vortexe a potom kratko odstredte.
Pridajte 20 pl EPM do kazdej jamky kniznice.

I

Na platni¢ku ELU2 PCR umiestnite adhezivne tesniace pokrytie.
Okraje a jamky riadne utesnite, aby nedoslo k odparovaniu.

o

Pretrepavajte 2 minuty pri otd¢kach 1200 ot./min.

Vlozte do termocykléra a spustite program EL-PCR.

Pozrite si ¢ast Programovanie termocykléra na strane 43.

Ak pokralujete Normalizacia kniznic na strane 72, postupujte podla pokynov k rozmrazeniu v ¢asti Priprava
na protokol.

8. Vratte PPC3 a EPM na miesto uchovavania.

Vycistenie amplifikovanej obohatenej kniznice

V tomto kroku sa pouziva SPB na purifikaciu obohatenych kniZnic od neziaducich komponentov reakcie.
Gul'd&ky sa premyvaju dvakrat pomocou Eerstvo pripraveného 80 % etanolu. Ellcia kniznic sa vykonava
pouzitim RSB.

Priprava

1. Pripravte si nasledujuce reagencie.

* SPB-dbajte na to, aby sa gulé¢ky nachadzali 30 minut v prostredi s izbovou teplotou. V rdmci tohto
postupu pouzivajte SPB, nie SMB.

* RSB -ulozte na pouZitie v postupe.

2. Do 15 ml alebo 50 ml kénickej skumavky si pripravte ¢erstvy 80 % etanol.
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Tabulka 33 Priprava Cerstvého 80 % etanolu

Reagencia 4 Kniznice 8 kniznic 16 kniznic 24 kniznic
100 % EtOH, pure 2ml 4 ml 8 ml 12 mi
RNase/DNase-free 500 pl Tml 2ml 3ml

water

Cerstvy 80 % EtOH premiesajte vo vortexe.
4. Oznacte novu platni¢ku MIDI s 96 jamkami ako BIND2 (vyc&istenie vazby).

Pripravte magnet.

Postup

Viazanie

Vytiahnite platni¢ku ELU2 PCR z termocykléra.

Odstredujte platni¢ku ELU2 PCR pri rychlosti 280 x g po dobu 1 minuty.
PremieSajte SPB vo vortexe 1 minutu, aby sa gul6¢ky resuspendovali.

Do kazdej jamky kniznice platni¢ky BIND2 MIDI ihned' pridajte 110 pl SPB.

Prazdnu platni¢ku ELU2 PCR zlikvidujte.

Na platni¢ku BIND2 MIDI umiestnite adhezivne tesniace pokrytie.
Riadne utesnite okraje a jamky.

N o o r N

@

Pretrepavajte 2 minuty pri ota¢kach 1800 ot./min.
Inkubujte 5 minut priizbovej teplote.

10. Umiestnite platni¢ku BIND2 MIDI do magnetického stojana na 5 minut.

illumina

48 kniznic

24 ml
6 ml

Preneste 50 pl kazdej kniznice z platnicky ELU2 PCR do prisluSnej jamky na platni¢ke BIND2 MIDI.

11. Platni¢ku nechajte na magnetickom stojane. Bez narusenia guléCkovej pelety pomocou pipety nastavenej

na objem 200 ul odstrante a zlikvidujte vSetok supernatant z kazdej jamky.

Premyvanie

1. Gul6cky premyte podla nasledujiuceho postupu.

a. Platni¢ku BIND2 MIDI ponechajte na magnetickom stojane a do kazdej jamky na vzorku pridajte 200 pl

¢erstvo pripraveného 80 % EtOH.
b. Pockajte 30 sekund.

c. BeznaruSenia gul6ckovej pelety pomocou pipety nastavenej na objem 200 pl odstrarite a zlikvidujte

vSetok supernatant z kazdej jamky.
Gul'6¢ky druhy raz premyte.
Na odstranenie zvySkového EtOH z kaZdej jamky pouzite pipetu s jemnymi $pi¢kami.
4. Nepouzity 80 % EtOH zlikvidujte.
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Elucia

1. Vytiahnite platni¢ku BIND2 MIDI z magnetického stojana.

2. PremieSajte RSB preklopenim alebo vo vortexe.

3. Pridajte 32 ul RSB do kazdej jamky kniznice.

4. Na platni¢ku BIND2 MIDI umiestnite adhezivne tesniace pokrytie.

Riadne utesnite okraje a jamky.

Pretrepavajte 2 minuty pri ota¢kach 1800 ot./min.
Inkubujte 2 minuty priizbovej teplote.

Na 2 minuty polozte na magneticky stojan.

Oznacte novu platni¢ku PCR s 96 jamkami ako PL (purifikované kniznice).

© © N o o

Preneste 30 ul kazdého eluatu z platni¢ky BIND2 MIDI do prislu$nej jamky na platni¢ke PL PCR.
10. Prazdnu platni¢ku BIND2 MIDI zlikvidujte.

11. Na platni¢ku PL PCR umiestnite adhezivne tesniace pokrytie.

12. Vratte SPB a RSB na miesto uskladnenia.

BOD BEZPECNEHO ZASTAVENIA

Ak zastavujete, odstredujte platni¢ku PL PCR pri otackach 280 x g po dobu 1 minuty a skladujte ju pri teplote
-25°C az-15 °C max. 30 dni.

Priprava na protokol

Tato priprava je potrebna na vykonanie krokov protokolu veducich k dalSiemu bezpeénému bodu zastavenia.
1. Vytiahnite skimavky s reagenciami z balenia a postupujte podla pokynov na rozmrazenie.

Tabulka 34 Balenie TruSight Oncology Comp Enrichment (Freeze) (€. polozky 20031121)

Reagencia Skladovanie Pokyny na rozmrazenie Krok protokolu

LNA1 -25°Caz-15°C Rozmrazte naizbovu Normalizacia kniznic
teplotu.

EE2 -25°Caz-15°C Rozmrazte naizbovu Normalizacia kniznic
teplotu.

Tabulka 35 Balenie TruSight Oncology Comp Enrichment (Refrigerate) (€. polozky 20031123)

Reagencia Skladovanie Pokyny na rozmrazenie Krok protokolu
LNB1 2°Caz8°C Preneste do prostredia Normalizacia kniznic
s izbovou teplotou na
30 minut.
HP3 2°Caz8°C Preneste do prostredia Normalizacia kniznic
sizbovou teplotou. Priprava na sekvenovanie
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Reagencia Skladovanie Pokyny na rozmrazenie Krok protokolu

LNW1 2°Caz8°C Preneste do prostredia Normalizacia kniznic
s izbovou teplotou.

LNS1 2°Caz8°C Preneste do prostredia Normalizacia kniznic
s izbovou teplotou.

2. Ak v rovnaky den pokracujete krokom Priprava na sekvenovanie na strane 75, postupujte podla krokov
rozmrazenia v Casti Priprava na protokol.

Normalizacia kniznic

V tomto procese sa pouziva produkt LNB1 spolu s aditivami (LNA1) na normalizaciu mnoZzstva kazdej kniznice na
zaistenie jednotného zastupenia kniznic v zdruzenych knizniciach (pool). Gul6¢ky sa dvakrat premyju pomocou
produktu LNW?1. Eldcia kniznic sa vykonava pomocou Cerstvo pripravenej zmesi EE2 + HP3 Elution Mix

s naslednou neutralizaciou pomocou LNS1.

Priprava

1. Pripravte si nasledujuce reagencie.
* LNB1-dbajte na to, aby sa gulé¢ky 30 minut nachadzali v prostredi s izbovou teplotou.
* LNA1-premieSajte vo vortexe.
* EE2-premieSajte vo vortexe a potom kratko odstredte.
* HP3-premiesajte vo vortexe a potom kratko odstredte.
* LNW?1 - premiesajte vo vortexe. Produkt si odloZte na pouZitie v ramci proceddury.
* LNS1-premieSajte vo vortexe. Produkt si odlozte na pouzitie v rdmci procedury.

2. MieSajte LNB1 vo vortexe 1 minutu, aby sa resuspendovali guloc¢ky.
Preklapanim skimavky s LNB1 zaistite resuspendovanie vSetkych gulé&ok.

Pomocou pipety nastavenej na objem 800 ul pipetujte LNB1 10-krat nahor a nadol na zaistenie resuspenzie.

4. Okamzite si pripravte ¢erstvd zmes LNAT + LNB1 Master Mix v kdnickej skiimavke.

/N UPOZORNENIE

Uplne resuspendujte gulé&kovu peletu LNB1 v spodnej ¢asti skimavky, aby ste zabranili
nekonzistentnej hustote klastra.

Tabulka 36 LNA1+LNB1 Master Mix*

Komponent Master

Mix 4 kniznice 8 kniznic 16 kniznic 24 kniznic 48 kniznic
LNA1 305 pl 610 pl 1219 pl 1829 ul 3658 ul
LNB1 55 ul 110 pl 221l 331l 662 ul
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* Tato tabulka obsahuje objemovy prebytok. Informéacie o vypoctoch nédjdete v ¢asti Manipuldcia s reagenciami na
strane 34.

5. PremieSajte zmes LNA1 + LNB1 Master Mix vo vortexe. Odlozte nabok pre krok Viazanie na strane 73.
6. Pripravte si ¢erstvu eluénd zmes EE2 + HP3 Elution Mix v skimavke do mikroodstredivky.
Tabulka 37 EE2+HP3 Elution Mix na normalizaciu kniznic*

Komponent Elution

. L. 4 kniznice 8 kniznic 16 kniznic 24 kniznic 48 kniznic
Mix (eluéna zmes)
EE2 152 ul 304 ul 608 ul 912 ul 1824 ul
HP3 8 ul 16 pl 32l 48 ul 96 ul

* Tato tabulka obsahuje objemovy prebytok. Informéacie o vypocétoch ndjdete v ¢asti Manipuldcia s reagenciamina
strane 34.

7. PremieSaijte Cerstvu eluénud zmes vo vortexe a potom kratko odstredte. Odlozte nabok pre krok Elticia na
strane 74.

8. Ak bola platni¢ka PL PCR uloZzena na mieste uskladnenia, rozmrazte ju na izbovu teplotu, 1 minutu
odstredujte pri otackach 280 x g. Pipetou premiesajte.
9. Oznacte novu platni¢ku MIDI s 96 jamkami ako BBN (Bead-Based Normalization, gul6&kova normalizacia).

10. Pripravte magnet.

Postup

Viazanie

PremieSajte zmes LNA1+LNB1 Master Mix vo vortexe.

Okamzite pridajte 45 pl zmesi LNA1 + LNB1 Master Mix do kazdej jamky kniznice na platnicke BBN MIDI.
Zvysnu zmes LNAT + LNB1 Master Mix zlikviduijte.

Preneste 20 yl kazdej kniznice z platni¢ky PL PCR do prislusnej jamky na platni¢ke BBN MIDI.

o oa woN e

Na platni¢ku BBN MIDI umiestnite adhezivne tesniace pokrytie.
Riadne utesnite okraje a jamky.

6. Pretrepavaijte pri otackach 1800 ot./min po dobu 30 minut.

7. Na platni¢ku PL PCR umiestnite adhezivne tesniace pokrytie a vratte platni¢ku na miesto uskladnenia.

8. Vlozte platnicku BBN MIDI do magnetického stojana na 2 minuty.

9. Platni¢ku nechajte na magnetickom stojane. Bez narusenia gulé&kovej pelety pomocou pipety nastavenej
na objem 200 ul odstrante a zlikvidujte vSetok supernatant z kazdej jamky.

Premyvanie

1. Guldcky premyte podla nasledujiceho postupu.
a. Vytiahnite platni¢ku BBN MIDI z magnetického stojana.
b. Pridajte 45 yl LNW1 do kazdej jamky kniznice.
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c. Na platni¢cku BBN MIDI umiestnite adhezivne tesniace pokrytie.
Riadne utesnite okraje a jamky.

d. Pretrepavaijte pri otackach 1800 ot./min po dobu 5 minut.
e. Vlozte platnicku BBN MIDI do magnetického stojana na 2 minuty.

f. Platnicku nechajte na magnetickom stojane. Bez naruSenia gul6¢kovej pelety pomocou pipety
nastavenej na objem 200 ul odstrafite a zlikvidujte vSetok supernatant z kazdej jamky.

2. Gul6¢ky druhy raz premyte.

3. Na odstranenie zvySkového supernatantu z kazdej jamky pouzite pipetu s jemnymi Spickami.

Elucia

1. Vytiahnite platnic¢ku BBN MIDI z magnetického stojana.

2. Premies$ajte zmes EE2 + HP3 Elution Mix vo vortexe a potom kratko odstredte.

3. Pridajte 32 ul zmesi EE2 + HP3 Elution Mix do kazdej jamky kniznice na platnicke BBN MIDI.
4. Zvys$nu eluénu zmes zlikvidujte.

5

Na platni¢cku BBN MIDI umiestnite adhezivne tesniace pokrytie.
Riadne utesnite okraje a jamky.

Pretrepavajte 2 minuty pri ota¢kach 1800 ot./min.
Na 2 minuty polozte na magneticky stojan.

Oznacte novu platni¢ku PCR s 96 jamkami ako NL (Normalized Libraries, normalizované kniznice).

© ® N o

Opatrne preneste 30 ul eluatu z kazdej jamky kniznice platnic¢ky BBN MIDI do prislusnej jamky na platni¢ke
NL PCR.

/N UPOZORNENIE

Ak sa gul'd¢ky aspirovali do pipetovych $piciek, guldocky nadavkujte naspat na platnicky
v magnetickom stojane a pockajte, kym nebude kvapalina priehladna (priblizne 2 minuty) pred
tym, nez vykonate dalsi krok postupu.

10. Prazdnu platni¢ku BBN MIDI zlikvidujte.

11. PremieSajte LNS1 vo vortexe.

12. Pridajte 30 pl LNS1 do kazdej jamky kniznice na novej platni¢ke NL PCR.

13. Pipetovanim 5-krat premiesajte.

14. Na platni¢ku NL PCR umiestnite adhezivne tesniace pokrytie.

Riadne utesnite okraje a jamky.
15. Produkty LNB1, LNA1, EE2, LNW1 a LNS1 vratte na miesto uskladnenia.

BOD BEZPECNEHO ZASTAVENIA

Ak zastavujete, odstredujte platni¢ku NL PCR pri ota¢kach 280 x g po dobu 1 minuty a skladujte ju pri teplote
-25°C az-15°C max. 32 dni.
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Priprava na protokol

Tato priprava je potrebna na vykonanie krokov protokolu veducich k sekvenovaniu.

illumina

Zacnite s pripravou spotrebnych materidlov na sekvenovanie zo supravy NextSeq 550Dx High Output Reagent

Kit v2.5 (300 cyklov) (€. polozky 20028871) najmenej jednu hodinu pred pouzitim.

1. Vyberte pufer na riedenie kniznic (HT1) z miesta uskladnenia s teplotou -25 °C az -15 °C. Rozmrazte na

izbovu teplotu. Po rozmrazeni uchovavajte v chlade.

2. Postupujte podla pokynov na pripravu uvedenych v Referencnd priru¢ka k pristroju NextSeq 550Dx

(dokument ¢. 1000000009513) pre iny spotrebny material v suprave.
* Kazeta s reagenciami NextSeq 550Dx High Output v2 (300 cyklov)
* Kazeta s pufrom NextSeq 550Dx v2 (300 cyklov)
* Kazeta s prietokovymi ¢lankami NextSeq 550Dx High Output v2.5 (300 cyklov)
3. Vytiahnite skimavky s reagenciami z balenia a postupujte podla pokynov na rozmrazenie.
Tabulka 38 Balenie TruSight Oncology Comp Enrichment (Freeze) (C. polozky 20031121)

Reagencia Skladovanie Pokyny na rozmrazenie Krok protokolu

PhiX Internal -25°Caz-15°C Rozmrazte naizbovu Priprava na sekvenovanie

Control teplotu. Po rozmrazeni
(interna uchovavaijte v chlade.
kontrolnd

kniznica

PhiX)

(PX3 alebo

PhiX)

Tabulka 39 Balenie TruSight Oncology Comp Enrichment (Refrigerate) (€. polozky 20031123)

Reagencia Skladovanie Pokyny na rozmrazenie Krok protokolu

HP3 2°Caz8°C Preneste do prostredia Priprava na sekvenovanie

s izbovou teplotou.

RSB (ruzovy 2°Caz8°C Preneste do prostredia Priprava na sekvenovanie

Stitok) s izbovou teplotou.

Priprava na sekvenovanie

Kazdy chod sekvenovania DNA a RNA by mal zahffat pozitivnu kontrolu a NTC. Kazda NTC pre DNA a RNA sa
sekvenuje podla potreby opakovane, t. j. kazdy chod obsahuje NTC. Kazdy chod DNA a RNA zahfna osobitnu

pozitivnu kontrolu.
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Priprava

I N

Pozrite si pokyny v &asti Pocet kniZnic a vyber indexov na strane 36.
Oznacte skumavku do mikroodstredivky ako dHP3 (zriedena HP3).
Oznacte skumavku do mikroodstredivky ako dPhiX (zriedena PhiX).
Zahrejte ohrievaci blok na 96 °C pre skimavky do mikroodstredivky.

Pripravte vedro na l'ad alebo ekvivalent.

Riedenie a denaturacia kontroly PhiX

o g W

10.
1.
12.
13.
14.

15.

PremieSajte HP3 vo vortexe a nasledne kratko odstredte.

V skumavke do mikroodstredivky dHP3 zlu&te nasledujlce objemy.
* 10uIHP3

* 190 ul RNase/DNase-free water

PremieSajte dHP3 vo vortexe a ndsledne kratko odstredte.

RSB preklopte alebo premieSajte vo vortexe.

PremieSajte kontrolu PhiX vo vortexe a ndsledne kratko odstredte.
V skimavke do mikroodstredivky dPhiX zlu¢te nasledujice objemy.
e 8uIRSB

* 2 ulkontroly PhiX

Pridajte 10 ul dHP3 do skumavky dPhiX.

Skumavku dHP3 zlikvidujte.

PremieSajte obsah skimavky dPhiX vo vortexe a nasledne kratko odstredte.
Inkubujte dPhiX priizbovej teplote 5 minut, aby doslo k denaturacii.
PremieSajte HT1 vo vortexe.

Ihned pridajte 980 ul vopred schladeného produktu HT1 do dPhiX.
PremieSajte vo vortexe a potom kratko odstredte.

PhiX udrziavajte v chlade az do momentu pouzitia na pripravu druhého roztoku.
Zaverecna koncentracia je 20 pM dPhiX.

Vratte produkty PhiX, HP3 a RSB na miesto uskladnenia.

Zdruzovanie (pool) a denaturacia kniznic na analyzu TSO Comprehensive (EU)

1.

Ak bola platni¢ka NL PCR uloZena na mieste uskladnenia, rozmrazte ju na izbovu teplotu a 1 minutu
odstredujte pri otaCkach 280 x g.
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Pomocou multikanalovej pipety nastavenej na 30 ul opatrne patkrat premiesajte kniznice na platnicke
NL PCR.

Na kazdu kniznicu pouzite nové $picky.

/N UPOZORNENIE

Na dosiahnutie poZzadovanej u¢innosti sa kniznice musia riadne premiesat.

Vyberte niektoru z nasledujucich moznosti na zdruzovanie (pool), denaturaciu a riedenie kniznic.

* [Moznost 1] Subezné sekvenovanie kniznic ziskanych zo vzoriek RNA a DNA. Pozrite si MoZnost 1:
Kniznice DNA a RNA spolu na strane 77.

* [Moznost 2] Kniznice sekvenovania ziskané iba zo vzoriek DNA. Pozrite si MoZnost 2: Iba kniZnice DNA
na strane 78.

* [Moznost 3] KniZnice sekvenovania ziskané iba zo vzoriek RNA. Pozrite si MoZnost 3: Iba kniZznice RNA
na strane 79.

MozZnost 1: KniZnice DNA a RNA spolu

Oznacte skumavku do mikroodstredivky ako PRL (zdruzené kniznice RNA).
Oznacte skumavku do mikroodstredivky ako PDL (zdruzené kniznice DNA).

Preneste 10 pl kazdej normalizovanej kniznice RNA (cDNA) z platni¢ky NL do skumavky PRL.
Nezdruzujte dve kniznice s rovnakym indexovacim primérom.

Preneste 10 pl kazdej normalizovanej kniznice DNA z platni¢ky NL do skdmavky PDL.
Nezdruzujte dve kniznice s rovnakym indexovacim primérom.

Na platni¢ku NL PCR umiestnite adhezivne tesniace pokrytie.
Riadne utesnite okraje a jamky.

PremieSajte obsah skimaviek PRL a PDL vo vortexe.

Kratko odstred'te skumavky PRL a PDL.

Inkubujte skimavky PRL a PDL v ohrievacom bloku pri teplote 96 °C po dobu 2 minut.
Skumavky PRL a PDL uchovavajte v chlade 5 mindt.

. Premiesajte skiimavky PRL a PDL vo vortexe a potom kratko odstredte.
. Skumavky PRL a PDL uchovavaijte v chlade.

Priprava prvého roztoku

—_

Oznacte skumavku do mikroodstredivky ako DIL1 (roztok 1).

2. Preneste 20 pl PDL do prazdnej skimavky DIL1.

3. Pridajte 5 ul PRL do skumavky DIL1.

4. Skumavky PDL a PRL zlikvidujte.

5. Pridajte 475 pl vopred schladeného produktu HT1 do skimavky DIL1 (roztok v pomere 1: 20).
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6.

Premiesajte skimavku DIL1 vo vortexe a potom kratko odstredte.

Priprava druhého roztoku

® N O o pw NS

10.

1.

Oznacte 2,0 ml skimavku do mikroodstredivky ako DIL2 (roztok 2).

Preneste 40 pl DIL1 do prazdnej skimavky DIL2.

Skumavku DIL1 zlikvidujte.

Pridajte 1660 ul vopred schladeného produktu HT1 do skimavky DIL2 (roztok v pomere 1: 850).
PremieSajte 20 pM dPhiX vo vortexe a potom kratko odstredte.

Pridajte 2,5 pl pripraveného produktu 20 pM dPhiX do skimavky DIL2.

PremieSajte vo vortexe a potom kratko odstredte.

VloZte 1300 pl DIL2 do rozmrazenej kazety NextSeq 550Dx High Output Reagent Cartridge v2 (300 cyklov).
Dalsie informéacie najdete v dokumente Referenénd priru¢ka k pristroju NextSeq 550Dx (dokument

¢. 1000000009513).

Skumavku DIL2 zlikvidujte.

Odstredujte platni¢ku NL PCR pri otac¢kach 280 x g po dobu 1 minuty a uskladnite pri teplote -25 °C az
-15 °C na max. 32 dni.
Pokracujte sekvenovanim.

Dal$ie informéacie najdete v dokumente Referenénd priruéka k pristroju NextSeq 550Dx (dokument
¢. 1000000009513).

Moznost 2: Iba kniznice DNA

Oznacte skumavku do mikroodstredivky ako PDL (zdruzené kniZznice DNA).

2. Preneste 10 ul kazdej normalizovanej kniznice DNA z platni¢ky NL do skimavky PDL.
Nezdruzujte dve kniznice s rovnakym indexovacim primérom.
3. Na platni¢ku NL PCR umiestnite adhezivne tesniace pokrytie.
Riadne utesnite okraje a jamky.
4. Premiesajte skumavku PDL vo vortexe a potom kratko odstredte.
5. Inkubujte skimavku PDL v ohrievacom bloku pri teplote 96 °C po dobu 2 minut.
6. Skumavku PDL uchovavaijte v chlade 5 minut.
7. Premiesajte skimavku PDL vo vortexe a potom kratko odstredte.
8. Skumavku PDL uchovévajte v chlade.
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Priprava prvého roztoku

I N

Oznacte skumavku do mikroodstredivky ako DIL1 (roztok 1).

Preneste 10 pl PDL do prazdnej skimavky DIL1.

Skumavku PDL zlikvidujte.

Pridajte 190 pl vopred schladeného produktu HT1 do skimavky DIL1 (roztok v pomere 1: 20).

PremiesSajte DIL1 vo vortexe a potom kratko odstredte.

Priprava druhého roztoku

® N O o p w NS

10.

11.

Oznacte 2,0 ml skimavku do mikroodstredivky ako DIL2 (roztok 2).

Preneste 40 ul DIL1 do prazdnej skimavky DIL2.

Skumavku DIL1 zlikvidujte.

Pridajte 1660 pl vopred schladeného produktu HT1 do skimavky DIL2 (roztok v pomere 1: 850).
PremieSajte 20 pM dPhiX vo vortexe a potom kratko odstredte.

Pridajte 2,5 pl pripraveného produktu 20 pM dPhiX do skimavky DIL2.

PremieSajte vo vortexe a potom kratko odstredte.

VloZzte 1300 pl DIL2 do rozmrazenej kazety NextSeq 550Dx High Output Reagent Cartridge v2 (300 cyklov).
Dalsie informécie najdete v dokumente Referenéna prirucka k pristroju NextSeq 550Dx (dokument

¢. 1000000009513).

Skumavku DIL2 zlikvidujte.

Odstredujte platni¢ku NL PCR pri otac¢kach 280 x g po dobu 1 minuty a uskladnite pri teplote -25 °C az
-15 °C na max. 32 dni.
Pokracujte sekvenovanim.

Dal$ie informéacie najdete v dokumente Referenénd prirucka k pristroju NextSeq 550Dx (dokument
¢. 1000000009513).

Moznost 3: Iba kniZznice RNA

Oznacte skumavku do mikroodstredivky ako PRL (zdruzené kniZznice RNA).

2. Preneste 10 ul kazdej normalizovanej kniZnice RNA (cDNA) z platni¢ky NL do skumavky PRL.
Nezdruzujte dve kniznice s rovnakym indexovacim primérom.
3. Na platni¢ku NL PCR umiestnite adhezivne tesniace pokrytie.
Okraje a jamky riadne utesnite, aby nedoslo k odparovaniu.
4. Obsah skimavky PRL premiesajte vo vortexe.
5. Skumavku PRL kratko odstredte.
6. Inkubujte skumavku PRL v ohrievacom bloku pri teplote 96 °C po dobu 2 minut.
7. Skumavku PRL uchovavajte v chlade 5 minut.
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8.
9.

Premiesajte skimavku PRL vo vortexe a potom kratko odstredte.

Skumavku PRL uchovavaijte v chlade.

Priprava prvého roztoku

o oa WS

Oznacte skumavku do mikroodstredivky ako DIL1 (roztok 1).

Preneste 10 pl PRL do prazdnej skimavky DIL1.

Skumavku PRL zlikvidujte.

Pridajte 190 pl vopred schladeného produktu HT1 do skimavky DIL1 (roztok v pomere 1: 20).

PremieSajte DIL1 vo vortexe a potom kratko odstredte.

Priprava druhého roztoku

® N> s NS

10.

1.

Oznacte 2,0 ml skimavku do mikroodstredivky ako DIL2 (roztok 2).

Preneste 40 yl DIL1 do préazdnej skimavky DIL2.

Skumavku DIL1 zlikvidujte.

Pridajte 1646 pl vopred schladeného produktu HT1 do skimavky DIL2 (roztok v pomere 1: 843).
PremieSajte 20 pM dPhiX vo vortexe a potom kratko odstredte.

Pridajte 16,7 pl pripraveného produktu 20 pM dPhiX do skimavky DIL2.

Premiesajte vo vortexe a potom kratko odstredte.

Vlozte 1300 pl DIL2 do rozmrazenej kazety NextSeq 550Dx High Output Reagent Cartridge v2 (300 cyklov).
Dal$ie informéacie najdete v dokumente Referenénd prirucka k pristroju NextSeq 550Dx (dokument

¢. 1000000009513).

Skumavku DIL2 zlikvidujte.

Odstredujte platni¢ku NL PCR pri ota¢kach 280 x g po dobu 1 minuty a uskladnite pri teplote -25 °C az
-15 °C na max. 32 dni.
Pokracujte sekvenovanim.

Dal$ie informéacie najdete v dokumente Referenénd prirucka k pristroju NextSeq 550Dx (dokument
¢. 1000000009513).
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Interpretacia vysledkov

Vysledky sekvenovania z analyzy TSO Comprehensive (EU) sa vykazuju pre kazdu vzorku samostatne v sprave
PDF a sprave JSON. Na Urovni vzorky sa taktiez generuje sprava Low Depth Report (LowDepthReport.tsv).

Na Urovni chodu sa generuju nasledujuce vystupné subory:

® ControlOutput.tsv

® MetricsOutput.tsv

V spravach PDF a JSON su uvedené iba varianty, ktoré Uspesne absolvuju kontrolu kvality.

Podrobné informacie o analyze najdete v Casti Priru¢ke k pracovnému postupu analytického modulu Local Run
Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU) (dokument ¢. 200008661).

Pridruzené diagnostické vysledky

Pre kazdy ucel uréenia pridruzenej diagnostiky (CDx) existuju tri mozné vysledky:
* Pozitivhe — deteguje sa variant alebo biomarker a je klasifikovany na urovni 1 (CDx).
* Bez detekcie - vo vzorke nie su detegované ziadne varianty ani biomarkery suvisiace s U¢elom uréenia
CDx. Vybraty typ tumoru pre vzorku je vhodny pre CDx.
* Bez vysledku — uréenie stavu variantu nie je mozné, a to najmenej z jedného nasledujuceho dévodu:
— Ugel ur&enia CDx nie je vhodny pre testovanu vzorku, pretoZe typ vybratého tumoru pre vzorku je
nevhodny z hladiska typu tumoru pri diagnostike CDx.
— Chod sekvenovania nesplnil Specifikacie kontroly kvality.
— Kbniznica nesplnila pozadované Specifikacie kontroly kvality.
— Prislu$na nukleova kyselina sa nespracovala.
Vysledky v8etkych ucelov uréenia diagnostiky CDx st uvedené v ¢asti Vysledky pridruzenej diagnostiky
v sprave JSON. Cast Vysledky pridruzenej diagnostiky v sprave PDF obsahuje iba U&ely uréenia s pozitivnym
vysledkom.

Varianty na profilovanie tumoru

Analyza TSO Comprehensive (EU) je navrhnuta tak, aby vykazovala somatické varianty pri vykazovani variantov
s dokazom klinického vyznamu alebo varianty s potencialnym klinickym vyznamom. Analyticky softvér TSO
Comprehensive (EU) vyuziva databazu KB, ktora ur¢uje, ¢i je kazdy detegovany a spdsobily variant (Tabulka 2)
klinicky vyznamny alebo potencialne klinicky vyznamny na zaklade dékazu terapeutickych, diagnostickych
alebo prognostickych asociacii. Databaza KB zohladnuje aj to, ¢i sa stanovili (alebo nestanovili) asocidcie pre
testovany typ tumoru. Asociacie nachylnosti alebo rizika rakoviny nie su zahrnuté do databazy KB. Bezné
polymorfizmy su odstranené.
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illumina

V pripade variantov na profilovanie tumoru su pozitivne vysledky klasifikované ako genomické nalezy
s dékazom klinického vyznamu (Uroven 2) alebo genomické nalezy s potencialnym klinickym vyznamom
(droven 3), a to podla instalovanej databdzy KB a identifikovaného typu tumoru.

Zlyhania v oblasti kontroly kvality vedu k nulovym vysledkom pre typy variantov, ktoré su relevantné vzhladom
na neuspesnu metriku kontroly kvality. Viac informacii najdete v Tabulka 40 a Tabulka 41. Pozicie profilovania
tumoru s nedostato&nou hibkou st uvedené v sprave Low Depth Report - nie v sprdve TSO Comprehensive

(EV).

Kontrola kvality

* Informdacie o kvantifikacii nukleovej kyseliny a o minimalnych poziadavkach na vstupny material ndjdete

v Casti Extrakcia, kvantifikdcia a uskladnenie nukleovej kyseliny na strane 28.

* Validita chodu sekvenovania a vzorky sa uréuju automaticky a vykazuje ich analyza Analyticky modul TSO

Comprehensive (EU). Podrobné informacie o analyze najdete v ¢asti Prirucke k pracovnému postupu
analytického modulu Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU) (dokument

¢. 200008661).

* Sprava TSO Comprehensive (EU), ktora je k dispozicii vo formatoch PDF a JSON, obsahuje suhrn vysledkov

kontroly kvality. Subory so spravou sa nachadzaju v prie¢inku analyzy. Umiestnenie priec¢inka analyzy

(obsahuje spravy vo formate PDF a JSON) a priec¢inok chodu najdete v Prirucke k pracovnému postupu

analytického modulu Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU) (dokument

¢. 200008661).

Tabulka 40 Metriky kontroly kvality v sprave s vysledkami analyzy TSO Comprehensive (EU)

Typ vystupu  Metrika Specifikacia

Sekvenovaci PCT_PF_READS = 80,0
chod (%)
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Popis

Percento ¢&itani, ktoré Uspesne
presli filtrom (PF).

Vplyv
zlyhania
Specifikacie*
Sekvenovaci
chod je
neplatny. V
chode nie su
vykazované
Ziadne
vysledky pre
ziadnu vzorku.
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Typ vystupu

Kniznice DNA  CONTAMINATION_

Metrika

PCT_Q30_R1( %)

PCT_Q30_R2 ( %)

SCORE

MEDIAN_INSERT_
SIZE (bp)

MEDIAN_EXON_
COVERAGE
(pocet)

PCT_EXON_50X
(%)
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VALUE =
0,049

v
N
o
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Popis

Priemerné percento primarnych
analyz baz so skore kvality Q30
alebo vyS$sim pre Citanie 1.

Priemerné percento primarnych
analyz baz so skére kvality Q30
alebo vyS$sim pre Citanie 2.

Metrika hodnotiaca
pravdepodobnost kontaminacie
pouzitim VAF beznych
variantov. Skére kontamindcie je
zalozené na VAF distribucii
polymorfizmu SNP.

Hodnota P kontaminacie sa
pouziva na vyhodnotenie
vysoko preusporiadanych
gendémov. Platilen v pripade, Ze
je skére kontaminacie vyssie
ako horny limit Specifikacie.
Medianova dizka fragmentu vo
vzorke.

Medidnové pokrytie fragmentu
exoénu vo vSetkych bazach
exonu.

Percento exénovych baz s 50x
pokrytim fragmentu.

illumina

Vplyv
zlyhania
Specifikacie*
Sekvenovaci
chod je
neplatny. V
chode nie su
vykazované
Ziadne
vysledky pre
ziadnu vzorku.

Nie su
vykazované
Ziadne
vysledky DNA.

Nie su
vykazované
Ziadne
vysledky TMB
ani malych
variantov
DNA.
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Typ vystupu

Kniznice RNA

Metrika

USABLE_MSI_
SITES (pocet)

COVERAGE_MAD
(pocet)

MEDIAN_BIN_
COUNT_CNV_
TARGET (pocet)

MEDIAN_INSERT_
SIZE (bp)

MEDIAN_CV_
GENE_500X
(koeficient)
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Popis

Pocet lokalit MSI pouzitelnych
na analyzu MSI (pocet
mikrosatelitnych lokalit

s dostatoénym rozsahom Citani
na identifikdciu mikrosatelitnej
nestability).

Median absolutnych odchylok
od medidnu normalizovaného
poctu kazdej cielovej oblasti
CNV.

Medianovy nespracovany
binarny pocet na ciel pre CNV.

Medianova dizka fragmentu vo
vzorke.

MEDIAN_CV_GENE_500X je
jednotkou uniformity pokrytia.
Pre kazdy gén s pokrytim
najmenej 500x sa pocita
koeficient variacie v pokryti tela
génu. Tato metrika je medianom
tychto hodnét. Vysoka hodnota
indikuje vysoku Uroven variacie
a problém s pripravou kniznice
(napriklad nizke mnoZstvo
vstupnej vzorky alebo problémy
s posunom sondy). Tato metrika
sa podcita pouzitim vSetkych
¢itani (vratane Citani
oznacenych ako duplikaty).

®

illumina

Vplyv
zlyhania
Specifikacie*
Nie su
vykazované
Ziadne
vysledky MSI.

Nie su
vykazované
Ziadne
vysledky
amplifikacie
génu.

Nie su
vykazované
Ziadne
vysledky fuzii
ani variantov
zostrihu.
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Typ vystupu

Metrika Specifikacia
TOTAL_ON_ = 9000000
TARGET_READS

(pocet)

Vplyv

Popis zlyhania

illumina

Specifikacie*

Celkovy pocet ¢itani, ktoré su
mapovaneé k cielovym
oblastiam. Tato metrika sa

pocita pouzitim vSetkych &itani
(vratane ¢itani oznacenych ako
duplikaty).

* Uspesné vysledky st oznagené ako PASS (Uspe$né).

Tabulka 41 TSO Comprehensive (EU) Metriky kontrol v sprave s vysledkami analyzy

T)’/p Metrika Specifikacia Vplyv zlyhania Specifikacie*
vystupu
Pozitivna  Externa kontrola DNA 23z24 Manudlne zru$te platnost vzoriek pacienta
kontrola stanovenych na zaklade vysledkov kontrolnej vzorky.
variantov bolo  Softvér analytického modulu nevykonava
detegovanych automatické zrusenie platnosti vzoriek
Externa kontrola RNA 12213 pacienta na zaklade vysledkov kontrolnej
stanovenych vzorky.
variantov bolo
detegovanych
Kontrola ~ Medianové pokrytie =8 Manudlne zruste platnost vzoriek pacienta
bez exonu DNA pre TSO na zaklade vysledkov kontrolnej vzorky.
templatu  Comprehensive (EU) Softvér analytického modulu nevykondva
; - automatické zruSenie platnosti vzoriek
Gén RNA nad hranic¢nou =<1

pacienta na zéklade vysledkov kontrolnej

hodnotou medianu
vzorky.

* Uspe$né vysledky st oznagené ako PASS (Uspe$né).
* Opakujte chody sekvenovania, ktoré su neplatné.
* Opakujte testy kniznic, ktoré mali tieto vysledky:
— Kontaminované kniznice DNA
— Neplatné kniznice RNA

— Testy je mozné opakovat na ziskanie viacerych vysledkov variantu alebo biomarkera pre kniZnice DNA,
ktorych platnost bola zruSena pre jeden, ale nie vSetky typy variantov.

* Pozitivne kontroly si hodnotené z hladiska stanovenia variantu. Ak pozitivne kontroly nespifiaju $pecifikacie
stanovenia variantu, manualne zruste platnost chodu sekvenovania. Softvér analytického modulu
nevykonava automatické zrusenie platnosti vzoriek pacienta na zaklade vysledkov kontrolnej vzorky.
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* NTC su hodnotené z hladiska medianového exénového pokrytia pre DNA a gény nad hrani¢nou hodnotou
medianu pre RNA. Ak negativne kontroly nespifiaju $pecifikacie, manuéine zruste platnost udalosti pripravy
kniznice a vSetkych suvisiacich chodov sekvenovania. Softvér analytického modulu nevykonava
automatické zrusenie platnosti vzoriek pacienta na zaklade vysledkov kontrolnej vzorky.

* Vykonajte dalSie kroky kontroly kvality v sulade s miestnymi, Statnymi a federalnymi nariadeniami alebo
regulaénymi poZiadavkami.

Dalie informéacie o opakovani chodov sekvenovania alebo testov kniznic najdete v &asti Riesenie problémov na

strane 87.
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RieSenie problemov

illumina

Pomocou nasledujucej tabulky sa méZete pokusit vyriesit pripadné problémy v rdmci pracovného postupu. Ak
cyklus sekvenovania alebo priprava kniZnice na vzorku dvakrat zlyhd, vyZzaduju sa dalSie opatrenia na rieSenie
problémov. Obratte sa na technickud podporu spolo¢nosti lllumina.

Pozorovanie Mozna pri€ina

Chod sekvenovania e Chyba zdruzovania

nevyhovuje o Chyba riedenia
Specifikaciam » Neuplna tepelna
kontroly kvality denaturacia PRL/PDL

Problémy s pripravou
spotrebného materidlu na
sekvenovanie (napriklad
Zze nedoslo k
dostatoénému
rozmrazeniu,
kondenzacia/necistoty na
prietokovom ¢lanku)

chodu. °

» Nespravne pouzitie sond
na obohatenie (napriklad
sondy OPR1 pouzité pre
vzorky DNA, sondy OPD2
pouzité pre vzorky RNA)

e Chyba v pracovnom
postupe pripravy kniznice
pocas prvého kroku
hybridizacie alebo po
fom.

Poziadavky na

vstup/zadanie vzorky neboli
splnené

Chyba v pracovhom
postupe pripravy kniZnice
pocas kroku indexovania
PCR alebo pred nim
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Odporucana akcia

» Opakujte sekvenovanie kniznic z platni¢ky
normalizovanych kniznic (NL) PCR. Pozrite si
¢ast Priprava na sekvenovanie na strane 75.

Znova obohatte kniZnice z platni¢ky so
vzorkami amplifikovanych kniznic (ALS) PCR.
Pozrite si Cast Nastavenie prvej hybridizacie na
strane 59.

Spustite pripravu kniznice od zaciatku
pracovného postupu. Pozrite si ¢ast
Denaturdcia a hybridizacia (annealing) RNA na
strane 45 alebo Fragmentdcia gDNA na
strane 50.

Znova obohatte kniZnice z platni¢ky so
vzorkami amplifikovanych kniznic (ALS) PCR.
Pozrite si ¢ast Nastavenie prvej hybridizacie na
strane 59.

872148
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Pozorovanie Mozna pri€ina

Problém s pristrojom

Chyba generovania
spravy alebo
v§eobecnad chyba
pristroja (sietova
chyba, chyby pocas
vkladania/vykladania
reagencii atd’)

pristrojom.

Kniznica DNA nespifia PoZiadavky na
Specifikacie kontroly
kvality. splnené.

Chyba pouzivania alebo
vybavenia v ramci
pracovného postupu
analyzy.
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Problém so softvérom alebo

vstup/zadanie vzorky neboli

Odporucana akcia

Obratte sa na technicku podporu spolo¢nosti
lllumina.

Pomoc pri vytvarani sprav najdete v dokumente
Priru¢ke k pracovnému postupu analytického
modulu Local Run Manager TruSight Oncology
Comprehensive (EU) (dokument €. 200008661).
Poziadajte o pomoc oddelenie technickej
podpory spolo¢nosti lllumina.

Zabezpedcte vhodny vstup/zadanie vzorky

a opakujte pripravu kniznice po¢nuc krokom
fragmentdacie gDNA. Pozrite si ¢asti PoZiadavky
na vzorky na strane 27 a Extrakcia,
kvantifikacia a uskladnenie nukleovej kyseliny
na strane 28.

Opakujte pripravu kniznice po¢nuc niektorym

z nasledujucich krokov v zavislosti od toho, kde

sa dana chyba pouZzitia alebo laboratérneho

vybavenia vyskytla. Ak déjde k vyskytu
neznamej alebo inej chyby, obratte sa na
oddelenie technickej podpory spoloCnosti
lllumina a poziadajte o vyrieSenie daného
problému.

o Opakujte sekvenovanie kniznic z platni¢ky
normalizovanych kniznic (NL) PCR. Pozrite si
Cast Priprava na sekvenovanie na strane 75.

« Znova obohatte kniZnice z platni¢ky so
vzorkami amplifikovanych kniznic (ALS) PCR.
Pozrite si Cast Nastavenie prvej hybridizacie
na strane 59.

o Spustite pripravu kniZnice od zaciatku
pracovného postupu. Pozrite si ¢ast
Fragmentdcia gDNA na strane 50.

8812148
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Pozorovanie Mozna pri€ina Odporucana akcia
Kritéria CONTAMINATION_  Preditajte si varovania a preventivne opatrenia,
SCORE, CONTAMINATION_ v ktorych najdete informacie o vyhnuti sa
P_VALUE nie su splnené. krizovej kontaminacii.

Skontrolujte usporiadanie platni¢ky a indexaciu
kniznice a overte, ¢i kniznice rovnakého indexu
neboli spolu sekvenované.

V pripade dotknutych kniZnic spustite pripravu
kniznice od zaciatku pracovného postupu.
Pozrite si ¢ast Fragmentacia gDNA na

strane 50.

Pocas extrakcie vzorky mohlo déjst ku
kontamindacii. Pravdepodobne budete musiet
opakovat extrakciu a zaistit, aby vzorka nebola
kontaminovana.

Pouzitelna MSI zlyhala. Precitajte si pokyny vyrobcu ultrazvukového
pristroja tykajlce sa nastaveni pri pouzivani a
prevadzke (vratane hladiny vody a typu
skumaviek).

Dbaijte na spravny vstup/zadanie vzorky do
analyzy.

Pozrite si Casti PoZiadavky na vzorky na

strane 27 a Extrakcia, kvantifikdcia

a uskladnenie nukleovej kyseliny na strane 28.
Ak je vzorka nadmerne fragmentovana alebo
poskodend, mdze sa vyzadovat nova extrakcia
vzorky a/alebo opakovanie kroku fragmentacie
gDNA.
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Pozorovanie Mozna pri€ina Odporucana akcia
Vzorka je nadmerne Informacie ohladom pouzivania a prevadzky
fragmentovana alebo (vratane hladiny vody a typu skiumaviek)
vykazuje poSkodenie najdete v Casti Nastavenia konfiguracie
nukleovej kyseliny, ktoré ultrazvukového pristroja na fragmentaciu DNA
ovplyviiuje schopnost na strane 23 DNA a v nastaveniach vyrobcu
generovat dostato¢ne ultrazvukového pristroja .
jedinecné kniznice. Dbajte na spravny vstup/zadanie vzorky do

analyzy.

Pozrite si Casti PoZiadavky na vzorky na

strane 27 a Extrakcia, kvantifikdcia

a uskladnenie nukleovej kyseliny na strane 28.
Ak je vzorka nadmerne fragmentovana alebo
poskodend, mdze sa vyzadovat nova extrakcia
vzorky a/alebo opakovanie kroku fragmentacie

gDNA.
Kniznica RNA nespifia  PoZiadavky na Zabezpecte vhodny vstup/zadanie vzorky
Specifikacie kontroly  vstup/zadanie vzorky neboli  a opakujte pripravu kniznice po¢nuc krokom
kvality. splnené. denaturdcie a hybridizacie RNA.

Pozrite si Casti PoZiadavky na vzorky na
strane 27 a Extrakcia, kvantifikdcia
a uskladnenie nukleovej kyseliny na strane 28.
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Pozorovanie Mozna pri€ina Odporucana akcia
Chyba pouzivania alebo Opakujte pripravu kniznice po¢nuc niektorym
vybavenia v rdmci z nasledujucich krokov v zavislosti od toho, kde
pracovného postupu sa dana chyba pouZzitia alebo laboratérneho
analyzy. vybavenia vyskytla. Ak dojde k vyskytu

neznamej alebo inej chyby, obratte sa na

oddelenie technickej podpory spoloénosti

lllumina a poziadajte o vyrieSenie daného
problému.

o Opakujte sekvenovanie kniznic z platni¢ky
normalizovanych kniznic (NL) PCR. Pozrite si
Cast Priprava na sekvenovanie na strane 75.

» Znova obohatte kniznice z platni¢ky so
vzorkami amplifikovanych kniznic (ALS) PCR.
Pozrite si ¢ast Nastavenie prvej hybridizacie
na strane 59.

» Spustite pripravu kniZnice od zaciatku
pracovného postupu. Pozrite si ¢ast
Denaturdacia a hybridizdcia (annealing) RNA
na strane 45.

Vzorka moze byt nadmerne  Dbajte na spravny vstup/zadanie vzorky.

fragmentovana alebo Pozrite si Casti PoZiadavky na vzorky na
vykazovat poskodenie strane 27 a Extrakcia, kvantifikdcia
nukleovej kyseliny, ktoré a uskladnenie nukleovej kyseliny na strane 28.
ovplyvriuje schopnost Ak je vzorka nadmerne fragmentovana alebo
generovat dostato¢ne poskodend, mbze sa vyzadovat nova extrakcia
jedine&né kniznice. vzorky.

Dokument &. 200007789 v08 912148

NA DIAGNOSTICKE UCELY IN VITRO. IBA NA EXPORT.



Pribalovy letak k testu TruSight Oncology Comprehensive (EU)

Pozorovanie MoZna pric¢ina

Zlyhanie pozitivnej Neboli splnené pozZiadavky
kontroly (DNA/RNA). na vstup vzorky tykajuce sa
pozitivnej kontroly.

Chyba pouzivania alebo
vybavenia v ramci
pracovného postupu

analyzy.
Zlyhanie NTC DoSslo ku krizovej
(DNA/RNA). kontaminacii alebo bola
kontaminovana pracovna
oblast.

Nespravna indexacia
kniznice.
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Odporucana akcia

Dbajte na spravny vstup/zadanie do analyzy.
Skontrolujte rozloZenie platni¢ky a overte, Ci sa
spravne reagencie (sondy, indexy) nachadzaju
v zodpovedajucich jamkach.

Dbajte na to, aby bola pozitivna kontrolna

vzorka skladovana podla pokynov na Stitku.

Pokial' ide o vSetky vzorky, pre ktoré sa pouziva

pozitivna kontrola, opakujte pripravu kniznice

pocnuc niektorym z nasledujucich krokov

v zavislosti od toho, kde sa dana chyba pouZitia

alebo vybavenia vyskytla. Ak déjde k vyskytu

neznamej alebo inej chyby, obratte sa na
oddelenie technickej podpory spoloénosti
lllumina a poziadajte o vyrieSenie daného
problému.

o Opakujte sekvenovanie kniznic z platni¢ky
normalizovanych kniznic (NL) PCR. Pozrite si
Cast Priprava na sekvenovanie na strane 75.

« Znova obohatte kniznice z platni¢ky so
vzorkami amplifikovanych kniznic (ALS) PCR.
Pozrite si ¢ast Nastavenie prvej hybridizacie
na strane 59.

 Spustite pripravu kniznice od zaciatku
pracovného postupu. Pozrite si ¢ast
Denaturdcia a hybridizdcia (annealing) RNA
na strane 45 alebo Fragmentdcia gDNA na
strane 50.

Informacie o dekontaminacii pracovnych oblasti
a predchadzani krizovej kontaminacii ndjdete

v Casti Varovania a preventivne opatrenia.
Skontrolujte usporiadanie platni¢ky a indexaciu
kniznice a overte, ¢i kniznice rovnakého indexu
neboli spolu sekvenované.

Opakuijte pripravu kniznice od zaciatku
pracovného postupu v pripade vSetkych
kniznic, ktoré zdielaju kontrolu bez templatu.

922148
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Pozorovanie MoZna pric¢ina Odporucana akcia

Softvér indikuje, ze Nespravne priradenie typu Opatovne zaradte analyzu do frontu so spravne
do chodu rakoviny pri planovani identifikovanymi kontrolami podla pokynov v
sekvenovania neboli chodu v aplikacii Local Run prirucke pracovného postupu modulu analyzy
zahrnuté pozitivne Manager. (pozrite si ¢ast Prirucke k pracovnému postupu
a/alebo negativne analytického modulu Local Run Manager
kontroly. TruSight Oncology Comprehensive (EU)

(dokument &. 200008661)).

Vykonnostné charakteristiky

TSO Comprehensive (EU) je cieleny panel NGS detegujuci zmeny v 517 génoch. Malé varianty DNA
(jednodukleotidové varianty [SNV], viacnukleotidové varianty [MNV], inzercie a delécie) su vhodné na
vykazovanie zo vSetkych 517 génov. Muta¢na naloZ tumoru je vykazovana ako skére na zaklade poctu
somatickych variantov na megabdazu (hodnotitelna oblast), ktoré nepdsobia ako stimulacny faktor (podrobnosti
najdete v dokumente Priru¢ke k pracovnému postupu analytického modulu Local Run Manager TruSight
Oncology Comprehensive (EU) (dokument ¢&. 200008661)). MSI sa vykazuje ako stav. Amplifikacie génov su
vhodné na vykazovanie z génov MET a ERBB2. Fuzie suU vhodné na vykazovanie z 23 génov uvedenych v ¢asti
Suhrn a vysvetlenie analyzy na strane 1. Varianty zostrihu su vhodné na vykazovanie z génov MET a EGFR. Aby
ich bolo mozné vykazovat, varianty musia byt detegované, musia byt uvedené v databaze KB analyzy TSO
Comprehensive (EU) a musia byt vhodné na zdklade typu testovaného tkaniva. Aby ich bolo mozné vykazovat,
fuzie NTRK vyZzaduju, aby bol partner fuzie 5' a doména NTRK kinazy bola neporusena.

V pripade malych variantov DNA bol pouzity reprezentativny pristup k validacii cielenych génov na paneli, s
udajmi reprezentujucimi SNV, MNV, inzercie a delécie. V pripade amplifikacii génov, flzii a variantov zostrihu sa
testovanie uskuto¢nilo na Urovni génu. TMB a MSI boli hodnotené tam, kde boli indikované. Pokial ide

o predpoklady CDx fuzii NTRK, flzie vo vzorkach FFPE boli testované v ramci $tudii zameranych na U¢innost
$pecificku pre dany predpoklad (napriklad detekény limit, presnost v ramci laboratéria, reprodukovatelnost,
spravnost a klinicka u¢innost).

Tabulka 42 obsahuje definicie metrik pocitanych v réznych studiach.

Tabulka 42 Definicie metrik

Vyraz Definicia

Percentudlna Percento pozitivnych vysledkov spravne identifikovanych z celkového podtu
zhoda pozitivnych  pozitivhych vysledkov v porovnani s ortogonalnou metédou.

vysledkov

(Positive Percent
Agreement, PPA)
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Vyraz

Percentudlna
zhoda
negativnych
vysledkov
(Negative Percent
Agreement, NPA)

Celkova
percentudlna
zhoda (Overall
Percentage
Agreement, OPA)

Percento
pozitivnych
stanoveni (PPC)

Percento
negativnych
stanoveni (PNC)

n/N

Standardna
odchylka (SD)

Percento
koeficientu
variacie (%CV)

Definicia
Percento negativnych vysledkov spravne identifikovanych z celkového poctu
negativnych vysledkov v porovnani s ortogonalnou metddou.

Percento pozitivhych a negativnych vysledkov spravne identifikovanych
z celkového po¢tu pozorovani v porovnani s ortogondlinou metédou.

Percento pozorovani, ktoré davaju pozitivny vysledok vzhladom na ciel, z
pozorovani, u ktorych je vzhladom na ciel pozitivny vysledok oakavany.

Percento pozorovani, ktoré vykazuju negativny vysledok vzhladom na ciel, z
pozorovani, u ktorych je vzhladom na ciel negativny vysledok oCakavany.

Pocet pozitivnych alebo negativnych pozorovani (n) vydeleny celkovym po¢tom
pozorovani (N) na vypocet PPC alebo PNC. Hodnoty n a N m6zu byt na roznych
urovniach (napr. variant alebo gén) alebo kombinované v ramci skupiny (napr.
SNV).

Miera variacie hodnét premennej okolo jej priemeru.

Standardna odchylka vydelend priemerom ako percento.

Krizova kontaminacia

illumina

Uskutocnila sa Studia krizovej kontamindcie na Ucely hodnotenia, ¢i mozu byt v désledku kontaminacie medzi
jamkami pocas pripravy kniznice alebo kontaminacie medzi po sebe nasledujicimi chodmi sekvenovania
vykazované faloSne pozitivne vysledky. Tato analyza bola vykonana pre malé varianty DNA (&o tiez ovplyviuje
TMB), fuzie, amplifikacie génov a MSI. KniZnice boli pripravené z charakterizovanych vzoriek v §achovnicovom
rozlozeni so striedajucimi sa vzorkami na vyhodnotenie kontaminacie medzi jamkami a so striedajucimi sa
indexmi na vyhodnotenie medzi po sebe nasledujlucimi chodmi sekvenovania, ked boli sekvenované postupne v
tom istom néstroji Pristroj NextSeq 550Dx. Studia krizovej kontaminécie vykazovala nulovy podiel udalosti
kontamindcie pozorovanych preskimanim detegovanych variantov v kazdej vzorke, pri€om neboli detegované
Ziadne faloSne pozitivne vysledky.
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Pre analyzu TSO Comprehensive (EU) boli na detekciu kontaminacie vzoriek DNA navrhnuté dve metriky
kontroly kvality (CONTAMINATION_SCORE a P_VALUE). Bola hodnotena citlivost detekcie kontaminacie. Vzorky
FFPE DNA tumoru boli zmieSané s réznymi mnozstvami vzoriek FFPE normalnej DNA na vytvorenie ucelovo
kontaminovanych vzoriek.

Celkovo bolo vytvorenych 1112 pozorovani kontaminacie a kontaminacia bola zistena v 95 % (1 054)
pozorovani. Miera detekcie sa zvysila na 96 % (939/976), ked percento kontaminacie bolo medzi 10 % a 90 %
(hmota/hmota). Z 37 pozorovani medzi 10 % a 90 % kontaminaciou tam, kde sa nezistila kontaminacia, 12
nesplnilo Specifikaciu krytia na stanovenie malych variantov DNA. Nizke pokrytie brani detekcii kontaminacie,
ale malé varianty DNA nie su vykazované, ¢o zmiernuje akykolvek uc¢inok kontamindcie. Patnast pozorovani
nesplnilo Specifikaciu amplifikacie génu (metrika kontroly kvality medidnového bindrneho poc¢tu) na stanovenie
amplifikacie génov. Pre vzorky nebol vykazovany ziadny vysledok amplifikacie génov.

Studia preukéazala, Ze analyza TSO Comprehensive (EU) bude mat nizky vyskyt krizovej kontaminacie medzi
jamkami alebo chodmi. Tieto vysledky spolu s metrikami kontaminacie v softvéri zmierfiuju riziko vysledkov s
faloSnymi variantmi v désledku kontaminacie vzorky.

Hodnotenie supravy na extrakciu nukleovej kyseliny

Tri komeréne dostupné supravy na extrakciu DNA a RNA boli hodnotené pomocou analyzy TSO Comprehensive
(EU). Uvedené tri extrakéné supravy izolovali DNA a RNA z rovnakych sekcii tkaniva FFPE. Supravy sa odliSovali
Iatkou na deparafinizaciu a krokmi viazania nukleovej kyseliny (Tabulka 43). Suprava 1 bola hlavnou extrakénou
sUpravou pouzitou na stanovenie ucinnosti analyzy TSO Comprehensive (EU).

Tabulka 43 Charakteristiky supravy

Suprava Latka na deparafinizaciu Viazanie nukleovej kyseliny
1 Vlastna Stipec

2 Xylén Stipec

3 Mineralny olej Magnetické guldcky

Tabulka 44 a Tabulka 45 obsahuju suhrn vplyvov extrakénych sUprav na platnost kniznice a stanovenie
variantov. Ak boli stredné hodnoty extrakénej supravy vyznamne odliSné, bol vykazovany rozdiel. Stredné
hodnoty rozdielov medzi extrakénymi slipravami boli poditané so supravou 1 ako kontrolou, pretoze stprava 1
bola pouzita na extrakciu vac¢siny nukleovych kyselin pouzitych na analytické Studie TSO Comprehensive (EU).
Strednd hodnota rozdielu v porovnani so stpravou 1ilustrovala, ako by rézne extrakéné supravy ovplyvniliiné
analytické studie TSO Comprehensive (EU).
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Tabulka 44 Vplyvy extrakénej sipravy na platnost kniznice

Typ variantu

Malé varianty
DNA/TMB

DNA MSI
Amplifikacia
génov DNA

RNA
(fuzie/varianty
zostrihu)

Metrika kontroly kvality kniznice

Medidnové exdnové pokrytie (pocet)
PCT Exon 50X (%)
Stredna hodnota velkosti viozky (bp)

Pouzitelné lokality MSI
Pokrytie MAD (pocet)

Medianovy binarny pocet

Strednd hodnota velkosti viozky (bp)
Protokol (Median CV Gene500X)
Celkovy pocet pri cielovych &itaniach

illumina

Stredna hodnota rozdielu v porovnani
so supravou 1

Suprava 2 nizsia o 56 ¢itani

Suprava 3 vy$Sia0 0,298 %

Suprava 2 a sUprava 3 nizSie o 3 bp
Suprava 3 vy$sia o 8 lokalit

SuUprava 2 nizsia 0 0,0043

Suprava 2 nizsia 0 0,5825, suprava 3
vyS$Sia 0 0,3086

Suprava 3 vys$Siao 2 bp

Suprava 2 vysSia 0 0,029
Ziadny vyznamny rozdiel

Extrakéna sUprava 2 a sUprava 3 mali zvySené podporné gitania, takze fuzie a varianty zostrihu v blizkosti LoD
maju vyssiu pravdepodobnost detekcie v désledku vyberu extrakénej stpravy.

Tabulka 45 Vplyvy extrakénej supravy na stanovenie variantu

Typ variantu
(jednotky)

Malé varianty DNA
(VAF)

TMB (mutacia na
megabazu)

MSI (% nestabilnych
lokalit)

Amplifikacia génov
(ndsobna zmena)
Fuzie (podporné
¢itania)

Varianty zostrihu
(podporné ¢itania)

Stanovenie variantov (rozdiel strednych hodnét vzhladom na supravu 1)

Technicky nevyznamné

Cielené varianty: variancia medzi supravami bola mala v porovnani s

reziduom

Necielené varianty: Ziadne vyznamné rozdiely pri prvych dvoch binoch VAF.
Ziadne vyznamné rozdiely pri pozorovani $tatistickej vyznamnosti.

Technicky nevyznamné, variancia medzi sipravami bola mala vzhladom na

reziduum

Suprava 3 nizsia 0 1,9 % nestabilnych lokalit

Suprava 2 (0,06) a suprava 3 (0,08) vysSia nasobna zmena

Suprava 2 mala 51 % narast a sUprava 3 mala 23 % narast v podpornych

¢itaniach

Suprava 2 a suprava 3 mali 48 % narast v podpornych ¢&itaniach
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Interferujuce latky

Bol vyhodnoteny vplyv potencidlnych endogénnych a exogénnych latok na Ucinnost analyzy TSO
Comprehensive (EU). Endogénne latky (melanin a hemoglobin) boli naockované do vzoriek po¢as procesu
extrakcie nukleovej kyseliny. Exogénne latky (etanol, xylén a proteindza K) boli pritomné pocas procesu
extrakcie nukleovej kyseliny a boli nao¢kované aj do purifikovanej nukleovej kyseliny pred pripravou kniznice.
Tam, kde bola pozorovana interferencia s nao¢kovanou proteinazou K, boli tiez hodnotené zvysené
koncentracie proteinazy K pocas procesu extrakcie. Po¢as pripravy kniznice boli pridané nadbyto¢né indexové
priméry (15 % a 30 %). Do vzoriek FFPE z tkaniv mozgu, prsnika, hrubého ¢reva, plic, medularnej Stitnej Zlazy,
NSCLC, vaje¢nikov, prostaty, slin, koze, mdkkého tkaniva a tkaniva §titnej Zzl'azy boli okrem indexovacich
primarov pridané latky — na analyzu DNA bolo extrahovanych osem vzoriek a na analyzu RNA bolo
extrahovanych 13. Priindexovacich primeroch sa na analyzu RNA pouzilo Sest vzoriek FFPE z troch réznych
typov tkaniv ($titna zl'aza, mo€ovy mechur, hrubé ¢revo) a pat vzoriek FFPE zo Styroch roznych typov tkaniv
(pldca, stitna Zl'aza, hrubé ¢revo, prsnik). Pre kazdu zo 16 jedineénych vzoriek existovala nenaockovana
endogénna kontrola a exogénna kontrola nao¢kovana pufrom alebo vodou. Vplyv nekrézy bol hodnoteny na
odliSnom subore 6smich vzoriek FFPE z tkaniv mozgu, hrubého ¢reva a pluc. Pre kazdu nekrotickd vzorku
existovala makrodisekovanad kontrola bez podielu nekrézy. V pripade vSetkych interferujicich Iatok boli
analyzou TSO Comprehensive (EU) testované Styri replikaty na jednu vzorku a jednu latku a porovnané

s prislusnou podmienkou kontroly na detekciu malych variantov DNA, amplifikacii génov, fuzii RNA a variantov
zostrihu RNA, ako aj na ucely uréenia stavu MSI a skéore TMB. Zahrnuté boli varianty CDx aj varianty profilovania
tumoru.

Detekcia variantov DNA

Melanin (0,2 pg/ml), hemoglobin (2 mg/ml), etanol (5 %), proteindza K (0,04 mg/ml v nukleovej kyseline) ani
xylén (0,0001 %) nenarus$aju skore TMB, stav MSI, malé varianty DNA ani amplifikacie génov.

Detekcia variantov RNA

Udaje potvrdzuju nulovt interferenciu melaninu (0,2 ug/ml), etanolu (5 %) a xylénu (0,0001 %) pri fuzidch RNA
alebo variantoch zostrihu. Hemoglobin (2 mg/ml) interferoval (znizené podporné ¢&itania) s tromi réznymi
variantmi zostrihu v géne MET. Variant zostrihu v géne AR (tri r6zne vzorky) a jeden v géne EGFR (jedna vzorka)
neboli ovplyvnené. Ak laboratdrium spracovava RNA prostrednictvom analyzy, pri ziskavani rezov z
tkanivového bloku je potrebné vyhnut sa tkanivu s hemoglobinom alebo ho minimalizovat.

Proteinaza K (0,04 mg/ml v nukleovej kyseline) interferovala s fuziami RNA a variantmi zostrihu. Proteindza K
bola testovana pri 2,6 mg/ml a 5,2 mg/ml po¢as extrakéného procesu, ¢o je 2- a 4-nasobok Standardnej
koncentracie v komeréne dostupnej suprave. Fuzie boli inhibované pri 4-nasobnej koncentracii, ale nie pri 2-
nasobnej koncentracii proteinazy K. Varianty zostrihu boli inhibované pri 2-nasobnej koncentracii proteinazy K.
Proteindza K alebo ekvivalentny enzym by pocas extrakcie nemali byt zvySované zo Standardnej koncentracie
poskytnutej v extrakénej slprave.

Podporné &itania pre varianty zostrihu sa znizuju s 30 % nadbytkom indexovych primérov, ale nie s 15 %
nadbytkom.
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Nekroza

Pritomnost nekrotického tkaniva az do vysky 70 % nenarusala skore TMB, stav MSI, ani detekciu malych
variantov DNA. Detekcia variantov RNA (podporné &itania) a amplifikacie génov (nasobna zmena) boli znizené
vo vzorkach s nekrotickym obsahom v oblasti tkaniva = 25 % a = 23 % (podla oblasti). Ak sekcie vzorky
obsahuju = 23 % nekrézy v celkovej oblasti tkaniva, nekrotické tkanivo je potrebné makrodisekovat.

Stabilita

Stabilita v realnom case

Stabilita v redlnom ¢ase bola pouzitd na stanovenie doby skladovatelnosti supravy analyzy TSO
Comprehensive (EU) v pripade jej skladovania podla podmienok uvadzanych na oznaceni. Dizajn $tudie bol
zaloZeny na testovani troch Sarzi reagencii a v ramci $tudie bol pouzity klasicky dizajn Stldie stability uvadzany
v dokumentacii CLSI EP25-A. Supravy boli uskladnené vo finalnej konfiguracii supravy po dobu trvania Studie v
podmienkach skladovania uvddzanych na oznac¢eni produktu. Zmrazené sucasti supravy boli uskladnené pri
teplote -15 °C az -25 °C. Chladené sucasti supravy boli uskladnené pri teplote 2 °C az 8 °C.

Supravy boli testované z hladiska vzhladu a plnenia funkénych poziadaviek v stanovenych ¢asovych bodoch.
Okrem toho boli analyzované stanovenie variantu a trendy metriky kontroly kvality vzorky pre material kontroly
QC. Pre kazdu reagenciu bola stanovena doba skladovatelnosti. Datumy exspirdcie su stanovené podla datumu
vyroby a doby skladovatelnosti. Exspiracia supravy je stanovena podla tej reagencie, ktorej datum exspiracie
uplynie ako prvy.

Stabilita supravy pocas pouzivania

Stabilita analytickej supravy TSO Comprehensive (EU) poc¢as pouzivania bola hodnotena v ramci Standardnych
podmienok pouzivania v priebehu doby skladovatelnosti s cielom overit viaceré pouzitia supravy. Suprava
reagencii bola viackrat zmrazena a rozmrazena a testovana z hladiska az 4 pouziti supravy. Okrem toho bolo
pripravenych 8 kniZznic RNA a 8 kniznic DNA, celkom 3-krat, na testovanie maximalneho mozného poctu kniznic
(24 kniznic DNA a 24 kniznic RNA na jednu supravu). VSetky funkéné kritéria stpravy boli splnené pre vsetky
testované cykly zmrazenia a rozmrazenia a ¢asové body. Uskutocnilo sa testovanie vzoriek FFPE s reagenciami
starymi = 25 mesiacov na Ucely hodnotenia vplyvu testovania stanovenia variantu poc¢as pouzivania.
Kvalitativna analyza cielenych variantov dokazuje, Ze udalosti po¢as pouzivania neovplyvnovali stanovenie
variantu.

Stabilita nukleovych kyselin

Stabilita nukleovych kyselin (DNA a RNA) a ich sUvisiaca kvantifikdcia na pouzitie s analyzou TSO
Comprehensive (EU) bola hodnotena pomocou FFPE vzoriek z viacerych typov tkaniv. Bloky FFPE boli
rozdelené a vSetky nukleové kyseliny boli extrahované naraz. Extrahovana nukleova kyselina bola dékladne
premiesana, kvantifikovand, skontrolovana z hladiska kvality nukleovej kyseliny a alikvdtne rozdelena do dvoch
sUprav jednorazovych skimaviek na zmrazenie poc¢as dvoch ¢asovych bodov: Kontrola TO (vychodiskova
hodnota) a test T1 (= 28 dni). V3etka extrahovana RNA bola skladovana pri teplote -85 C az -65 C a vietka
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extrahovand DNA bola skladovana pri teplote -25 C aZ -15 C po uréenu dobu a potom spracovana
prostrednictvom analyzy TSO Comprehensive (EU) v ramci viacerych replikatov a operatorov. Testovacia
podmienka T1 bola porovnana s kontrolou pre stav MSI, skére TMB, amplifikacie génov, malé varianty DNA,
fuzie RNA a varianty zostrihu RNA. Udaje naznaduju, ze nukleové kyseliny a ich stvisiaca kvantifikacia na
pouzitie s analyzou TSO Comprehensive (EU) su stabilné az 28 dni pri skladovani pri odporu¢anych teplotach
(RNA pri -85 °C az -65 °C a DNA pri -25 °C az -15 °C).

Stabilita kniznic

Stabilita kniznic vyuzivajucich kazdy zo Siestich bezpeénych bodov zastavenia pre analyzu (pozrite si Tabulka
5) sa hodnotila pomocou vzoriek FFPE z viacerych typov tkaniv. Kontrolné kniznice (TO, Ziadne body
zastavenia) boli sekvenované bezprostredne na konci pracovného postupu. Alikvotné €asti z tych istych kniznic
boli pocas doby (T1) udrziavané v bodoch zastavenia pri teplote -25 °C az -15 °C na podporu dni uvedenych v
Tabulka 5. Kniznica T1 bola porovnana s TO pre malé varianty DNA, TMB, amplifikacie génov, MSI, fuzie RNA a
varianty zostrihu RNA s variantmi CDx a profilovanim tumoru. Udaje naznaduju, Ze kniznice vytvorené z analyzy
TSO Comprehensive (EU) su stabilné v sulade s navodom na pouZzitie.

Stabilita tkaniva FFPE upevneného na sklicku

Stabilita tkaniv FFPE upevnenych na skli¢ku na pouzitie s analyzou TSO Comprehensive (EU) bola hodnotena
rozdelenim blokov FFPE (5 um sekcie) z rédznych jedineénych vzoriek upevnenych na sklickach, po ktorych
nasledovalo skladovanie priizbovej teplote (22 °C) pocas 2 ¢asovych bodov. RNA bola extrahovana a
skladovana pri teplote -65 C aZ -85 C a DNA bola extrahovana a skladovana pri teplote -15 C az -25 C menej
ako 1tyzden pred testovanim. Material nukleovej kyseliny bol kvantifikovany a potom spracovany
prostrednictvom analyzy TSO Comprehensive (EU) do 24 hodin pre kazdy ¢asovy bod. V kazdom ¢asovom
bode sa analyzou TSO Comprehensive (EU) testovalo viacero replikatov a operatorov na vzorku a porovnali sa s
¢asovym bodom TO pre MSI, TMB, amplifikacie génov, malé varianty DNA, fuzie RNA a varianty zostrihu RNA
vratane variantov CDx a variantov s profilovanim tumoru. Stanovenie variantov bolo vyhodnotené a splnilo
vSetky akceptacné kritéria, ¢o naznacduje, zZe tkaniva FFPE upevnené na skli¢ko na pouzitie s analyzou TSO
Comprehensive (EU) su stabilné priizbovej teplote po dobu az 4 tyzdnov (28 dni). Je potrebné poznamenat, ze
po 4 tyzdnoch (28 dfioch) bol zisteny 10 % pokles frekvencie platnosti kontroly kvality kniZnice MSI z dévodu
kombinacie operatora a doby skladovania. Varianty fuzii a zostrihov RNA mali priblizne 29 % pokles v
podpornych ¢itaniach po skladovani na sklickach po dobu 4 tyzdnov (28 dni).

Stanovenie ochranného pasma vstupnej titracie nukleovej
kyseliny

Vstup nukleovej kyseliny pre analyzu TSO Comprehensive (EU) bol hodnoteny testovanim DNA z 33 vzoriek
FFPE zahrnajucich 17 typov tkaniv, na vstupnych trovniach od 10 ng do 500 ng, a testovanim RNA z 5 vzoriek
FFPE z 5 typov tkaniva na vstupnych Urovniach v rozsahu od 10 ng do 85 ng. Hodnotili sa metriky kontroly
kvality kniznice, ktoré zaviseli od vzorky. Vysledky DNA preukazali, Ze metrika kontroly kvality niektorych (nie
vSak vSetkych) vzoriek DNA reagovala na vysSiu vstupnu hodnotu nad nominalnou vstupnou hodnotou 40 ng:
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* Parameter MEDIAN_INSERT_SIZE nereagoval na vstup s hodnotou nad 30 ng.

* Parameter MEDIAN_EXON_COVERAGE vykazoval pozitivhu korelaciu vzhladom na zvysujlcu sa vstupnu
hodnotu.

* Hodnota parametra PCT_EXON_50X sa zvyS$ovala spolu s rastucou vstupnou hodnotou az do 80 ng.

* Hodnota parametra USABLE_MSI_SITES sa zvySovala spolu so zvySujucou sa vstupnou hodnotou. Niektoré
vzorky s menej nez 40 pouzitelnymi lokalitami MSI (USABLE_MSI_SITES) pri hodnote 40 ng spifali
Specifikacie pri vyssich vstupnych hodnotach, vdaka ¢omu by bolo mozné vypocditat skore MSI.

* Hodnota parametra MEDIAN_BIN_COUNT_CNV_TARGET sa zvys$ovala spolu so zvysujucou sa vstupnou
hodnotou.

* ZvySujuca sa vstupna hodnota viedla k zvy$eniu hodnoty parametra COVERAGE_MAD smerom k hornému
limitu Specifikacie.

Metriky kontroly kvality vzorky RNA sa zvySili (MEDIAN_INSERT_SIZE a TOTAL_ON_TARGET_READS) alebo

znizili (MEDIAN_CV_GENE_500X) z 10 ng na 40 ng, vo v8eobecnosti sa v§ak vo vstupnom rozsahu 40 ng

az 85 ng nemenili.

Limit blanku

Percento faloSne pozitivnych vysledkov (spomedzi celkového pocétu o¢akavanych negativnych vysledkov) bolo
hodnotené opakovanym testovanim normaineho alebo benigneho tkaniva FFPE, susediaceho tkaniva, ktoré by
nemalo obsahovat somatické varianty pre malé varianty DNA, amplifikacie génov, MSI, fuzie RNA a varianty
zostrihu RNA. Falo$ne pozitivne vysledky neboli hodnotené z hladiska TMB, kedZe v takomto pripade
neexistuje ziadna klinicka hrani¢na hodnota. Sest vzoriek DNA a 6 vzoriek RNA FFPE bolo duplicitne
analyzovanych 2 operatormi po¢as 3 dni pre kazdu z 2 Sarzi reagencii. Podmnozina vzoriek bola opatovne
zdruzena a opatovne sekvenovana vo formate ,3x len DNA" a,3x len RNA” na Uc¢ely hodnotenia falosSne
pozitivnych vysledkov v ramci niekolkych multiplexnych konfiguracii, ktoré dokaze toto zariadenie spracovat.
Okrem toho bolo analyzovanych 30 dalSich vzoriek RNA v duplikatoch, ktoré boli spracované 1 Sarzou
reagencie, rozdelenej medzi 2 operatorov. Celkom existovalo 168 moznych pozorovani pre DNA a 228 moznych
pozorovani pre RNA, hodnota bola znizena o neplatné kniznice pre kazdy typ variantu. Percento faloSne
pozitivnych vysledkov bolo v pripade amplifikacii po¢itané na Urovni génu a v pripade malych variantov DNA na
urovni pozicie (priblizne 1,9 mil. pozicii). Percento faloSne pozitivnych vysledkov pre typy variantov DNA je
uvedené v Tabulka 46. TSO Comprehensive (EU) neuvadza zZiadne tvrdenia pre CDx (Uroven 1) pre malé
varianty DNA, preto pre Uroven 1 nemo6zu byt vykazované Ziadne falo$ne pozitivne vysledky pre malé varianty
DNA. 271 faloSnych pozitivnych vysledkov bolo zaradenych do Urovni v databaze Knowledge Base pre TSO
Comprehensive (EU). Ziadne falo$ne pozitivne vysledky neboli klinicky vyznamné (2. Groven). Zo 168
pozorovani boli 4 faloSne pozitivne vysledky na 3. Urovni vyplyvajlice z 2 variantov v 4 (2,4 %) pozorovaniach.
Percento faloSne pozitivnych vysledkov pre fuzie RNA a varianty zostrihu dosahovalo hodnotu 0 %, ako uvadza
Tabulka 47.
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Tabulka 46 FaloSne pozitivne vysledky pre typ variantu DNA

Typ variantu FaloSne pozitivhe
Amplifikacie génov 0 % (0/9912)

Malé varianty DNA 0,0001 % (271/295 801 567)
MSI 0 % (0/156)

TMB Nevztahuje sa*

* Falo$ne pozitivne vysledky nie je mozné pouzit, pretoze TMB sa vykazuje ako skdre a nema kvalitativny vysledok.

Tabulka 47 FaloSne pozitivhe vysledky pre typ variantu RNA

Typ variantu FaloSne pozitivhe
Fuzia 0 % (0/227)
Variant zostrihu 0 % (0/227)

Detekény limit

Uskuto&nili sa dve $tudie na G&ely hodnotenia detek&nych limitov analyzy TSO Comprehensive (EU). Studia
1 hodnotila malé varianty DNA RET, flzie RET a fzie NTRK1-3. Studia 2 hodnotila dal$ie varianty s profilovanim
tumoru.

Studia 1

Boli stanovené detekéné limity (LoD) NTRK1, NTRK3 a malych variantov RET DNA, ako aj NTRK1-3 a fuzii RET.
Limit LoD je najniz8ia hodnota analytu (napriklad frekvencia variantnej alely alebo podporné ¢itania), ktoru je
mozné konzistentne detegovat (detekény limit 95 % alebo chyba typu Il s hodnotou 5 %). V Studii boli pouzité
tkanivd FFPE s malymi variantmi RET DNA (meduldrna rakovina Stitnej Zlazy), fuziami RET (papilarna rakovina
Stitnej zlazy, atypicky Spitzov tumor) —a fuziami NTRK1-3 (glidm nizkeho stupfa, multiformny glioblastéom,
myofibroblasticky sarkém, sarkém, rakovina prsnych vylu€¢ovacich Zliaz, rakovina hrubého ¢reva), ako aj
bunkova linia upravena s FFPE s malymi variantmi NTRK1 a NTRK3 DNA. Kazda vzorka bola zriedena najmenej
na 5 testovacich urovni (v rozsahu priblizne 0,01- 0,10 VAF pre malé varianty DNA a priblizne 2 -25 podpornych
¢itani v pripade fuzii). Uskutoénilo sa 18 pozorovani na kazdu testovaciu Uroven podla Sarze a variantu,
generovanych 3 operatormi a 3 sekvenaénymi pristrojmi na pripravu kniznice pocas 3 po sebe nenasledujucich
dni s 2 replikatmi na kazdu uroven testu vzorky. Uskuto€nilo sa testovanie dvoch Sarzi reagencii.

V pripade variantov DNA sa analyzovali 2 Sarze nezavislym spdsobom pouzitim regresie Probit alebo
stanovenim miery zhody (najnizsia Uroven testu s mierou zhody (bodovy odhad) = 95 %) na uréenie limitu LoD
pre kazdy variant podla Sarze. VysSia hodnota limitu LoD spomedzi dvoch Sarzi reagencii bola povazovana za
limit detekcie variantu (Tabulka 48).
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illumina

V pripade fuzii RNA boli pouzité bunkové linie FFPE na odhadnutie hodndt LoD pre kazdy gén fuzie. Limity LoD
boli ndsledne overené pomocou tkaniv FFPE pouzitim duplicitnych priprav kniznice 3 operatormi, v 3 pristrojoch
a pouzitim 3 Sarzi reagencie na generovanie 54 pozorovani na jeden variant v blizkosti limitu LoD stanoveného
bunkovymi liniami FFPE. Stanovené limity detekcie pre kazdu fuziu (Tabulka 49) predstavuju najnizsie stredné
podporné &itania, ktoré dosiahli mieru zhody (bodovy odhad) = 95 %.

Tabulka 48 Detekény limit NTRK1, NTRK3 a malych variantov DNA RET

Marker

NTRK1 G595R (SNV)?
NTRK3 F617L (SNV)2
NTRK3 G623R (SNV)?
NTRK3 G696A (SNV)?
RET C618R (SNV)
RET M918T (SNV)
RET C634Y (MNV)
RET D898_E901del

(delécia)?

1Chr = chromozdm

Chr’ Pozicia

chr1 156846342

chr15 88476283
chr15 88476265
chr1s 88472468
chr10 43609096
chr10 43617416
chr10 43609949
chr10 43615611

Referencia

G
A
C
C
T
T

GC

GAGATGTTTATGA G

Detekény
limit
(frekvencia
variantnej
alely)

0,038
0,032
0,036
0,027
0,053
0,045
AT 0,045
0,055

Alternativa

O O o d @ >

2 Tieto varianty DNA boli analyzované pomocou regresnej analyzy Probit; dalSie varianty DNA boli analyzované pomocou

pristupu miery vyskytu.

Tabulka 49 Detek¢ny limit pre fuzie NTRK a RET

Gén

NTRK1

NTRK2

NTRK3

Fuzia

LMNA-NTRK1
TPM3-NTRK1
BCAN-NTRK1
STRN-NTRK2
ETV6-NTRK2
KANK1-NTRK3
ETV6-NTRK3

Dokument &. 200007789 v08

NA DIAGNOSTICKE UCELY IN VITRO. IBA NA EXPORT.

Detekény limit
(podporné ¢itania)
12,2

20,2

53,2

13,6

20,3

13,5

16,2
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Detekény limit

Gén Fuzia (podporné &itania)
RET NCOA4-RET 15,8
KIF5B-RET 16,6
CCDC6-RET 18,7
Stadia 2

Uskutoc€nilo sa hodnotenie detek&nych limitov (LoD) variantov s profilovanim tumoru vykazovanych analyzou
TSO Comprehensive (EU). Limit LoD je najniz$ia hodnota analytu (frekvencia variantnej alely, nasobnd zmena
alebo podporné &itania), ktoru je mozné konzistentne detegovat (miera zhody 95 % alebo chyba typu |l

s hodnotou 5 %). Vzorky FFPE zo 17 typov tkaniva obsahujlce varianty boli zriedené na r6zne testovacie
urovne. Bolo generovanych Sest pozorovani na jednu Urover dvomi operatormi a kazdy z nich pouzival odli$nu
§arZu reagencie a pristroj.
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Varianty DNA

Urcili sa detekéné limity LoD 10 malych variantov DNA (celkovo 25 variantov) a 2 génové amplifikacie DNA
(ERBB2 a MET) a sumarizovali ako rozsahy (Tabulka 50). Zahrnuté boli aj varianty RET z LoD Studie 1. Dve z 3
inzercii, ktorych velkost presiahla 5 bp, mali hodnotu LoD 0,034 a 0,036 VAF, tretia dosiahla hodnotu LoD 0,215
VAF. Poslednd zo spominanych bola inzerciou v oblasti s nizkou komplexnostou, v ktorej inzercia prida dalsie
opakovania, ovplyvni zarovnavanie a vyzaduje vytvorenie viacerych ¢itani, aby bolo vysledkom konzistentné
detegovanie. Vzhladom na to mézu niektoré genomické kontexty s nizkou komplexnostou ovplyviiovat
detegovanie inzercii s velkostou > 5 bp.

Tabulka 50 Detek&ny limit malych variantov DNA a amplifikacii génov

Typ (merna Pocet

Trieda variantu/genomicky kontext Rozsah (VAF
jednotka LoD) ! variantu/g Icky X variantov z ( )
Malé varianty DNA SNV 5 0,016 - 0,064
(frekvencia MNV 3 0,022 - 0,048
variantnej alely) i ; i

Inzercia (1-2 bp) v blizkosti 2 0,086 -0,104

homopolymérovych opakovani

Inzercia (1-2 bp) v blizkosti 2 0,038-0,051

dinukleotidovych opakovani

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

Inzercia (> 5 bp aazdo 25 bp) 3 0,034-0,215

Delécia (1-2 bp) v blizkosti 2 0,094 -0,100

homopolymérovych opakovani

Delécia (1- 2 bp) v blizkosti 2 0,033-0,070

dinukleotidovych opakovani

Delécia (3-5 bp) 2 0,028-0,064

Delécia (> 5 bp aazdo 25 bp) 2 0,047 -0,055
Amplifikacia génov Podla génu (ERBB2, MET) 2 1,539,1,570

(nasobna zmena)

Analyza necielenych variantov bola vykonana zo vzoriek $tudie 1, ktoré mali aspori pat testovacich urovni.
Kazdy necieleny variant bol analyzovany individudlne a limit LoD bol odhadnuty iba pre varianty s aspofi jednou
uroviiou > 0 % a = 95 % miery UspesSnosti a aspon jednou Uroviou = 95 % miery Uspesnosti. Tabulka 51
zobrazuje percentily spolu s minimalnymi a maximalnymi limitmi LoD pozorovanymi podla triedy pre necielené
varianty. Necielené varianty poskytuju viac variantov podla triedy, ako bolo testované v §tudii 2, a su
konzistentné s rozsahmi LoD z Tabulka 50.
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Tabulka 51 Suhrnna Statistika pre limity detekcie podla triedy necielenych variantov (zo Studie 1)

Trieda N Min. 25%

SNV 862 0,020 0,047

MNV 5 0,038 0,040

Inzercia 24 0,039 0,060

Delécia 24 0,034 0,063
Fuazie

50 %
0,059
0,050
0,084
0,081

75 %

0,079
0,086
0,097
0,089

90 %
0,097
0,095
0,166
0,124

Max.

0,592
0,095
0,261
0,167

Limity LoD boli stanovené pre 19 fuzii zahfiiajucich 20 génov na paneli TSO Comprehensive (EU), ktorych
rozsah podpornych &itani dosahoval 9 az 31,3 (Tabulka 52). Dal$ie 3 gény (NTRK1-3) boli testované v inej
$tudii. Gén RET bol testovany v ramci tejto $tudie aj v druhej $tudii. Sestnast fuzii so stanovenym limitom LoD
vykazovalo Udaje konzistentné s beznym limitom LoD 16 podpornych &itani pouzitim obojstranného horného
limitu spolahlivosti 95 % (UCL). Dve fuzie vykazovali limit LoD s hodnotami 24,7 a 31,3 podporného ¢itania,

ktoré neboli konzistentné s beZznym limitom LoD.

Flzia FGFR2-SRPK2 s hodnotou LoD 24,7 podporného ¢&itania vykazovala podla anotdcii analytického softvéru
TSO Comprehensive (EU) opakované prekryvajulce sa oblasti v bode zlomu. Opakované oblasti v ramci bodu
zlomu maju obvykle nizsie Urovne evidencie, kedZe ¢itania sa mézu mapovat kdekolvek v genéme alebo mézu
ostat nezarovnané. Oblasti opakovania okrem toho zvysuju ndro¢nost spracovania zostavy (pouzivanej na
identifikaciu sekvencii fuzie) a vyzaduju dalSie dokazy na vytvorenie spravnej sekvencie. SEPT14-EGFR je

dalSim prikladom fuzie s homolédgnou sekvenciou v bode zlomu.

Fuzia BCL2-IGHJ5 s hodnotou LoD z 31,3 podpornych ¢&itani vykazovala velmi kratky gén (IGHJ5) s bodom
zlomu v blizkosti za¢iatku exdénu, v désledku ¢oho sa vyzadovali prerusené kratke zarovnania. Vysledkom bol
vy$S§i pozadovany pocet ¢itani na dosiahnutie konzistentnej detekcie.

Tabulka 52 Detekény limit fuzi

Fuzia Bod zlomu génu A
NCOA4-RET 51582937
TMPRSS2-ERG 42880007
TMPRSS2-PMFBP1 42866283
KIFSB-RET 32311775
ACPP-ETV1 132036419
FGFR3-TACC3 1801536
EML4-ALK 42553391
FGFR1-GSR 38274821
EGFR-GALNT13 55087056
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Bod zlomu génu B

43612030
39817543
72153988
43612032
14028762
1736997
29446394
30569602
155295102

LoD
15,8
13,2
9,0

16,6
9,5

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

Bezny limit LoD

ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano

ano
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Fuzia Bod zlomu génu A Bod zlomu génu B LoD BezZny limit LoD
ESR1-CCDC170 152023138 151914240 13,5 ano
FGFR2-SRPK2 123353223 104926165 24,7 nie
HNRNPUL1-AXL 41782201 41743847 26,3 ano
CD74-R0OS1; GOPC 149784243 117645578 9,2 ano
SPIDR-NRG1 48353103 32453345 12,8 ano
RAF1-VGLL4 12641189 11606492 11,2 ano
DHX8; ETV4-STAT3 41613847 40474300 16,2 ano
MKRN1-BRAF 140158806 140487383 1,0 ano
BCL2-IGHJ5 60793496 106330066 31,3 nie
PAX3-FOXO1 223084859 41134997 19,0 ano

Varianty zostrihu

Dva varianty zostrihu RNA — MET a EGFR - vykazovali limit LoD s hodnotou 18,7 a 16,7 podpornych ¢&itani (podla
poradia).

Obsah tumoru

Vysledky Studie obsahuju odporucania tykajuce sa obsahu tumoru v klinickych vzorkach. Vo vSeobecnosti plati,
Ze ¢im je vy$Si obsah tumoru, tym je vyssi signal (VAF, nasobna zmena alebo podporné &itania) pre varianty

v tumore. Minimalne odporucéania tykajluce sa obsahu tumoru vychadzaju z nasledujucich pozorovani. Hodnoty
limitu LoD pre malé varianty DNA dosahuju max. hodnotu 0,104 VAF (s vynimkou inzercie TP53). S cielom
detegovat mutacie, ktoré pdsobia ako faktor stimulujlci vznik tumoru (frekvencia variantnej alely 0,50), sa
odporuca 20 % obsah tumoru, aby tieto mutacie dosiahli 0,10 hodnotu VAF a nachadzali sa na Urovni limitu LoD
alebo nad fou. V pripade 20 % obsahu tumoru budu tie gény, ktoré su amplifikované na 5,5-nasobnu zmenu

(11 képii), konzistentne detegované na zaklade detekéného limitu 1,8-nasobnej zmeny. V pripade 20 % obsahu
tumoru budu fuzie so 74 podpornymi ¢itaniami konzistentne detegované na zaklade detekéného limitu

14,7 podpornych ¢&itani.

Reprodukovatelnost

Uskutocnili sa dve Studie zamerané na hodnotenie reprodukovatelnosti pre analyzu TSO Comprehensive (EU).
Studia 1 hodnotila malé varianty RET DNA, ako aj varianty fuzie NTRK a RET. Studia 2 hodnotila dal$ie varianty
s profilovanim tumoru.
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Studia 1

Tato Studia sa uskutoénila na Ucely hodnotenia reprodukovatelnosti analyzy TSO Comprehensive (EU)

v 3 testovacich lokalitach (1 interna, 2 externé) s 2 operatormi na lokalitu, 2 replikatmi v ramci chodu a pocCas

3 po sebe nenasledujlcich testovacich dni. Testovanie sa uskutocnilo pouzitim panela reprodukovatelnosti
obsahujuceho vzorky DNA so Specifickymi znamymi malymi variantmi RET DNA a vzorky RNA obsahujuce
Specifické zname varianty fuzii NTRK1-3 a RET z tkanivovych vzoriek fixovanych vo formaline a zaliatych

v parafine (FFPE), ako aj bunkovych linii. Tento panel obsahoval ¢leny panela DNA a RNA s variantami na nizkej
a vysokej Urovni s rovnakym po&tom &lenov panela na nizkej a vysokej Urovni pre kazdu triedu variantu. Cleny
panela na vysokej urovni boli cielené pri priblizne 2- az 3-nasobku limitu LoD, a ¢leny panela na nizkej urovni
boli cielené priblizne na drovni limitu LoD. V kazdej lokalite kazdy operator testoval ¢leny panela duplicitne 3-
krat, vysledkom bolo 6 pozorovani na ciel a ¢len panela. Zo vSetkych 3 lokalit bolo generovanych 36 pozorovani
na ¢len panela (3 lokality/pristroje x 2 operatori x 2 replikaty v ramci chodu x 3 dni spustenia).

PPC a PNC cielenych malych variantov DNA a cielenych variantov fuzii RNA na vysokej Urovni boli uréené ako
primarne vystupy. PPC a PNC cielenych malych variantov DNA a cielenych variantov fuzii RNA na nizkej Urovni
boli pocitané ako sekundarne vystupy. Obojstranné 95 % intervaly spolahlivosti (Cl) suvisiace so vSetkymi
vystupmi boli poc¢itané pomocou metddy Wilsonovho skore. Uskuto€nili sa primarne analyzy na ucely
odhadnutia PPC a PNC (s priradenymi intervalmi Cl 95 %) v cielenych ¢lenoch panela na vysokej trovni formou
kombinacie pozorovani analyzy TSO Comprehensive (EU) daného ciela v skupine ¢lenov panela
predstavujlcich prislusnu triedu variantu (napriklad malé varianty DNA a fuzie RNA) v rdmci lokalit/pristrojov,
operatorov a chodov. Pre kazdy cieleny variant sa do vypoditanej hodnoty PNC zadlenili pozorovania analyzy
TSO Comprehensive (EU) v inych ¢lenoch panela na vysokej Urovni, pre ktoré sa zistoval rovnaky typ variantu,
ale bez obsahu rovnakého variantu, ktory stanovuje pravidlo vaésiny. Celkové hodnoty PPC a PNC pre cielené
¢leny panela na nizkej Urovni boli stanovené podobnym spdsobom.

Malé varianty RET DNA

Pokial ide o ¢leny panela malych variantov DNA na vysokej Urovni, celkova hodnota PPC dosiahla 100,0 %
(207/207; 95 % interval Cl: 98,2 % az 100,0 %) (Tabulka 53). Celkova hodnota PNC ¢&lenov panela malych
variantov DNA na vysokej Urovni dosiahla 100,0 % (1035/1035; 95 % interval Cl: 99,6 % az 100,0 %) (Tabulka
54). Pokial ide o cielené ¢leny panela malych variantov DNA na nizkej Urovni, celkova hodnota PPC pre cielené
¢leny panela malych variantov DNA na nizkej Urovni dosiahla 99,1 % (210/212; 95 % interval Cl: 96,6 % az

99,7 %) a celkova hodnota PNC dosiahla 100,0 % (1026/1026; 95 % interval Cl: 99,6 % az 100,0 %).
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Tabulka 53 Hodnota PPC analyzy TSO Comprehensive (EU) na detekciu malych variantov RET DNA
v cielenych ¢lenoch panela na vysokej a nizkej Urovni

Uroven variantu Typ variantu

~2-3xLoD SNV
SNV
SNV

MNV

Delécia

Inzercia

Vsetky malé

varianty
DNA - vysoka
~1x LoD SNV
SNV
SNV

MNV

Delécia

Inzercia

V8etky malé

varianty

DNA - nizka

Cieleny variant
(nukleotid)

chr10_43617416_T_C
chr10_43609949_G_C
chr10_43614996_G_A

chr10_43609949_GC_
AT

chr10_43615611_
GAGATGTTTATGA_G

chr10_43609946_T_
TGTGCCGCAC

V8etky malé varianty

DNA - vysoka

chr10_43617416_T_C
chr10_43601830_G_A
chr10_43613840_G_C

chr10_43609949_GC_
AT

chr10_43615611_
GAGATGTTTATGA_G

chr10_43609946_T_
TGTGCCGCAC

VSetky malé varianty

DNA - nizka

Cieleny variant
(aminokyselina)

RET M918T
RET C634S
RET V804M
RET C634Y

RET D898_EQ01del

RET C634_T636dup

V8etky malé varianty

DNA - vysoka

RET M918T
RET V292M
RET E768D
RET C634Y

RET D898_EQ01del

RET C634_T636dup

VSetky malé varianty

DNA - nizka

1 Skratky: N/A - nevztahuje sa; VAF - frekvencia variantnej alely.
2 Obojstranny 95 % interval spolahlivosti (Cl) vypocitany pomocou metédy Wilsonovho skore.
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34
36
33
35

33

36

207

35
35
36
36

34

36

212

Strednd hodnota
VAF!

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

0,199

0,095

N/A?

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

0,065

0,037

N/A?

PPC (%) (n/N)

100,0 (34/34)
100,0 (36/36)
100,0 (33/33)
100,0 (35/35)

100,0 (33/33)

100,0 (36/36)

100,0 (207/207)

100,0 (35/35)
94,3 (33/35)
100,0 (36/36)
100,0 (36/36)

100,0 (34/34)

100,0 (36/36)

99,1 (210/212)

95 % interval CI2

(89,8,100,0)
(90,4,100,0)
(89,6,100,0)
(90,1,100,0)

(89,6,100,0)

(90,4,100,0)

(98,2,100,0)

(90,1,100,0)
(81,4, 98,4)
(90,4,100,0)
(90,4, 100,0)

(89,8,100,0)

(90,4, 100,0)

(96,6, 99,7)
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Tabulka 54 Hodnota PPC analyzy TSO Comprehensive (EU) na detekciu malych variantov RET DNA
v cielenych ¢lenoch panela na vysokej a nizkej Urovni

Uroven
variantu

Typ variantu
~2-3xLoD SNV
SNV
SNV
MNV

Delécia

Inzercia

VSetky malé varianty
DNA - vysoka
~1x LoD SNV
SNV
SNV
MNV

Delécia

Inzercia

Vsetky malé varianty

DNA - nizka

Cieleny variant (nukleotid)

chr10_43617416_T_C

chr10_43609949_G_C

chr10_43614996_G_A
chr10_43609949_GC_AT

chr10_43615611_
GAGATGTTTATGAG

chr10_43609946_T_
TGTGCCGCAC

Vsetky malé varianty
DNA - vysoka
chr10_43617416_T_C
chr10_43601830_G_A
chr10_43613840_G_C
chr10_43609949_GC_AT

chr10_43615611_
GAGATGTTTATGA_G

chr10_43609946_T_
TGTGCCGCAC

VSetky malé varianty

DNA - nizka

Cieleny variant
(aminokyselina)

RET M918T
RET C634S
RET V804M
RET C634Y
RET D898_E901del

RET C634_T636dup

VSetky malé varianty
DNA - vysoka
RET M918T
RET V292M
RET E768D
RET C634Y
RET D898_E901del

RET C634_T636dup

V$etky malé varianty

DNA - nizka

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 % interval CI2

(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)

1V8etky pozorovania zdruzené z kombinacii variantov a ¢lenov panela, pri ktorych je vac¢sina stanoveni negativna (cielené
varianty obsahujuce fluzie s menejnez 50 % pozitivnhych stanoveni).
2 Obojstranny 95 % interval spolahlivosti (Cl) vypocitany pomocou metddy Wilsonovho skore.
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Tabulka 55 uvadza analyzu komponentov variancie frekvencii variantnych alel (VAF) v rdmci priblizne

illumina

36 pozorovani kazdého ¢lena panela. Standardnd odchylka (SD) a percentudlny koeficient variécie (% CV;
celkom a pre kazdy zdroj) boli pocitané a prezentované pre kazdy cieleny maly variant RET DNA.

Tabulka 55 Analyza komponentov variancie analyzy TSO Comprehensive (EU) VAF v cielenych ¢lenoch panela

malych variantov DNA

) . ;o Stredna
Uroven Typ Cieleny variant Cieleny variant N ST
ariant ariant nukleotid i i

variantu  variantu (nukleotid) (Aminokyselina) VAE

~2-3x SNV chr10_43617416_T_C RET M918T 34 0,156

LoD SNV ¢chr10_43609949_G_ RET C634S 36 0,140

C
SNV chr10_43614996_G_ RET V804M 33 0,116
A
MNV chr10_43609949_ RET C634Y 35 0,195
GC_AT
Delécia chr10_43615611_ RET D898_ 33 0,199
GAGATGTTTATGAL E901del
G
Inzercia chr10_43609946_T_ RET C634_ 36 0,095
TGTGCCGCAC T636dup

~1x LoD SNV ¢chr10_43617416_T_C RET M918T 35 0,042
SNV chr10_43601830_G_ RET V292M 35 0,033

A
SNV chr10_43613840_G_ RET E768D 36 0,044
C
MNV chr10_43609949_ RET C634Y 36 0,071
GC_AT
Delécia chr10_43615611_ RET D898_ 34 0,065
GAGATGTTTATGA_ E9O1del
G
Inzercia chr10_43609946_T_ RET C634_ 36 0,037
TGTGCCGCAC T636dup
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SD lokality
(% CV)

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

0,005 (4,1)

0,000 (0,0)

0,000 (0,0)

0,003 (3,0)

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

0,003 (6,0)

0,000 (0,0)

0,002 (2,5)

0,005 (13,8)

SD 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 dfia (% 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)

SD replikatu
(% CV)

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

0,012 (10,7)

0,012 (6,0)

0,017 (8,6)

0,009 (9,6)

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

0,008 (17,5)

0,011 (14,9)

0,010 (16,2)

0,006 (15,9)

Celkova 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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Fuzie NTRK 1-3 a RET

V pripade ¢lenov panela fuzii RNA na vysokej Urovni bola celkova hodnota PPC 99,3 % (285/287; 95 % interval
Cl: 97,5 % az 99,8 %) (Tabulka 56). Hodnota PPC bola 100 % pre vSetky ¢leny panela na vysokej Urovni okrem
¢lena panela BCAN-NTRK1 (PPC = 94,4 % [34/36; 95 % interval Cl: 81,9 % az 98,5 %]). Celkova hodnota PNC
pre ¢leny panela fuzii RNA vysokej Urovne dosiahla 100,0 % (1724/1724; 95 % interval Cl: 99,8 % az 100,0 %)
(Tabulka 57). Pokial ide o cielené ¢leny panela fuzii RNA na nizkej urovni, celkova hodnota PPC bola 95,4 %
(272/285; 95 % interval Cl: 92,3 %, 97,3 %) a celkovd hodnota PNC bola 100,0 % (1851/1851; 95 % interval Cl:
99,8 % az100,0 %).

Tabulka 56 Hodnota PPC analyzy TSO Comprehensive (EU) na detekciu fuzii NTRK a RET v cielenych
¢lenoch panela s vysokou a nizkou Uroviiou

Stredna
3;;‘::\':” Cielena fuizia N 22322::ych PPC (%) (n/N) 95 % interval CI*
Citani

~2-3xLoD LMNA-NTRK1 36 37,9 100,0 (36/36) (90,4,100,0)
BCAN-NTRK1 36 33,6 94,4 (34/36) (81,9, 98,5)
ETV6-NTRK2 36 24,6 100,0 (36/36) (90,4, 100,0)
TRIM24-NTRK2 36 36,6 100,0 (36/36) (90,4,100,0)
ETV6-NTRK3 36 56,4 100,0 (36/36) (90,4,100,0)
BTBD1-NTRK3 35 32,9 100,0 (35/35) (90,1,100,0)
NCOA4-RET 36 36,7 100,0 (36/36) (90,4, 100,0)
CCDC6-RET 36 33,4 100,0 (36/36) (90,4,100,0)
VSetky fuzie 287 36,5 99,3 (285/287) (97,5, 99,8)
vysoké

~1x LoD LMNA-NTRK1 36 13,8 94,4 (34/36) (81,9, 98,5)
BCAN-NTRK1 36 16,9 80,6 (29/36) (65,0, 90,2)
ETV6-NTRK2 35 15,2 94,3 (33/35) (81,4,98,4)
STRN-NTRK2 36 13,6 100,0 (36/36) (90,4, 100,0)
ETV6-NTRK3 36 24,8 100,0 (36/36) (90,4,100,0)
BTBD1-NTRK3 36 18,1 100,0 (36/36) (90,4,100,0)
NCOA4-RET 36 15,8 97,2 (35/36) (85,8, 99,5)
KIFSB-RET 34 16,6 97,1 (33/34) (85,1, 99,5)
Vsetky fuzie 285 16,8 95,4 (272/285) (92,3,97,3)
nizke
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* Obojstranné 95 % intervaly spolahlivosti (Cl) vypocitané pomocou metdédy Wilsonovho skoére.

illumina

Tabulka 57 Hodnota PNC analyzy TSO Comprehensive (EU) na detekciu fuzii NTRK a RET v necielenych

¢lenoch panela s vysokou a nizkou uroviiou

Uroven
variantu

~2-3x LoD

~1x LoD

Cielené fuzie
LMNA-NTRK1
BCAN-NTRK1
ETV6-NTRK2
TRIM24-NTRK2
ETV6-NTRK3
BTBD1-NTRK3
NCOA4-RET
CCDC6-RET

Vsetky fuzie -
vysoké

LMNA-NTRK1
BCAN-NTRK1
ETV6-NTRK2
STRN-NTRK2
ETV6-NTRKS
BTBD1-NTRK3
NCOA4-RET
KIFSB-RET

Vsetky fuzie -
nizke

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 % interval 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)

1V8etky pozorovania zdruzené z kombinacii variantov a ¢lenov panela, pri ktorych je vac¢sina stanoveni negativna (cielené
varianty obsahujuce fluzie s menejnez 50 % pozitivnhych stanoveni).
2 Obojstranny 95 % interval spolahlivosti (Cl) vypocitany pomocou metddy Wilsonovho skére.

Dokument &. 200007789 v08

NA DIAGNOSTICKE UCELY IN VITRO. IBA NA EXPORT.

112z148



Pribalovy letak k testu TruSight Oncology Comprehensive (EU) illumina

Tabulka 58 uvadza analyzu komponentov variancie podpornych ¢itani v ramci priblizne 36 pozorovani v kazdej
cielenej fuzii. Hodnoty SD a % CV (celkom a za kazdy zdroj) boli poc¢itané a prezentované pre kazdu cielenu
fuziu.

Tabulka 58 Analyza komponentov variancie analyzy TSO Comprehensive (EU) podpornych Citani
v cielenych ¢lenoch panela fuzie RNA

Stredna
\L/Jarg;'::u Fuzia poh dos;it;‘ch S'?;'éf/')'ty sb (cf,/‘:ecr\a/;ora SDdha(%CV)  SDreplikatu (% CV) Ce:;og\al)so
Citani
~2-3xLoD  LMNA-NTRKI 36 37,9 3,52 (9) 3,37 (9) 6,93 (18) 9,04 (24) 12,39 (33)
BCAN-NTRK1 36 336 13,75 (41) 7,87 (23) 5,40 (16) 8,95 (27) 18,98 (57)
ETV6-NTRK2 36 24,6 8,03 (33) 3,50 (14) 4,20 (17) 4,86 (20) 10,86 (44)
TRIM24-NTRK2 36 36,6 11,44 (31) 4,24 (12) 6,82 (19) 6,87 (19) 15,57 (43)
ETV6-NTRK3 36 56,4 11,49 (20) 10,20 (18) 9,25 (16) 8,69 (15) 19,93 (35)
BTBDI-NTRK3 35 32,9 1,49 (5) 2,65 (8) 2,16 (7) 10,47 (32) 1,11 (34)
NCOA4-RET 36 36,7 4,64 (13) 4,09 (1) 6,17 (17) 5,20 (14) 10,17 (28)
CCDC6-RET 36 33,4 7,25 (22) 2,56 (8) 6,53 (20) 5,51(16) 11,49 (34)
~1x LoD LMNA-NTRKT 36 13,8 1,79 (13) 0,00 (0) 2,74 (20) 4,37 (32) 5,47 (40)
BCAN-NTRK1 36 16,9 2,92 (17) 2,98 (18) 4,61(27) 5,82 (34) 8,52 (50)
ETV6-NTRK2 35 15,2 0,00 (0) 3,41 (22) 3,83 (25) 4,39 (29) 6,75 (45)
STRN-NTRK2 36 13,6 1,77 (13) 0,61(5) 2,33 (17) 2,57 (19) 3,95 (29)
ETV6-NTRK3 36 24,8 6,03 (24) 3,46 (14) 0,00 (0) 6,39 (26) 9,44 (38)
BTBDI-NTRK3 36 18,1 0,93 (5) 0,00 (0) 0,00 (0) 6,64 (37) 6,71(37)
NCOA4-RET 36 15,8 2,08 (13) 1,03 (7) 0,00 (0) 511 (32) 5,61(36)
KIF5B-RET 34 16,6 2,07 (12) 0,00 (0) 1,58 (10) 5,83 (35) 6,39 (39)

Studia 2

Uskutoénila sa druha $tudia na uc¢ely hodnotenia reprodukovatelnosti analyzy TSO Comprehensive (EU) v ramci
3 testovacich lokalit (2 externé a 1internd), pomocou 2 operatorov/pristrojov na lokalitu, 3 jedine¢nych Sarzi
reagencie, pocas 4 testovacich dni (nenasledujucich po sebe) a 2 chodov sekvenovania na kniznicu vzoriek.

Testovanie sa uskutocnilo pomocou vzoriek extrahovanej DNA a RNA zo 41 vzoriek tkaniva FFPE a 1 bunkového
radu FFPE (s 1 tkanivovou vzorkou FFPE a bunkovou liniou FFPE pouZitou na vytvorenie 2 ¢lenov panelu). 1$lo

o nasledujuice typy tkanivovych vzoriek: mocovy mechur, kosti, mozog, prsnik, hrubé ¢revo, stredna ¢ast
tenkého ¢reva, obli¢ky, pllca, vajec¢nik, prostata, pokozka, makké tkanivo, zalldok, $titna zlaza a maternica.
Bolo testovanych celkom 44 &lenov panela vratane ¢lenov panela DNA s malymi variantmi DNA (SNV, MNV,
inzercie a delécie), amplifikacii génov, réznych skére TMB, vysokych skére MSI a ¢lenov panela RNA s fuziami

a variantmi zostrihu. Va&sina ¢lenov panela vykazovala zname cielové varianty na Urovniach priblizne 2- az 3-
nasobku detek&ného limitu Specifického pre variant (priblizne 2 - 3x LoD).
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Limit LoD je koncentrdcia analytu, pri ktorej su pozorované vysledky analyzy pozitivne (detegovany variant
vzhladom na hrani¢nu hodnotu analyzy TSO Comprehensive (EU)) = 95 % Casu. Stredné pozorované urovne
variantu boli kategorizované priblizne na Urovni < 2x LoD (pozorované urovne variantu pri < 1,5x LoD), priblizne
2 - 3x LoD (pozorované urovne variantu pri1,5x LoD az 3,4x LoD) a priblizne > 3x LoD (pozorované Urovne
variantu pri > 3,4x LoD).

PPC pre malé varianty DNA, amplifikdcie génov, varianty s vysokym podielom MSI (MSI-H) a varianty RNA boli
pocitané formou kombinacie pozorovani v rdémci chodov sekvenovania a lokalit. PNC boli podobnym spésobom
pocitané pre malé varianty DNA, amplifikacie génov a varianty RNA. Pre kazdy zndmy cieleny variant boli
pozorovania z analyzy TSO Comprehensive (EU) v ¢lenoch panela rovnakého typu variantu, ale obsahujtcich
odli$né varianty neodvodené z rovnakej zdrojovej vzorky ani nespifiajlce pravidlo va&siny pre dany variant (<
50 % stanoveni bolo pozitivnych) skombinované v ramci lokalit, operatorov/pristrojov, dni, Sarzi reagencii

a chodov sekvenovania na Ucely vypoctu PNC. Obojstranné 95 % intervaly spolahlivosti (Cl) boli vypocitané
pomocou metddy Wilsonovho skére.

Malé varianty DNA

Tabulka 59 uvadza PPC pre cielené malé varianty DNA. Hodnoty PPC dosahovali od 91,3 % pre (BRAF SNV) az
po 100 % pre vacésinu malych variantov DNA.

Tabulka 59 PPC analyzy TSO Comprehensive (EU) na detekciu malych variantov DNA v kombinovanych
cielenych ¢lenoch panela

Pozorovana Stredna PPC

i z vv Typ Cieleny variant Cieleny variant 95 %

uroven variantu (nukleotid) (aminokyselina) hodnota (%) interval CI®

variantu’ y VAF? (n/N)

~2-3xLoD DELECIA  chr5_112175751_CT_C APC 0,181 100,0 (87,9,
L1488fsTer19 (28/28) 100,0)

~2-3xLoD DELECIA chr5_112175675_AAG_A APC 0,166 100,0 (91,2, 100,0)
S1465WfsTer3 (40/40)

~2-3xLoD INZERCIA chr5_112175951_G_GA APC 0,227 100,0 (89,3,100,0)
T1556NfsTer3 (32/32)

~2-3xLoD INZERCIA chr5_112175675_A_AAG  APC S1465fs*9 0,100 100,0 (92,6,
(48/48) 100,0)

< 2x LoD INZERCIA chr1_27024001_C_CG ARID1A 0,084 100,0 (51,0, 100,0)
Q372fs*28 (4/4)
~2—-3x LoD SNV chr7_140453136_A_T BRAF V600E 0,045 91,3 (79,7, 96,6)
(42/46)
~2-3x LoD DELECIA chr7_55242465_ EGFR E746_ 0,112 100,0 (92,3,
GGAATTAAGAGAAGC A750del (46/46) 100,0)
A_G
Dokument &. 200007789 v08 114 2148

NA DIAGNOSTICKE UCELY IN VITRO. IBA NA EXPORT.



Pribalovy letak k testu TruSight Oncology Comprehensive (EU)

Pozorovana

uroven

variantu’

~2-3x LoD

~2-3x LoD

~2-3x LoD

~2-3x LoD

~2-3x LoD

~2-3x LoD

~2-3x LoD

< 2x LoD

~2-3x LoD

"Uroven variantu poditana zo strednej pozorovanej frekvencie variantnej alely.
2 Strednad frekvencia variantnej alely pocitana z pozorovanych vysledkov analyzy.
3 Obojstranny 95 % interval spolahlivosti (Cl) vypocitany pomocou metédy Wilsonovho skére.

Hodnoty PNC dosiahli pri malych variantoch DNA 100 %.
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Typ
variantu

SNV

DELECIA

INZERCIA

SNV

MNV

INZERCIA

DELECIA

INZERCIA

INZERCIA

Cieleny variant

(nukleotid)

chr7_55259515_T_G

chr22_41574678_GC_G

chr17_37880981_A_

AGCATACGTGATG

chr2_209113112_C_T

chr12_25398284_CC_

AT

chr9_.139399350_C_CG

chr10_89720798_

GTACT_G

chr17_7578470_C_

CGGGCGG

chr17_7574029_C_

CGGAT

Cieleny variant
(aminokyselina)

EGFR L858R

EP300
H2324fs*29

ERBB2 Y772_

A775dup

IDH1 R132H

KRAS G121

NOTCH1
R1598fs*12

PTEN T319fs*1

TP53 P152_

P153dup

TP53

R333HfsTer5

Stredna

hodnota

VAF?

0,045

0,245

0,075

0,155

0,111

0,146

0,157

0,157

0,154

PPC
(%)
(n/N)
100,0
(38/38)

100,0
(44/44)
100,0
(36/36)
100,0
(36/36)
100,0
(38/38)
100,0
(48/48)
100,0
(44/44)
100,0
(2/2)

100,0
(48/48)

illumina

®

95 %
interval CI®

(90,8,
100,0)

(92,0,
100,0)

(90,4,
100,0)

(90,4,
100,0)

(90,8,
100,0)

(92,8,
100,0)

(92,0,
100,0)

(34,2,
100,0)

(92,6,
100,0)
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illumina

Tabulka 60 uvadza analyzu komponentov variancie vysledkov VAF pre kazdy zdroj variacie a celkovu variaciu
vo vSetkych ¢lenoch panela s cielenymi malymi variantmi DNA.

Tabulka 60 Analyza komponentov variancie VAF pre cielené malé varianty DNA

Cieleny variant
(nukleotid)
chr2_209113112_C_T

chr4_153332910_C_
CAGG

chr5_112175675_A_AAG
chr5_112175675_AAG_A
chr5_.112175751_CT_C

chr5_112175751_CTTTA_
C

chr5_112175951_G_GA

chr7_55242465_
GGAATTAAGAGAAGCA_
G

chr7_55259515_T_G

chr7_140453136_A_T
chr7_140453136_AC_TT
chr9_139399350_C_CG

chr10_89720798_GTACT_
G

chr12_25398284_CC_AT
chr17_7574002_CG_C

chr17_7574029_C_
CGGAT

chr17_37880981_A_
AGCATACGTGATG

chr22_41574678_GC_G

N

36
44

48
40
28
46

32
46

38
46
46
48
44

38
44
48

36

44

Stredna
hodnota
VAF

0,155
0,130

0,100
0,166
0,181
0,155

0,227
0,112

0,045
0,045
0,130
0,146
0,157

0,1M
0,158
0,154

0,075

0,245

SD lokality
(% CV)
0,008 (4,9)
0,000 (0,0)

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

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

0,003 (6,0)
0,000 (0,0)
0,000 (0,0)
0,015 (10,2)
0,000 (0,0)

0,000 (0,0)
0,007 (4,2)
0,000 (0,0)

0,013 (16,9)

0,006 (2,4)

SD operatora
(lokalita) (% CV)
0,006 (4,1)
0,000 (0,0)

0,000 (0,0)
0,000 (0,0)
0,000 (0,0)
0,009 (5,6)

0,006 (2,5)
0,004 (3,8)

0,000 (0,0)
0,000 (0,0)
0,004 (2,9)
0,000 (0,0)
0,003 (2,0)

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

0,006 (8,1)

0,002 (0,6)

SD dia (lokalita,
operator) (% CV)
0,034 (22,1)
0,013 (10,3)

0,010 (10,4)
0,024 (14,2)
0,029 (15,8)
0,023 (14,9)

0,034 (15,1)
0,015 (13,7)

0,012 (27,3)
0,016 (34,9)
0,017 (13,4)
0,012 (8,2)
0,021(13,6)

0,019 (16,8)
0,021 (13,5)
0,017 (11,0)

0,013 (16,7)

0,019 (7,9)

SD Sarze (% CV)

0,000 (0,0)
0,014 (11,1)

0,003 (2,9)
0,000 (0,0)
0,019 (10,8)
0,015 (9,7)

0,000 (0,0)
0,005 (4,1)

0,000 (0,0)
0,000 (0,0)
0,003 (2,6)
0,000 (0,0)
0,002 (1,6)

0,003 (2,5)
0,013 (8,6)
0,006 (3,8)

0,000 (0,0)

0,000 (0,0)

SD chodu
(% CV)
0,016 (10,2)
0,008 (6,1)

0,003 (3,3)
0,011 (6,7)
0,008 (4,7)
0,008 (5,5)

0,011 (4,9)
0,008 (6,9)

0,003 (6,8)
0,006 (12,2)
0,006 (4,9)
0,004 (2,8)
0,010 (6,4)

0,008 (7,3)
0,013 (8,2)
0,010 (6,6)

0,004 (4,7)

0,005 (2,1)

Celkova SD
(% CV)
0,039 (25,2)
0,021 (16,3)

0,011 (11,3)
0,026 (15,7)
0,036 (19,7)
0,030 (19,4)

0,036 (16,1)
0,018 (16,3)

0,013 (28,8)
0,017 (36,9)
0,019 (14,8)
0,020 (13,4)
0,024 (15,3)

0,020 (18,5)
0,029 (18,4)
0,021 (13,4)

0,019 (25,5)

0,021(8,6)

Existovali dva malé cielené varianty DNA, v suvislosti s ktorymi bol po&et pozorovani prili§ nizky na prispdsobenie modelu
komponentov variancie. Pre tieto dva cielené varianty dosahovala celkova hodnota SD 0,027 pre variant chr1_27024001_
C_CG a 0,001 pre variant chr17_7578470_C_CGGGCGG.
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Amplifikacie génov

®

illumina

Tabulka 61 uvadza PPC pre amplifikacie cielenych génov. Hodnoty PPC dosiahli 100,0 % v pripade MET

a100,0 % v pripade ERBB2.

Tabulka 61 PPC analyzy TSO Comprehensive (EU) na detekciu amplifikacii génov v rdmci
kombinovanych cielenych ¢lenov panela

. Stredna
Pozorovana } Percento
i N . , . pozorovana ., .
uroven Cieleny variant , , pozitivhych 95 % interval CI3
. nasobna :
variantu’ ) stanoveni (%)
zmena
~2-3x LoD MET 514 100,0 (48/48) (92,6,100,0)
~2-3x LoD ERBB2 2,33 100,0 (47/47) (92,4,100,0)

" Uroven variantu vypoditana zo strednej hodnoty pozorovanej nasobnej zmeny.
2 Stredna hodnota ndsobnej zmeny vypoditana z pozorovanych vysledkov analyzy.
3 Obojstranny 95 % interval spolahlivosti (Cl) vypoditany pomocou metddy Wilsonovho skére.

Hodnoty PNC boli 100 % v ramci amplifikacii génov.

Tabulka 62 uvadza analyzu komponentov variancie vysledkov ndsobnej zmeny pre kazdy zdroj variacie

a celkovu variaciu vo vSetkych ¢lenoch panela s amplifikaciami cielenych génov.

Tabulka 62 Analyza komponentov variancie nasobnej zmeny amplifikacii cielenych génov

Strednd SD operatora
Cieleny variant N hodnota SD lokality (IoEaIita) SD dna (lokalita, SD Sarze SD chodu
Y nasobnej (% CV) (% CV) operator) (% CV) (% CV) (% CV)
zmeny :
ERBB2 47 2,33 0,02 (0,6) 0,01(0,4) 0,02 (0,9) 0,01(0,4) 0,01(0,5)
MET 48 5,14 0,05 (1,0) 0,12 (2,4) 0,14 (2,6) 0,00 (0,0) 0,03 (0,6)
MSI
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Celkova SD
(% CV)

0,03 (1,3)
0,19 (3,7)
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Tabulka 63 uvadza PPC pre cielené ¢leny panela MSI-High. Hodnoty PPC boli 100 % pre obidva &leny panela
MSI-High.

Tabulka 63 PPC analyzy TSO Comprehensive (EU) na detekciu stavu MSI-High v kombinovanych
cielenych ¢lenoch panela

Stredna Percento pozitivhych
Clen panela hodnota N ’p v 95 % interval CI?
stanoveni (%)

skore MSI'
TPSBD4 60,5 36 100,0 (36/36) (90,4,100,0)
TPSBD6 55,7 32 100,0 (32/32) (89,3,100,0)
Vsetky ¢leny 68 100,0 (68/68) (94,7,100,0)

1 Stredné pozorované skére MSI vypocitané z pozorovanych vysledkov analyzy.
2 Obojstranny 95 % interval spolahlivosti (Cl) vypocitany pomocou metddy Wilsonovho skore.

Tabulka 64 uvadza analyzu komponentov variancie vysledkov skore MSI pre kazdy zdroj variacie a celkovu
variaciu vo vSetkych ¢lenoch panela, pre ktoré sa zistoval stav MSI-High.

Tabulka 64 Analyza komponentov variancie skore MSI pre cielené ¢leny panela MSI-High

. , SD dna
M Stredna ; SD lokality SP operatora (lokalita, SD sarze SD chodu Celkova SD
Clen panela N hodnota skdre 0 (lokalita) , o o o
MSI (% CV) (% CV) operator) (% CV) (% CV) (% CV)
(% CV)
TPSBD4 36 60,5 0,0 (0) 0,0 (0) 2,1(3) 0,0 (0) 2,1(3) 3,0 (5)
TPSBD6 32 55,7 0,0 (0) 1,3 (2) 1,0 (2) 0,8 (1) 2,9 (5) 3,4 (6)

TMB

Na hodnotenie reprodukovatelnosti skére TMB sa uskutocnila kvantitativna analyza skére v cielenych ¢lenoch
panela TMB, ktory predstavoval rozsah o¢akavanych skére TMB. Tabulka 65 uvadza analyzu komponentov
variancie vysledkov skére TMB pre kazdy zdroj varidcie a celkovu variaciu v ¢lenoch panela TMB. Celkové
hodnoty SD skére TMB dosahovali 1,0 (% CV = 13) pre jeden ¢len panela (stredné skére TMB =7,6) a1,1(% CV =
2) pre druhy ¢len panela (stredné skére TMB = 63,2).

Tabulka 65 Analyza komponentov variancie skére TMB pre cielené ¢leny panela TMB

. , SD dha
Slen panela* N ho:;:i:r;iére SD lokality S%ﬁi;ﬁfya (lokalita, SD garze SDchodu  Celkové SD
(% CV) operator) (% CV) (% CV) (% CV)
T™MB (% CV)
(% CV)
TPSBD3 28 7,6 0,2 (2) 0,0 (0) 0,8 (10) 0,0 (0) 0,5(7) 1,0 (13)
TPSBD4 44 63,2 0,3 (1) 0,6 (1) 0,4 (1) 0,0 (0) 0,7 (1) 1,1(2)

* Existoval 1 ¢len panela TMB, v suvislosti s ktorym bol poc¢et pozorovani prilis maly (N = 2) na prispésobenie modelu
komponentov variancie. Celkova hodnota SD tohto ¢lena panela bola 1,7.
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Varianty RNA

Tabulka 66 uvadza PPC pre cielené varianty RNA. Hodnoty PPC dosiahli hodnotu od 91,7 % pre KIF5B-RET do
100 % pre vacsinu variantov RNA.
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illumina

Tabulka 66 PPC analyzy TSO Comprehensive (EU) na detekciu variantov RNA v kombinovanych
cielenych ¢lenoch panela

Pozorovana
Uroven
variantu’

> 3x LoD

~2-3x LoD

< 2x LoD

> 3x LoD

~2-3x LoD

Typ
variantu

Fuzia
Fuzia

Fuzia

Fuzia
Fuzia
Fuzia
Fuzia

Fuzia

Fuzia
Fuzia
Fuzia
Fuzia
Fuzia
Fuzia
Fuzia
Fuzia
Fuzia
Variant
zostrihu

Variant
zostrihu

Cieleny variant

ACPP-ETV1
BCL2-IGHJS

CD74-ROST;
GOPC

EGFR-GALNT13
EML4-ALK
PAX3-FOXO1
SPIDR-NRG1

DHXS8; ETV4-
STAT3

ESR1-CCDC170
FGFR1-GSR
FGFR2-SRPK2
FGFR3-TACC3
HNRNPUL1-AXL
MKRN1-BRAF
TMPRSS2-ERG
KIF5B-RET
RAF1-VGLL4
EGFR vl

Vynechanie MET
exénu 14

Stredna
hodnota
podpornych
¢itani?

44,7

124,9

56,6

49,8
49,3
70,1
51,5
48,9

45,1
61,1

53,4
53,5
58,0
33,4
43,5
11,6

15,9
64,0

61,2

PPC (%) (n/N)

100,0 (46/46)
100,0 (46/46)
100,0 (48/48)

100,0 (46/46)
100,0 (48/48)
100,0 (48/48)
100,0 (48/48)
100,0 (46/46)

100,0 (46/46)
100,0 (46/46)
100,0 (48/48)
100,0 (48/48)
100,0 (48/48)
100,0 (48/48)
97,9 (47/48)

91,7 (44/48)

100,0 (46/46)
100,0 (46/46)

100,0 (48/48)

" Uroven variantu vypocditana zo strednej hodnoty pozorovanych podpornych &itani.
2 Stredna hodnota podpornych ¢itani vypocitana z pozorovanych vysledkov analyzy.

3 Obojstranny 95 % interval spolahlivosti (Cl) vypocitany pomocou metddy Wilsonovho skore.

95 % interval CI®

(92,3,100,0)
(92,3,100,0)
(92,6, 100,0)

(92,3,100,0)
(92,6, 100,0)
(92,6,100,0)
(92,6,100,0)
(92,3,100,0)

(92,3,100,0)
(92,3,100,0)
(92,6, 100,0)
(92,6,100,0)
(92,6,100,0)
(92,6, 100,0)
(89,1, 99,6)

(80,4, 96,7)

(92,3,100,0)
(92,3,100,0)

(92,6,100,0)

Hodnota PNC dosiahla 100 % pre kazdy cieleny variant RNA okrem fuzie FGFR2-SRPK2 (PNC = 99,60 %

(984/988; 95 % interval Cl: 98,96 % aZ 99,84 %).
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Tabulka 67 uvadza analyzu komponentov variancie vysledkov podpornych &itani pre kazdy zdroj variacie
a celkovu variaciu vo vSetkych ¢lenoch panela s cielenymi variantmi RNA.

Tabulka 67 Analyza komponentov variancie podpornych &itani pre cielené varianty RNA

Stredna SD operétora SD dna
Cieleny variant hodnota SD lokality (IoEaIita) (lokalita, SD Sarze SD chodu Celkova SD
y podpornych (% CV) (% CV) operator) (% CV) (% CV) (% CV)
&itani ° (% 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 (1) 29,08 (23) 9,51 (8) 8,30 (7) 51,39 (41)
CD74-R0OS1; GOPC 48 56,6 0,00 (0) 3,98 (7) 17,18 (30) 0,00 (0) 3,00 (5) 17,89 (32)
DHX8; ETV4- 46 48,9 18,27 (37) 13,42 (27) 17,01 (35) 0,00 (0) 1,50 (3) 28,38 (58)
STAT3
EGFR-GALNT13 46 49,8 0,00 (0) 6,90 (14) 14,86 (30) 2,08 (4) 2,82 (6) 16,75 (34)
EML4-ALK 48 49,3 0,00 (0) 12,18 (25) 19,10 (39) 8,83 (18) 1,94 (4) 24,39 (49)
ESR1-CCDC170 46 45,1 2,30 (5) 0,00 (0) 12,37 (27) 0,00 (0) 8,08 (18) 14,95 (33)
FGFR1-GSR 46 61,1 8,57 (14) 1,31(2) 11,15 (18) 9,23 (15) 5,18 (8) 17,65 (29)
FGFR2-SRPK2 48 53,4 3,18 (6) 10,90 (20) 15,85 (30) 15,29 (29) 3,10 (6) 24,97 (47)
FGFR3-TACC3 48 53,5 17,43 (33) 0,00 (0) 12,38 (23) 5,81(11) 3,46 (6) 22,42 (42)
HNRNPUL1-AXL 48 58,0 0,00 (0) 12,15 (21) 18,22 (31) 0,00 (0) 3,96 (7) 22,26 (38)
KIF5B-RET 48 11,6 0,89 (8) 0,00 (0) 3,97 (34) 1,44 (12) 1,09 (9) 4,45 (38)
MKRN1-BRAF 48 33,4 6,98 (21) 8,19 (25) 13,02 (39) 6,63 (20) 4,00 (12) 18,58 (56)
PAX3-FOXO1 48 701 12,45 (18) 10,79 (15) 17,91 (26) 3,02 (4) 2,42 (3) 24,65 (35)
RAF1-VGLL4 46 15,9 1,46 (9) 1,52 (10) 3,80 (24) 4,42 (28) 1,23 (8) 6,32 (40)
SPIDR-NRG1 48 51,5 4,78 (9) 0,00 (0) 10,69 (21) 5,94 (12) 3,29 (6) 13,54 (26)
TMPRSS2-ERG 48 43,5 5,63 (13) 8,81(20) 9,98 (23) 0,00 (0) 6,21(14) 15,73 (36)
EGFR vlll, variant 46 64,0 12,70 (20) 0,42 (1) 17,69 (28) 0,00 (0) 2,34 (4) 21,90 (34)
zostrihu
Variant zostrihu 48 61,2 11,42 (19) 3,43 (6) 19,84 (32) 7,55 (12) 2,10 (3) 24,43 (40)
s vynechanim MET
exonu 14

Presnost v ramci laboratoria

Uskutocnili sa dve Studie zamerané na hodnotenie presnosti v ramci laboratéria pre TSO Comprehensive (EU).
Studia 1 hodnotila fuzie NTRK a RET, ako aj malé varianty DNA RET. Studia 2 hodnotila TMB a MSI.

Studia 1

Uskutoc€nilo sa hodnotenie presnosti detegovania fuzii NTRK1-3 v ramci laboratéria (gliom nizsej triedy,
multiformny glioblastém, myofibroblasticky sarkém, rakovina vylu¢ovacich zliaz), fuzii RET (rakovina Stitnej
zlazy a kozného tkaniva s neznamym typom rakoviny) a malych variantov RET DNA (medularna rakovina Stitnej
Zl'azy) pouzitim tkaniv FFPE z indikovanych typov rakoviny. Kazda vzorka bola testovana na dvoch drovniach
variantu: priblizne 1x limit LoD (nizka Uroven variantu) a priblizne 2 — 3x limit LoD (vysoka Uroven variantu)

s vynimkou vzorky nachddzajucej sa v CCDCB-RET, ktord bola testovana iba na nizkej Urovni variantu. Kazda zo
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vzoriek na kazdej Urovni testu bola spracovana duplicitne v rémci kazdej pripravy kniznice troma (3) operatormi.
Kazdy operator zacal s pripravou kniznice v priebehu troch (3) po sebe nenasledujuicich dni zadiatku so
sekvenovanim v troch (3) vyhradenych pristrojoch NextSeq 550Dx. Boli testované tri (3) Sarze reagencii, t. . na
jednu uroven bolo generovanych 54 pozorovani. Niektoré Urovne vykazovali menej nez 54 pozorovani

v désledku neplatnych kniznic.

Kvalitativna analyza

Kvalitativna konkordancia stanovenia variantov bola hodnotena osobitne pre dve Urovne daného variantu zo
zdruzenych pozorovani v ramci vSetkych premennych (operatori, Sarze reagencie, pristroje, dni a replikaty).
Suhrnné informacie o PPC a PNC, ako aj o sUvisiacom obojstrannom 95 % intervale spolahlivosti (Wilsonovo

skore) su uvedené v Tabulka 68 (malé varianty DNA) a Tabulka 69 (fuzie RNA).

Na vysokej Urovni variantu (priblizne 2 — 3-nasobok limitu LoD) preukazala analyza TSO Comprehensive (EU)
100 % PPC a PNC v ramci vSetkych testovanych variantov.

Na nizkej Urovni variantu (priblizne 1-nasobok limitu LoD) bol rozsah PPC v pripade malych variantov DNA

83,3 % az 98,1 % arozsah PPC v pripade fuzii RNA 90,7 % az 100 %. V pripade variantov s hodnotou PPC < 95 %
sa stredné hodnoty VAF (RET C634Y a RET D898_E901del) alebo podpornych ¢&itani (NCOA4-RET a BCAN-
NTRK1) nachadzali pod prislusnymi detek&nymi limitmi. Na nizkej urovni variantu sa u vSetkych variantov
dosiahla hodnota 100 % PNC.

Tabulka 68 Kvalitativne vysledky variantov DNA, na ktorych cielilo sekvenovanie

Uroven ) i Stredna PPC (%) (n/N) PNC (%) (n/N)
) Variant Typ variantu
variantu hodnota VAF (95 % CI) (95 % ClI)
~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_ DELECIA 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_ DELECIA 0,056 98,1 (53/54) 100,0 (215/215)
L633delinsE* (90,2,99,7) (98,2,100,0)
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Urovert Variant Typ variantu TR
variantu yp hodnota VAF
~3x LoD RET C634Y MNV 0,095

RET D898_ DELECIA 0,088

E901del

RET C618R SNV 0,146

RET M918 SNV 0,078

RET D631_ DELECIA 0,161

L633delinsE*

PPC (%) (n/N)
(95 % Cl)
100,0 (54/54)
(93,4,100,0)
100,0 (54/54)
(93,4,100,0)
100,0 (54/54)
(93,4,100,0)
100,0 (52/52)
(93,1,100,0)

100,0 (32/32)
(89,3,100,0)

illumina

PNC (%) (n/N)
(95 % Cl)
100,0 (192/192)
(98,0, 100,0)
100,0 (192/192)
(98,0, 100,0)
100,0 (192/192)
(98,0, 100,0)
100,0 (194/194)
(98,1,100,0)

100,0 (214/214)
(98,2,100,0)

* Zmeny nukleotidov su uvedené pre kazdy variant v ¢asti Detek&ny limit, okrem RET D631_L633delinsE, t. j. chromozdm

10, pozicia 43609940, referencia ACGAGCT, alternativa A.
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Tabulka 69 Kvalitativne vysledky cielenych fuzii RNA

Uroven
variantu

~1x LoD

Fuzia

TPM3-NTRK1

BCAN-NTRK1

LMNA-NTRK1

ETV6-NTRK2

ETV6-NTRKS

ETV6-NTRK3
(bunkova linia
FFPE)

KANK1-NTRK3

NCOA4-RET

CCDCG6-RET

KIF5B-RET

(vzorka 1)

KIF5B-RET
(vzorka 2)
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Stredna
hodnota
podpornych
citani

20,2

22,1

12,2

20,3

16,2

231

13,5

13,3

18,7

17,3

17,3
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PPC (%) (n/N)
(95 % Cl)

100,0 (54/54)
(93,4,100,0)

94,4 (51/54)
(84,9,98,1)
98,1 (51/52)
(89,9,99,7)
100,0 (54/54)
(93,4,100,0)
100,0 (54/54)
(93,4,100,0)

98,1 (53/54)
(90,2,99,7)

100,0 (54/54)
(93,4,100,0)

90,7 (49/54)
(80,1, 96,0)

98,1(53/54)
(90,2,99,7)
95,4 (103/108)
(89,6, 98,0)
96,2 (51/53)
(87,2,99,0)

illumina

PNC (%) (n/N)
(95 % Cl)

100,0 (537/537)
(99,3,100,0)

100,0 (591/591)
(99,4,100,0)

100,0 (539/539)
(99,3,100,0)

100,0 (591/591)
(99,4,100,0)

100,0 (537/537)
(99,3,100,0)

100,0 (591/591)
(99,4,100,0)

100,0 (537/537)
(99,3,100,0)

100,0 (591/591)
(99,4,100,0)

100,0 (430/430)
(99,1,100,0)
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illumina

Stredna
Uroveh Fiizia hodnota PPC (%) (n/N) PNC (%) (n/N)
variantu podpornych (95 % Cl) (95 % Cl)
éitani
~2-3xLoD  TPM3-NTRK1 57,1 100,0 (54/54) 100,0 (481/481)
(93,4, 100,0) (99,2, 100,0)
BCAN-NTRK1 53,2 100,0 (54/54) 100,0 (535/535)
(93,4, 100,0) (99,3, 100,0)
LMNA-NTRK1 35,1 99,0 (103/104) 100,0 (431/431)
(94,8, 99,8) (99,1,100,0)
ETV6-NTRK2 52,0 100,0 (54/54) 100,0 (535/535)
(93,4, 100,0) (99,3, 100,0)
ETV6-NTRK3 41,7 100,0 (54/54)
(93,4, 100,0) 100,0 (481/481)
ETV6-NTRK3 28,3 100,0 (54/54) (99,2,100,0)
(Bunkova linia (93,4,100,0)
FFPE)
KANK1-NTRK3 39,2 100,0 (54/54) 100,0 (535/535)
(93,4, 100,0) (99,3, 100,0)
NCOA4-RET 24,8 100,0 (54/54) 100,0 (481/481)
(93,4, 100,0) (99,2, 100,0)
CCDCG6-RET Nevztahuje Netestované 100,0 (589/589)
sa (99,4, 100,0)
KIF5B-RET 43,8 100,0 (54/54)
(vzorka 1) (93,4, 100,0) 100,0 (428/428)
KIF5B-RET 446 100.0 (53/53) (99,1,100,0)
(vzorka 2) (93,2, 100,0)

Kvantitativna analyza

Uskutoénila sa analyza komponentov variancie s obmedzenym odhadom maximalnej pravdepodobnosti
(vierohodnost, REML), ktorej cielom bolo hodnotenie celkovej variacie zakladnych kontinudinych premennych
(VAF v pripade malych variantov DNA a podporné ¢itania v pripade fuzii RNA) a odhadnutie komponentov
presnosti [Standardna odchylka (SD), koeficient varidcie (CV)] pre kazdy zdroj varidcie [operatori, pristroje, dni,
SarZe reagencii, rezidua a celkom]. Vysledky uvadzaju Tabulka 70 (malé varianty DNA) a Tabulka 71 (fuzie
RNA).
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illumina

Variacia pri VAF rastla spolu so strednou hodnotou podla oakdvania pre binomidlnu distribuciu. Variacia pri
podpornych ¢itaniach rastla spolu so strednou hodnotou podla predpokladu platného pre pocty. Rezidualny
komponent mal najvys$si podiel na celkovej variancii malych variantov DNA aj fuzii RNA na obidvoch Urovniach,
¢o podporuje zaver, Ze detekcia tychto variantov analyzou TSO Comprehensive (EU) je z hladiska operatorov,
Sarzi, pristrojov a dni robustna.

Tabulka 70 Kvantitativne vysledky SD a CV pre malé varianty DNA, na ktoré cielila analyza

Uroven VAF Variant

~1x LoD RET D898_
E9O1del

RET C618R
RET M918T
RET C634Y

RET D631_
L633delinsE

~3x LoD RET D898_
E9O1del

RET C618R
RET M918T
RET C634Y

RET D631_
L633delinsE

Typ
variantu

DELECIA

SNV

SNV

MNV
DELECIA

DELECIA

SNV

SNV

MNV
DELECIA
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N platnych
pokusov

54

54
53
54
54

54

54
52
54
52

Stredna
hodnota
VAF

0,048

0,046
0,042
0,028
0,056

0,088

0,146
0,078
0,095
0,164

SD
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)

0,003 (1,7)
0,002 (3,1)
0,000 (0,0)
0,000 (0,0)
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SD pristroja
(% 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 Sarze
(% 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 diia
(% 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)

Rezidualna
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)

Celkova 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)
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Tabulka 71 Kvantitativne vysledky SD a CV cielenych fuzii RNA

. . Stredna
ol;rc::ir’]ch Fiizia N platnych hodnota SD operatora  SD pristroja SD Sarze SD dna Rezidualna Celkova SD
o g,tam?' pokusov  podpornych (% CV) (% CV) (% CV) (% CV) SD (% CV) (% CV)
Citani
~1x LoD TPM3-NTRK1 54 20,2 2,33(12) 0,94 (5) 3,31(16) 0,83 (4) 5,70 (28) 7,10 (35)
BCAN-NTRK1 54 221 3,38 (15) 1,41 (6) 1,78 (8) 0,00 (0) 6,03 (27) 7,28 (33)
LMNA- 52 12,2 1,36 (11) 1,25 (10) 1,59 (13) 0,00 (0) 4,74 (39) 5,33 (44)
NTRK1
ETV6-NTRK2 54 20,3 0,00 (0) 3,18 (16) 4,36 (21) 0,00 (0) 8,30 (41) 9,90 (49)
ETV6-NTRK3 54 16,2 2,28 (14) 2,36 (15) 2,17 (13) 0,00 (0) 4,65 (29) 6,10 (38)
ETV6-NTRK3 54 231 4,55 (20) 1,18 (5) 0,00 (0) 0,00 (0) 6,73 (29) 8,21 (36)
(bunkova
linia)
KANK1- 54 13,5 0,74 (5) 0,11 (1) 1,09 (8) 0,00 (0) 4,22 (31) 4,42 (33)
NTRK3
NCOA4-RET 54 13,3 1,67 (13) 0,00 (0) 0,00 (0) 1,67 (13) 5,09 (38) 5,61(42)
CCDC6-RET 54 18,7 0,00 (0) 1,14 (6) 5,44 (29) 0,00 (0) 6,17 (33) 8,30 (44)
KIF5B-RET 108 17,3 2,11 (12) 2,50 (14) 2,89 (17) 3,52 (20) 7,09 (41) 9,04 (52)
(Vzorka 1)
KIF5B-RET 53 17,3 2,05 (12) 3,72 (22) 3,65 (21) 2,41 (14) 5,95 (34) 8,52 (49)
(Vzorka 2)
2-3xLoD TPM3-NTRK1 54 57,1 11,21 (20) 1,18 (2) 5,68 (10) 2,03 (4) 11,86 (21) 17,44 (31)
BCAN-NTRK1 54 53,2 8,22 (15) 0,76 (1) 5,59 (11) 2,89 (5) 11,34 (21) 15,37 (29)
LMNA- 104 35,1 1,47 (4) 5,92 (17) 8,11 (23) 2,92 (8) 10,69 (30) 15,03 (43)
NTRK1
ETV6-NTRK2 54 52 0,00 (0) 4,07 (8) 7,07 (14) 5,72 (1) 12,91 (25) 16,31 (31)
ETV6-NTRK3 54 41,7 7,16 (17) 0,40 (1) 6,40 (15) 0,00 (0) 10,74 (26) 14,41 (35)
ETV6-NTRK3 54 28,3 7,93 (28) 1,02 (4) 0,00 (0) 0,00 (0) 9,05 (32) 12,08 (43)
(bunkova
linia)
KANK1- 54 39,2 5,10 (13) 0,00 (0) 4,78 (12) 0,00 (0) 9,44 (24) 11,74 (30)
NTRK3
NCOA4-RET 54 24,8 3,05(12) 0,00 (0) 5,92 (24) 0,00 (0) 6,78 (27) 9,50 (38)
KIF5B-RET 54 43,8 415 (9) 0,96 (2) 12,57 (29) 6,52 (15) 15,23 (35) 21,23 (48)
(Vzorka 1)
KIF5B-RET 53 44,6 5,37 (12) 4,97 (11) 13,73 (31) 0,00 (0) 12,41 (28) 19,90 (45)
(Vzorka 2)

Studia 2

Uskutoénilo sa hodnotenie TMB a MSI z hladiska presnosti v ramci laboratdria. Na hodnotenie presnosti na
réznych drovniach v ramci rozsahov skdre bolo pouzitych pat vzoriek NSCLC FFPE DNA (TMB) a sedem vzoriek
CRC FFPE (MSI) vratane mikrosatelitne stabilnej (MS-Stable) vzorky a vzorky s vysokou Uroviou MSI (MSI-
High). Kazda zo vzoriek bola spracovana duplicitne troma (3) operatormi, poc¢as troch (3) dni pouzitim troch (3)
priprav kniznice pre tri (3) Sarze reagencii pomocou troch pristrojov NextSeq 550Dx, vysledkom ¢oho bolo

54 pozorovani na jednu uroven.
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Kvalitativna konkordancia bola hodnotena pre stav MSI. Analyza TSO Comprehensive (EU) preukazala 100 %
konkordanciu z hladiska percenta pozitivnych stanoveni a percenta negativnych stanoveni stavu MSI. V pripade
TMB vykazuje analyza TSO Comprehensive (EU) skére TMB; kvalitativnu konkordanciu nemozno uplatnit.

Celkovéd variacia skére TMB a MSI spolu s podielom podla zdroja (pristroje, operatori, Sarze, dni a reziduum)
bola kvantifikovana pouzitim modelu komponentov variancie v rdmci rozsahu skére. Standardna odchylka (SD)
a koeficient variacie (CV) su uvedené v Tabulka 72 (TMB) a v Tabulka 73 (MSI) podla Urovne. Niektoré Urovne
vykazovali menej nez 54 pozorovani v désledku neplatnych kniznic.

Tabulka 72 Kvantitativne vysledky SD a CV skére TMB

Stredna ¢ . A . Dennd hodnota L . Lo .
Urovedt hodnota skére N platnych SD operatora SD pristroja SD Sarze SD Rezidudlna SD  Standardna
pokusov (% CV) (% CV) (% CV) (% CV) odchylka
TMB (% CV)
(% CV)
L1 0,3 52 0,00 (0) 0,06 (23) 0,00 (0) 0,08 (30) 0,40 (146) 0,41 (157)
L2 8,4 53 0,00 (0) 0,14 (2) 0,00 (0) 0,00 (0) 0,71(8) 0,73 (9)
L3 15,1 54 0,00 (0) 0,00 (0) 0,20 (1) 0,00 (0) 1,16 (8) 1,18 (8)
L4 20,3 53 0,00 (0) 0,00 (0) 0,06 (0) 0,00 (0) 0,56 (3) 0,57 (3)
L5 42,3 54 0,00 (0) 0,00 (0) 0,15 (0) 0,00 (0) 1,37 (3) 1,38 (3)
Tabulka 73 Kvantitativne vysledky SD a CV skoére MSI
i Celkova
Stredna , . o . - I < .
. . N platnych  SD operatora SD pristroja SD Sarze SD dna Rezidudlna  Standardna
Stav MSI Uroven hodnota ,
, pokusov (% CV) (% CV) (% CV) (% CV) SD (% CV) odchylka
skére MSI (%)
(% CV)
MS-stabilné L1 0,80 53 0,35 (43) 0,00 (0) 0,15 (18) 0,00 (0) 0,52 (66) 0,64 (81)
L2 5,90 53 0,47 (8) 0,00 (0) 0,84 (14) 0,00 (0) 1,26 (21) 1,58 (27)
MSI-High L3 48,68 53 0,19 (0) 0,00 (0) 0,00 (0) 1,19 (2) 2,48 (5) 2,76 (6)
L4 56,85 54 1,66 (3) 0,00 (0) 1,92 (3) 0,00 (0) 3,07 (5) 3,98 (7)
L5 72,62 54 0,00 (0) 0,47 (1) 0,34 (0) 0,62 (1) 1,28 (2) 1,54 (2)
L6 75,29 54 0,00 (0) 0,42 (1) 0,09 (0) 0,00 (0) 1,46 (2) 1,52 (2)
L7 78,38 54 0,00 (0) 0,00 (0) 0,00 (0) 0,45 (1) 0,95 (1) 1,06 (1)

Variacia skére TMB ma tendenciu rast spolu so strednou hodnotou podla predpokladu odvodeného

z teoretickych distribucii Udajov poctu. Variacie skére MSI pre Urovne bliziace sa skére MSI = 50 su vacésie nez
variacie skére MSI bliziacich sa 0 alebo 100, ¢o je konzistentné s variabilitou z teoretickych distribucii
proporénych udajov. Rezidualny komponent ostal prvkom s najvy$sim podielom na celkovej variancii skére MSI
aj TMB, ¢o podporuje zaver, Ze skoére su z hladiska operatorov, $arzi, pristrojov a dni robustné. MSl a TMB su
vSak komplexné biomarkery a analyticka ucinnost sa medzi jednotlivymi vzorkami mdze odliSovat. To znamen3,
Ze varidcia TMB nezavisi iba od hodnoty TMB, ale aj od zloZenia variantov vo vzorke, ako su napriklad typ
variantu (SNV, Indel) a Uroven VAF (vzdialenost od hrani¢nej hodnoty zahrnutia). Podobne aj variacia MS|
nezavisi iba od hodnoty MSI, ale aj od zlozZenia lokalit vo vzorke, ako napriklad pocet nestabilnych lokalit
arozsah nestability danej lokality.

Hodnoty C5 a C95 bliziace sa hrani¢nej hodnote 20,00 % boli stanovené pre MSI pomocou profilu presnosti
(Tabulka 74).
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Tabulka 74 Interval C5-C95 pre MSI
Skore C5 C95
MSI 1717 % 23,32 %

Uskutocénilo sa hodnotenie vplyvu obsahu tumoru na skére TMB a MSI. V ramci vacésiny vzoriek mal tumor s
obsahom = 30 % zanedbatelny vplyv na skére TMB priblizne nad 10 mutacii na megabazu. S rastlicim obsahom
tumoru ostali skére TMB relativne nezmenené. V pripade vzoriek MSI-High vykazoval obsah tumoru pozitivhu
linearnu koreldciu so skére MSI. Vzorky MSI-High ostali vzorkami s priemernou hodnotou MSI-High v pripade
obsahu tumoru = 30 %. Vzorky endometrie sa spravali vyrazne odliSne nez iné druhy tkaniva a vyzadovali vyssi
podiel tumoru na to, aby boli stanovené ako MSI-High.

Spravnost pre profilovanie tumoru

Detekcia variantov analyzou TSO Comprehensive (EU) bola porovnana s vysledkami referenénych metéd. Malé
varianty DNA a TMB boli porovnané s externou validovanou metéddou NGS sekvenovania celého exdmu.
Amplifikacie génov boli porovnané s metdédou NGS rovnakého celého exému alebo boli validované pomocou
metddy dudlinej hybridizacie in-situ (DISH) v pripade amplifikacii HER2. MSI bola hodnotena pomocou
validovaného testu MSI-PCR. Varianty zostrihu RNA boli porovnané s validovanou kvantitativhou metédou PCR
(gPCR). Fuzie ROS1 a ALK boli porovnané s validovanymi analyzami FISH. V8etky ostatné fuzie boli porovnané
s kompozitnou metddou skladajlicou sa z validovanej analyzy celého exdmu NGS (RNGS1), cieleného

panela NGS (RNGS2) a kvapdckovej digitalnej PCR (ddPCR).

Detekcia malych variantov DNA

Detekcia malych variantov DNA podla analyzy TSO Comprehensive (EU) bola porovnana s vysledkami
sekvenovania celého exdmu (WES), ktoré vyuziva metédu WES spolu so vzorkami tumorov priradenymi k
vzorkam normalneho tkaniva toho istého jedinca na stanovenie malych zdrodoénych a somatickych variantov.
Porovnanie medzi malymi variantmi, pozostavajucimi z variantov jedného nukleotidu (SNV), inzercii a delécii,
bolo zaloZzené na 124 vzorkach zo 14 réznych typov tkaniv, ktoré boli platné pre analyzu TSO Comprehensive
(EU) aj WES. Analyza TSO Comprehensive (EU), ale nie analyza WES dokaze detegovat multinukleotidové
varianty (MNV, 2 - 3 bp), ¢o si vyZzaduje fdzovanie. TSO Comprehensive (EU) MNV boli hodnotené ako
jednotlivé SNV v porovnani s analyzou WES. Suhrnné informacie o konkordancii na Urovni variantu vratane
percenta pozitivnej zhody (PPA) a percenta negativnej zhody (NPA) pre vSetky stanovenia variantov uvadza
Tabulka 75.
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Tabulka 75 Suhrnné informacie o konkordancii pre stanovenie malych variantov hodnotenych podla
stavu zarodo¢nych alebo somatickych buniek

Sekvenovanie WES

somatickych buniek - WES Germline Called WES - nestanovené
stanovené
Stanovené analyzou 382 33163 426
TSO
Comprehensive
(EU)
Nestanovené 69 61 70 000 481
analyzou TSO
Comprehensive
(EU)
Celkom 451 33224 70 000 907
Percentudlna zhoda PPA: PPA: NPA:
85 % (382/451), >99 % (33163/33224) >99%
95 % interval CI: [81 %, 95 % interval CI: [99,8 %, (70 000 481/70 000 907)
87 %] 99,9 %] 95 % interval Cl:

[99,999 %, 99,999 %]

Analyzou TSO Comprehensive (EU) bolo celkom stanovenych 426 variantov, ktoré neboli metédou WES
detegované. DvestosStyri (48 %) spomedzi tychto variantov vykazovalo frekvencie variantnej alely pod
prahovou hodnotou stanovenia metédou WES. Spomedzi zostavajucich potencidlnych faloSne pozitivnych
variantov existoval dékaz o stanoveni variantu metédou WES s nizkou mierou podpory. Okrem toho mnohé
varianty vykazovali velmi nizku Uroven dékazov pri pouziti metddy WES v priradenych vzorkach normalneho
tkaniva. Tento vysledok naznacuje, Ze tieto varianty boli pri analyze WES vynechané z dévodu kontaminacie
normalneho tkaniva bunkami tumoru.
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Detekcia muta¢nej zataze tumoru (TMB)

Konkordancia TMB bola uréend porovnanim skére TMB (somatické mutacie/megabaza) metddy WES a analyzy
TSO Comprehensive (EU) na 124 vzorkach s dostupnymi udajmi z analyzy TSO Comprehensive (EU) aj WES.
Linearna regresna analyza s metédou WES ako prediktorom vykazovala hodnotu y-zachytenia 2,53, strmost
0,89 a Pearsonov koeficient korelacie 0,94 (Obrazok 3).

Obrazok 3 Korelacia skére TMB medzi WES a analyzou TSO Comprehensive (EU)
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Detekcia amplifikacie génov

Detekcia amplifikacii génov pomocou analyzy TSO Comprehensive (EU) bola porovnana s vysledkami rovnakej
analyzy WES s vyuzitim bud' vzoriek tumorov priradenych k vzorkam normalneho tkaniva toho istého jedinca,
alebo vzoriek odobratych iba tumoru. Celkom iSlo 0 420 vzoriek, spomedzi ktorych sa pri 183 pouzila metdda
ortogonalneho odberu z tumoru a normalneho (zdravého) tkaniva a 237 pouzilo metddu, pri ktorych sa vzorky
odobraliiba z tumoru. Zo 420 vzoriek bolo na $tudiu vybranych 50 vzoriek, pretoZe boli pozitivhe na
amplifikdciu pomocou testu TSO Comprehensive (EU) alebo pomocou predchadzajiceho testu. Vykonnost
tychto charakterizovanych vzoriek sa upravila pomocou priemernej prevalencie fuzie. Kombinovany vykon
naprie€ charakterizovanymi a necharakterizovanymi vzorkami pouzival vazeny priemer pre inverznu varianciu.
Vzorky boli zo 14 typov tkaniv a obsahovali amplifikacie z 55 génov. Analyza TSO Comprehensive (EU) vykazuje
amplifikacie génov z génov MET a ERBB2. Spravnost vSak bola hodnotenad pre vsetkych 55 génov. Suhrn
stanoveni amplifikacie génov uvadza Tabulka 76.
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Tabulka 76 Suhrn konkordancie pre génovu amplifikaciu
PPA (95 % IS*) NPA (95 % 1S*)
88,80 % (84,61, 92,43) 99,02 % (98,93, 99,12)

* Interval spolahlivosti vypocitany pomocou opakovaného ndhodného vyberu.

Amplifikacie ERBB2 (HER2) pritomné v tkanivach zalludka a prsnika boli analyzované osobitne od inych
amplifikacii génov pouzitim metddy dualnej hybridizacie in-situ (DISH). Celkom bolo testovanych 116 vzoriek
prsného a zalidoéného tkaniva, spomedzi ktorych bolo 64 predtym charakterizovanych ako pozitivhych na
HER2 podla metdédy IHC alebo FISH. Extrakcia jednej vzorky zlyhala, 4 vzorky vykazovali nelspesnu platnost na
analyzu TSO Comprehensive (EU) a 3 vzorky vykazovali nelspesnu platnost na analyzu DISH. Spomedzi

108 vzoriek ziskalo 20 (18,5 %) hrani¢né skére (od 1,5 do 2,5) v blizkosti hrani¢nej hodnoty DISH 2,0. Vysledky
konkordancie vratane PPA, NPA pre vSetky vzorky, ako aj s vylu¢enim hrani¢nych pripadov HER2 DISH, uvadza
Tabulka 77.

Tabulka 77 Suhrnné informacie o konkordancii medzi analyzou TSO Comprehensive a HER2 DISH
vratane amplifikacie génu HER2

Amplifikacia génu HER2 e HER2 DISH bez
. ) i L. HER2 DISH s amplifikaciou .

Vsetky (tkanivo prsnika a zaludka) amplifikacie

Pozitivne podla analyzy TSO 17 (vratane 1 hrani¢ného 13 (vratane 1 hrani¢ného

Comprehensive (EU) pripadu) pripadu)

Negativne podla analyzy TSO 10 (vratane 6 hrani¢nych 68 (vratane 12 hrani¢nych

Comprehensive (EU) pripadov) pripadov)

Percentualna zhoda vratane hrani¢nych PPA: 63 % (17/27) NPA: 84 % (68/81)

pripadov 95 % interval Cl: [44 %, 95 % interval Cl: [74 %, 90
78 %] %]

Percentualna zhoda s vylu¢enim PPA: 80 % (16/20) NPA: 82 % (56/68)

hrani¢nych pripadov 95 % interval Cl: [58 %, 92 95 % interval Cl: [72 %, 90
%] %]

Detekcia mikrosatelitnej nestability

Detekcia mikrosatelitnej nestability podla analyzy TSO Comprehensive (EU) bola porovnana s vysledkami
validovaného testu MSI-PCR, ktory vyuziva na testovanie vzorky tumorov priradené k vzorkdm normalneho
tkaniva toho istého jedinca. Porovnanych bolo celkom 195 vzoriek spifiajucich poziadavku na obsah tumoru

= 30 % (pre stav MS-Stable) a predstavujucich 14 typov tkaniva. Test MSI-PCR hodnoti 5 lokalit a poskytuje 3
vystupy — MSI-Stable (bez nestabilnych lokalit), MSI-Low (jedna nestabilna lokalita) a MSI-High (dve alebo viac
nestabilnych lokalit). TSO Comprehensive (EU) hodnoti az 130 mikrosatelitnych lokalit a klasifikuje vzorky iba
ako MSI-Stable alebo MSI-High (= 20 % nestabilnych lokalit). V pripade MSI-PCR boli vysledky MSI-Low
zoskupené s vysledkami MSI-Stable. Analyzu konkordancie uvadza Tabulka 78.
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Tabulka 78 Suhrn analyzy konkordancie medzi analyzou TSO Comprehensive (EU) a testom MSI-PCR pre
mikrosatelitnu nestabilitu DNA

Stav MSI PCR MSI-High PCR MSI-Low PCR MSI-Stable
TSO Comprehensive (EU) Nestabilné 41 2 0
(MSI-High)
TSO Comprehensive (EU) Stable 3 0 150
(MS-Stable)
Celkom 44 2 150
Percentualna zhoda PPA: 93 % (41/44) NPA: 99 % (150/152)

95 % interval ClI: 95 % interval Cl: [95 %, > 99 %]

[82 %, 98 %]

Detekcia variantov zostrihu RNA

Presnost detekcie variantov zostrihu bola pocitana formou porovnania vysledkov analyzy TSO Comprehensive
(EU) s analyzami gPCR zameranymi na EGFRVIIl a vynechanie MET exdénu 14 vratane jednej zndmej pozitivnej
RNA pre kazdy z variantov zostrihu. Analyza konkordancie bola vykonana s celkovym po¢tom 230 jedineénych
vzoriek FFPE RNA zo 14 typov tkaniv s dostupnymi Udajmi podla analyzy TSO Comprehensive (EU)

a referencnej metddy. VSetky vzorky boli testované na vynechanie MET exdénu 14, pricom EGFRVIII bol
testovany iba v mozgovom tkanive. Tri vzorky boli stanovené ako pozitivne pre vynechanie MET exdnu 14 podla
metddy gPCR, nie vSak podla analyzy TSO Comprehensive (EU), vykazovali priemernd hodnotu Ct > 37 a boli
pod Urovnou limitu LoD analyzy TSO Comprehensive (EU). Tabulka 79 uvadza suhrn vysledkov $tudie
konkordancie.

Tabulka 79 Suhrn analyzy konkordancie medzi analyzou TSO Comprehensive (EU) a analyzou qPCR pre
varianty zostrihnu RNA

Varianty zostrihu RNA Pozitivne podla qPCR Negativne podla qPCR
Pozitivne podla analyzy TSO Comprehensive 3 0
(EU)

(EGFRuvIIN

Negativne podla analyzy TSO Comprehensive 0 13
(EU)

(EGFRuvIII)

Pozitivne podla analyzy TSO Comprehensive 1 0
(EU)

(Vynechanie MET exdénu 14)

Negativne podla analyzy TSO Comprehensive 3 217
(EU)

(Vynechanie MET exdénu 14)
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Varianty zostrihu RNA
Celkom

Percentualna zhoda
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7

PPA:

57 % (4/7)
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Negativne podla qPCR
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NPA:

100 % (230/230)

95 % interval Cl: [98 %,
100 %)
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Detekcia fuzii RNA

Porovnanie s kompozitnou metédou

Fuzie TSO Comprehensive (EU) boli porovnané s kompozitnou metédou pozostavajucou zo sekvenovania
celého exdmu RNA pouzitim panela NGS (RNGS1), panela cielenych fuzii NGS (RNGS2) a kvapockovej digitalnej
PCR (ddPCR, droplet digital PCR).

Metdda RNGS1 sa prekryva so vSetkymi génmi, pre ktoré dokaze analyza TSO Comprehensive (EU) detegovat
fuzie. Detekény limit metéddy RNGS1 vSak predstavoval 4- az 8-ndsobok detekéného limitu TSO Comprehensive
(EU) na zaklade poctu podpornych ¢itani pozorovanych v stanoveniach prekryvajucich sa fuzii. Znamena to, ze
s metédou WES (RNGS1) bola pouzita kompozitnd metdda spolu s dvoma dalsimi metédami s vy$Sou
citlivostou, ale mensim rozsahom pre fuzie.

Pomocou metddy RNGS1 bolo testovanych celkom 255 jedineénych vzoriek RNA predstavujucich 14 typov
tkaniva, ktoré uspesne splinili metriky analyzy TSO Comprehensive (EU). V ramci kontroly kvality metéddy RNGS1
boli dve vzorky neplatné a z dalSej analyzy boli vyli¢ené. Spomedzi 82 fuzii stanovenych analyzou TSO
Comprehensive (EU) boli 4 vyli¢ené z hodnotenia v dosledku zlyhani po¢as kontroly kvality vzorky metédy
RNGS1 a 7 dalsich fuzii nebolo mozné stanovit v ddsledku neexistencie cielov v paneli RNGS1. Zo zvysnych 71
fuzii stanovenych analyzou TSO Comprehensive (EU) metdda RNGS1 potvrdila 9 fuzii. Metdda RNGS1 stanovila
4 fazie, ktoré neboli stanovené analyzou TSO Comprehensive (EU).

Spomedzi 62 fuzii, ktoré boli podla analyzy TSO Comprehensive (EU) pozitivne a neboli detegované metddou
RNGS1, bolo 13 prekryvajucich sa a potvrdenych metédou RNGS2. Metéda RNGS2 stanovila jednu fuziu, ktora
nebola stanovenad analyzou TSO Comprehensive (EU).

Kvapo6ckova digitalna PCR bola nasledne pouzita pre fuzie stanovené analyzou TSO Comprehensive (EU),
nestanovené alebo bez moznostiich stanovenia metédou RNGS1 a nehodnotitelné metédou RNGS2 (49).
Okrem toho bola ddPCR pouzita na opakované hodnotenie 2 zo 4 faloSne negativnych fuzii podla analyzy TSO
Comprehensive (EU) a metdédy RNGS1, a 2 z 9 konkordantnych fuzii podla analyzy TSO Comprehensive (EU) a
metddy RNGS1. Na zaistenie $pecificity bolo zahrnutych pat vzoriek negativnych z hladiska stanovenia fuzii do
testovania kazdej pozitivnej vzorky fuzie. Osemndst fuzii nebolo testovanych pomocou metédy ddPCR

v dosledku nemoznosti vytvorit nadvrh primérov/sond, viacndsobnych génovych partnerov fuzie alebo
nedostatku zvySného materialu FFPE. V pripade ddPCR boli priméry a sondy navrhnuté vzhladom na
pozorované body zlomu v analyze TSO Comprehensive (EU).

Celkom bolo detegovanych 52 fuzii pomocou metédy ddPCR, z ktorych 41 bolo stanovenych analyzou TSO
Comprehensive (EU), ale nebolo stanovenych alebo nebolo stanovitelnych metédou RNGS1. Devét fuzii bolo
stanovenych metédou ddPCR, ktoré vSak boli negativne podla analyzy TSO Comprehensive (EU) alebo RNGS1.
Dve fuzie pozitivne podla ddPCR potvrdili 2 konkordantné fuzie podla analyzy TSO Comprehensive (EU)

a metédy RNGS1. Ziadna fuzia nebola detegovana metédou ddPCR v pripade 2 opakovane hodnotenych
faloSne negativnych vzoriek podla TSO Comprehensive (EU) s metddou RNGS1; na zaklade porovnania s RNGS1
vSak tieto vzorky boli zapocitané ako faloSne negativne.
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Z 255 vzoriek bolo 35 vzoriek vybranych pre $tudiu, pretoze boli pozitivne na fuziu pomocou testu TSO
Comprehensive (EU) alebo pomocou predchadzajlceho testu. Vykonnost tychto charakterizovanych vzoriek sa
upravila pomocou priemernej prevalencie fuzie. Kombinovany vykon naprie¢ charakterizovanymi a
necharakterizovanymi vzorkami pouzival vazeny priemer pre inverznu varianciu. Metddy ziskania kompozitnych
konkordantnych vysledkov pre fuzie uvadza Tabulka 80.

66 fuzii (54 jedine¢nych fuzii) konkordantnych s kompozitnou metddou predstavovalo 43 génov na paneli TSO
Comprehensive (EU). Fuzie su vSak spdsobilé na vykazovanie iba spomedzi 23 génov indikovanych v
Tabulka 80.
Tabulka 80 Suhrn konkordancie pre fuzie RNA
PPA (95 % IS*) NPA (95 % 1S*)
80,38 % (64,20, 92,32) 99,96 % (99,94, 99,98)

* Interval spolahlivosti vypocitany pomocou opakovaného ndhodného vyberu.
Porovnanie s metodou FISH pre fuzie ROS1 a ALK

Dvadsatpét vzoriek NSCLC bolo testovanych metddou FISH z hladiska flzii ROS1 a ALK, a 5 dal$ich vzoriek
NSCLC bolo testovanych z hl'adiska fuzii ROS1. Osem vzoriek v désledku nedostato¢ného tkaniva v rdémci
metody FISH pre fuziu ROS1 zlyhalo. Dve fuzie ROS1 a jedna fuzia ALK boli detegované analyzou TSO
Comprehensive (EU) aj metddou FISH. Neboli pozorované Ziadne nekonkordantné vysledky. Tabulka 81
obsahuje suhrn vysledkov konkordancie analyzy TSO Comprehensive (EU) a metddy FISH pre fuzie ROS1 a ALK.

Tabulka 81 Suhrn vysledkov konkordancie analyzy TSO Comprehensive (EU) a metddy FISH pre fluzie
ROS1a ALK

Pozitivne podl'a metody Negativne podl'a metédy

ALK + ROS1
+ROS FISH FISH

Pozitivne podla analyzy TSO Comprehensive 3 0

(EU)

Negativne podla analyzy TSO 0 44

Comprehensive (EU)

Celkom 3 44

Percentudlna zhoda PPA: 100 % (3/3) NPA: 100 % (44/44)
95 % interval Cl: [44 %, 95 % interval Cl: [92 %,
100 %] 100 %]

Platnost vzoriek

Platnost vzoriek (prvy pokus) bola odmerana pre 181 jedineénych vzoriek RNA a 272 jedineénych vzoriek DNA
z blokov FFPE vo veku = 5 rokov. Tieto vzorky boli vybraté na zaklade typu tkaniva a dostupného materialu;
platnost analyzy bola nezndma. Metriky kontroly kvality kniznice musia spinit podmienky pre typ variantu, aby
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boli povazované za platné. Platnost vzoriek bola hodnotena osobitne pre kazdy z typov variantov (malé varianty
DNA/TMB, MSI, amplifikacie génov, fuzie/varianty zostrihu) a st uvedené v Tabulka 82. Predpoklada sa dalSie
znizenie platnosti MSl 0 1 % pre bloky FFPE = 2 roky z dévodu prepravy reagencii.
Tabulka 82 Platnost vzoriek

Typ variantu Platnost vzoriek

Flzie/varianty zostrihu (RNA) 76 %

Malé varianty DNA/TMB 75 %
MSI 72 %
Amplifikacia génov 94 %

Suhrn analytickej validacie predpokladov profilovania
tumoru

Na zdklade Udajov o detekénom limite, presnosti, reprodukovatelnosti a presnosti bola analyza TSO
Comprehensive (EU) analyticky validovana z hladiska nasledujlcich faktorov:

* Malé varianty DNA - SNV, MNV, inzercie a delécie.

e TMB

e MSI

* Amplifikacie génov MET a ERBB2 (HER2) (pozrite si Tabulka 2).

* 23 génov, pre ktoré je mozné detegovat fuzie (pozrite si Tabulka 2).

* Varianty zostrihu EGFR a MET (pozrite si Tabulka 2).

Klinicka uc¢innost NTRK

Na validaciu analyzy TSO Comprehensive (EU) ako pomocného diagnostického nastroja (CDx) pre vyber
pacientov na lieCbu produktom VITRAKVI (larotrectinib) boli testované vzorky od pacientov zaregistrovanych
do klinickych skusani larotrectinibu (NCT02122913, NAVIGATE NCT02576431, SCOUT NCT02637687; spolu
ako vzorky klinického skugania larotrectinibu) s hrani¢nym terminom ziskavania tdajov 15. JULA 2019, doplnené
komeréne ziskanymi tkanivovymi vzorkami FFPE, s cielom podporit §tudiu presnosti analyzy TSO
Comprehensive (EU) a doplnkovu klinicku studiu.

NCT02122913 bola multicentricka otvorena studia fazy 1 s eskalaciou davky u dospelych pacientov

s pokrocilymi solidnymi tumormi (vSetci) nevybratymi pre rakovinu s pozitivnym nalezom fuzie NTRK. Po
dokonceni ¢asti Studie s eskalaciou davky bolo iniciované rozsirenie davky u pacientov so zdokumentovanou
rakovinou, u ktorych sa zistila fuzia NTRK, a u pacientov, u ktorych bol skusajuci presvedceny, ze by mohli mat
prinos z pouzitia vysoko selektivneho inhibitora TRK. NAVIGATE NCT02576431 je pokracujuca multicentricka
otvorena Studia fazy 2 typu ,basket” u pacientov vo veku 12 rokov a viac s pretrvavajucimi pokro&ilymi
solidnymi tumormi a zdokumentovanou flziou NTRK hodnotenou externym laboratériom. SCOUT
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NCT02637687 je pokracujuca multicentrickd otvorena studia fazy 1/2 u detskych pacientov po¢nuc vekom
narodenia po dosiahnutie 21 rokov s pokrogilymi solidnymi tumormi alebo tumormi centralnej nervovej sustavy
(CNS).

Spomedzi pacientov pozitivnych na fuziu NTRK zahrnutych do $tudie analyzy TSO Comprehensive (EU)
vytvorilo 164 rozsirenu skupinu primarnej u¢innosti larotrectinibu (ePAS4).

Studia presnosti detekcie fuzii NTRK1, NTRK2, NTRK3

Presnost detekcie analyzy TSO Comprehensive (EU) pri detegovani fizii NTRK (NTRK1, NTRK2 alebo NTRK3)
u pacientov so solidnymi tumormi bola preukdzana hodnotenim vysledkov konkordancie fuzie NTRK medzi
analyzou TSO Comprehensive (EU) a validovanou ortogonalnou metdédou na zéklade sekvenovania novej
generdcie (NGS).

Uskutocnila sa retrospektivna neintervenéna studia. Vzorky z klinického skusania larotrectinibu a dalSie vzorky
boli testované analyzou TSO Comprehensive (EU) na jednom externom pracovisku a ortogonalnou metédou

v centralnom laboratériu. Presnost stanoveni fuzie NTRK analyzy TSO Comprehensive (EU) bola odhadnutd
vzhladom na ortogonalnu metddu; boli pocitané percento pozitivnej zhody (PPA), percento negativnej zhody
(NPA) a sUvisiace obojstranné intervaly spolahlivosti (95 % Cl).

Testovanych bolo 516 vzoriek pomocou analyzy TSO Comprehensive (EU) a/alebo ortogonalnej metddy.
Spomedzi tychto vzoriek bolo testovanych 499 vzoriek obidvoma metdédami. Sedemnast spomedzi 516 vzoriek
nebolo testovanych ziadnou z uvedenych analyz v désledku nelspesnej extrakcie, z neznameho dévodu (plati
pre ortogonalnu metddu) alebo z dévodu odchylky od protokolu. Spomedzi 499 vzoriek testovanych obidvoma
metddami bolo 170 (34,1 %) vzoriek vzorkami z klinického skusSania larotrectinibu a 329 (65,9 %) bolo
doplnkovych vzoriek.

KriZovu tabuldciu vysledkov pre 499 vzoriek uvadza Tabulka 83. Spomedzi 499 vzoriek vykazovalo 85 vzoriek
neplatné vysledky analyzy TSO Comprehensive (EU), 53 spomedzi tychto 85 taktiez vykazovalo neplatné
vysledky ortogonainej metddy. Dalich sedem vzoriek vykazovalo neplatné vysledky ortogonélnej metédy. To
znamena, ze 407 zo 499 vzoriek vykazovalo platné vysledky podla obidvoch metdd.

Tabulka 83 Studia presnosti NTRK: Vysledky podla analyzy TSO Comprehensive (EU) a pod!a
ortogonadlnej metddy pri detekcii fuzii NTRK

Vysledok ortogonalnej metody

Vysledok analyzy TSO Fuzia NTRK - Fuzia NTRK - i
] ., , Neplatné Celkom
Comprehensive (EU) pozitivhe negativhe
Fuzia NTRK - pozitivne 114 16 1 131
Fuzia NTRK — negativne 4 273 6 283
Neplatné* 4 28 53 85
Celkom 122 317 60 499

* TSO Comprehensive (EU) Neplatné vysledky analyzy pochadzajlice zo vzorky a Urovne chodu.
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Analyzy zhody s vylu¢enim a zahrnutim neplatnych vysledkov analyzy TSO Comprehensive (EU) uvadza
Tabulka 84. Po vyluceni neplatnych vysledkov analyzy TSO Comprehensive (EU) dosiahla hodnota PPA 96,6 %
(114/118; 95 % CI: 91,5 % — 99,1 %) a NPA dosiahla 94,5 % (273/289; 95 % CI: 91,2 % — 96,8 %).

Tabulka 84 Studia presnosti NTRK: Hodnoty PPA a NPA analyzy TSO Comprehensive (EU) porovnané
s vysledkami ortogonalnej metddy pri detekcii fuzii NTRK

Okrem neplatnych vysledkov analyzy Vratane neplatnych vysledkov
TSO Comprehensive (EU) analyzy TSO Comprehensive (EU)
Miera zhody Zhoda, % (n/N) 95 % interval CI*  Zhoda, % (n/N) 95 % interval CI"
PPA 96,6 (114/118) 91,5, 99,1 93,4 (114/122) 87,5,971
NPA 94,5 (273/289) 91,2, 96,8 86,1(273/317) 81,8, 89,7

* 95 % interval Cl podla (presnej) Clopper-Pearsonovej metddy.

Doplnkova klinicka studia na detekciu fuzii NTRK1, NTRK2, NTRK3

Klinicka platnost analyzy TSO Comprehensive (EU) pri detekcii fuzii NTRK1, NTRK2 alebo NTRK3 u pacientov so
solidnymi tumormi, ktori m6zu mat prinos z lieCby larotrectinibom, bola preukazana v rdmci doplnkovej klinickej
tudie. Studia sa uskutognila s cielom zhodnotit klinickd G&innost analyzy TSO Comprehensive (EU) pri
identifikacii pacientov s fuziou NTRK1, NTRK2 alebo NTRK3 vhodnych na lie€bu larotrectinibom, a na
hodnotenie konkordancie medzi analyzou TSO Comprehensive (EU) a lokalnymi testovacimi metédami (LT)
(pouzivanymi na uréovanie stavu fuzie NTRK pocas klinickych skusani larotrectinibu).

Metody LT zahfiali NGS, fluorescencénu hybridizéaciu in situ (FISH), polymerazovu retazovu reakciu (PCR)

a analyzy NanoString. Fuzie NTRK (ETV6 NTRK3) boli odvodené od pacientov s infantilnym fibrosarkémom,
ktori vykazovali zdokumentovanu translokaciu ETV6 identifikovanu metddou FISH. Vaésina spomedzi

235 pacientov v klinickom skusani larotrectinibu so zndmym stavom fuzie NTRK bola testovand metédami NGS.

K hrani¢nému terminu ziskavania udajov 15. jula 2019 bolo zaregistrovanych 279 pacientov. Spomedzi

279 pacientov bolo 208 pozitivhych na fuziu NTRK. Spomedzi 208 pozitivhych pacientov 164 vytvorilo skupinu
ePAS4 pre larotrectinib.

Primarnym vystupom analyzy ucinnosti larotrectinibu bola celkova miera liecebnej odpovede (overall response
rate, ORR) podla hodnotenia nezdvislej kontrolnej komisie (IRC) v ramci zdruzeného stboru Udajov

z troch klinickych studii. Miera ORR bola hodnotena podla pomeru pacientov s najlepSou celkovou mierou
liecebnej odpovede potvrdenej Uplnej alebo Ciastoénej lie¢ebnej odpovede podla kritérii RECIST, verzia 1.1.
Miera ORR pre larotrectinib v kohorte ePAS4 bola 72,6 % (95 % CI [65,1 %, 79,2 %]) a zahfhala pacientov so

16 odliSnymi typmi tumoru.

Pocitanie vzoriek

Subor vzoriek zahrfnal zastupenie Sirokej Skaly typov tumorov a vzoriek od detskych a dospelych pacientov.
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K 15. julu 2019 bolo do Studie larotrectinibu zaregistrovanych 279 pacientov. Spomedzi nich vykazovalo

235 pacientov znamy status fuzie NTRK stanoveny metédou LT: 208 bolo pozitivnhych a 27 negativnych.

V pripade 44 pacientov bol stav fuzie NTRK neznamy, kedZe sa nevyzadovalo testovanie pacientov na splnenie
podmienok vo fazach eskalacie davky v studiach NCT02122913 a SCOUT NCT02637687. V pripade doplnkovej
klinickej Studie analyzy TSO Comprehensive (EU) boli vzorky od pacientov zu¢asthujucich sa na klinickom
skusani larotrectinibu, ktori boli zaregistrovani k 15. julu 2019 so znamym stavom fuzie NTRK (208 pozitivhych
a 27 negativnych pacientov) a doplnkové vzorky, ktoré boli pomocou reprezentativnych metéd LT
kategorizované ako negativne na fuzie NTRK, uréené ako spdsobilé pre tuto studiu.

Spomedzi 208 pozitivnych vzoriek z klinického skds$ania larotrectinibu bolo 154 vzoriek dostupnych na
testovanie pomocou analyzy TSO Comprehensive (EU). Spomedzi nich vykazovalo 138 platné vysledky. Patnast
vzoriek bolo negativnych v dosledku zlyhania metriky kvality sekvenovania vzoriek a 1 vzorka nebola testovana
v désledku odchylky od protokolu. Spomedzi 27 negativnych vzoriek z klinického skusania larotrectinibu bolo
24 vzoriek dostupnych na testovanie. Spomedzi nich vykazovalo 22 platné vysledky analyzy TSO
Comprehensive (EU). Dve vzorky boli neplatné v désledku zlyhania metriky kvality sekvenovania vzorky.

Pomocou jednej z dvoch reprezentativhych metdd LT bol vykonany skrining doplnkovych vzoriek. Dohromady
bolo spracovanych viac nez 350 vzoriek, ktoré boli analyzované z hladiska obsahu tumoru. Spomedzi
doplnkovych vzoriek, ktoré spifiali poziadavky na vzorky, bolo 266 vzoriek Uspe$ne extrahovanych

a reprezentativnou metddou LT potvrdenych ako negativnych, pokial ide o fuziu NTRK. Spomedzi tychto
vzoriek bolo 260 dostupnych na analytické testovanie TSO Comprehensive (EU), vysledkom ktorého bolo

222 platnych vysledkov. 38 vzoriek bolo neplatnych v désledku zlyhania metriky sekvenovania vzoriek (n = 25)
alebo zlyhania chodu sekvenovania (n = 13). Cely subor negativnych vzoriek vzhladom na fuziu NTRK sa skladal
z 222 doplnkovych vzoriek a 22 vzoriek z klinického skusania larotrectinibu.

Vysledky konkordancie

Celkovo bolo analyzou TSO Comprehensive (EU) testovanych 437 vzoriek. Spomedzi 208 pacientov
pozitivnych na fuziu NTRK bolo 153, ktori mali k dispozicii vzorky a boli testovani analyzou TSO Comprehensive
(EU), ¢o viedlo k 138 platnym vysledkom a 15 neplatnym vysledkom.

Zhoda vysledkov analyzy TSO Comprehensive (EU) a vysledkov metdd LT s neplatnymi vysledkami TSO
Comprehensive (EU) a bez nich je uvedend v Tabulka 85.

Tabulka 85 Doplnkova klinicka Studia NTRK: Konkordancia medzi analyzou TSO Comprehensive (EU)
a metodami LT pri detekcii fuzii NTRK

Okrem neplatnych vysledkov analyzy Vratane neplatnych vysledkov
TSO Comprehensive (EU) analyzy TSO Comprehensive (EU)
Miera zhody Zhoda, % (n/N) 95 % interval CI* Zhoda, % (n/N) 95 % interval CI*
PPA 89,1 (123/138) 82,7,93,8 80,4 (123/153) 73,2,86,4
NPA 96,3 (235/244) 93,1,98,3 82,7 (235/284) 77,8,87,0
OPA 93,7 (358/382) 90,8,95,9 81,9 (358/437) 78,0, 85,4

* Obojstranné 95 % intervaly spolahlivosti boli pocitané pomocou (presnej) Clopper-Pearsonovej metddy.
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Analyza citlivosti tykajuca sa chybajucich vysledkov analyzy TSO Comprehensive (EU) preukazala robustnost
analyzy zhody. Chybaijuce vysledky analyzy TSO Comprehensive (EU) pre pacientov pozitivnych na fuziu LT
NTRK (n = 70) boli priradené pomocou modelu logistickej regresie. Odhady zhody vratane priradenych hodnét
uvadza Tabulka 86.

Tabulka 86 Doplnkova klinicka $tudia NTRK: Konkordancia medzi analyzou TSO
Comprehensive (EU) a metddami LT pri detekcii fuzii NTRK vratane priradenych hodnot
pre pacientov pozitivhych podla metddy LT s chybajucimi vysledkami analyzy TSO
Comprehensive (EU)

Miera zhody % zhody 95 % interval CI*
PPA 85,2 (78,6, 91,7)
NPA 96,3 (93,9, 98,7)
OPA 91,2 (87,9, 94,5)

Chybaijlce vysledky analyzy TSO Comprehensive (EU) pre pacientov s nezistenou fluziou podla metddy LT neboli
priradené.

* Obojstranné intervaly spolahlivosti 95 % boli pocitané podla metddy viacnasobného priradenia Boot. Metdda
viacnasobného priradenia Boot je krok typu bootstrap vnoreny do metédy Multiple Imputation (Schomaker a Heumann
2018).

Zhody medzi analyzou TSO Comprehensive (EU) a metddami LT podla typu metddy (napriklad RNA ngS, FISH)
uvadza Tabulka 87.

Tabulka 87 Doplnkova klinicka studia NTRK: Konkordancia medzi analyzou TSO Comprehensive (EU)
a metddami LT pri detekcii fuzii NTRK podla typu metédy LT

I#P metody Miera zhody Zhoda, % (n/N) 95 % interval CI'
DNA NGS PPA 84,2 (32/38) (68,7,94,0)
NPA 88,9 (16/18) (65,3, 98,6)
OPA 85,7 (48/56) (73,8, 93,6)
RNA NGS? PPA 91,5 (75/82) (83,2,96,5)
NPA 96,9 (218/225) (93,7,98,7)
OPA 95,4 (293/307) (92,5, 97,5)
FISH PPA 80,0 (8/10) (44,4,97,5)
NPA Nepocitané (1/1) Nepocitané
OPA 81,8 (9/11) (48,2,97,7)
PCR PPA 100,0 (8/8) (63,1,100,0)
NPA Nepocitané (0/0) Nepocitané
OPA 100,0 (8/8) (63,1,100,0)

Nepocitané: pre podskupiny s poctom vzoriek < 5 neboli Statistické Gdaje o zhode poditané.
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T Obojstranné 95 % intervaly Cl boli pocitané pomocou (presnej) Clopper-Pearsonovej metody.

2 Zahffia metddy NGS, ktoré vyuzivaju iba RNA a DNA aj RNA.
Spomedzi 437 testovanych vzoriek pomocou analyzy TSO Comprehensive (EU) vykazovalo 24 z nich
nesuhlasné vysledky s metédami LT: 15 bolo pozitivhych podla metdd LT a negativnych podla analyzy TSO
Comprehensive (EU), a 9 bolo negativnych podla metéd LT a pozitivnych podla analyzy TSO Comprehensive
(EU). Spomedzi 24 vzoriek s nesuhlasnymi vysledkami bolo 8 testovanych pomocou metédy DNA NGS LT,
14 pomocou metédy RNANGS LT a 2 pomocou metddy FISH.

Schvélena nezavisld metdda NGS potvrdila vysledky analyzy TSO Comprehensive (EU) u 14 z 24 vzoriek
s nesuUhlasnymi vysledkami. Pokial ide o zvysSnych 10 vzoriek, vysledky analyzy TSO Comprehensive (EU) boli
nesuhlasné s metddou LT aj s nezdvislou metédou NGS.

Vysledky klinickej u€¢innosti

V ramci kohorty ePAS4 bola uc¢innost larotrectinibu v pozitivnej populdcii podla analyzy TSO Comprehensive
(EU) a podla LT (97 pacientov, ORR = 78,4 %, 95 % interval Cl [68,8 %, 86,1 %]) podobna ako Uc¢innost
larotrectinibu v celkovej populacii ePAS4 (164 pacientov, ORR = 72,6 %, 95 % interval Cl [65,1 %, 79,2 %])
(Tabulka 88). Spomedzi 97 pozitivhych pacientov podla analyzy TSO Comprehensive (EU) v kohorte ePAS4
dosiahlo 28 (28,9 %) pacientov UpInu lie¢ebnu odpoved/uplnu odpoved na chirurgicku lieCbu a 48 (49,5 %)
pacientov dosiahlo ¢iasto¢nu lie¢ebnu odpoved.

Spomedzi 13 negativnych pacientov podla analyzy TSO Comprehensive (EU) a pozitivnych podla metédy LT
vykazoval 1 pacient (7,7 %) UpInu lie¢ebnu odpoved' a 2 pacienti (15,4 %) vykazovali ¢iastoénu lie¢ebnu
odpoved na larotrectinib.

Tabulka 88 Doplnkova klinicka Studia NTRK: ORR pacientov pozitivnych podla metédy LT a analyzy TSO
Comprehensive (EU) - vysledky v kohorte ePAS4

TSO Comprehensive TSO Comprehensive

Pozitivni na fuziu (EV) (EV)
podla metédy LT Pozitivni a pozitivni  Negativni a pozitivni
N=164 podla metédy LT podla metédy LT
N=97 N=13
Najlepsia Uplné liecebna 31(18,9) 22 (22,7) 1(7,7)
celkova odpoved
Iieéebné' Upln& odpoved na 8(4,9) 6(6,2) 0
odpoved, chirurgickd lie¢bu
n (%) -
’ Ciasto&nd liedebna 80 (48,8) 48 (49,5) 2 (15,4)
odpoved
Stabilné ochorenie 25 (15,2) 13 (13,4) 4 (30,8)
Progresivne ochorenie 13 (7,9) 6 (6,2) 5(38,5)
Nemozné zhodnotit 7 (4,3) 2(2,1) 1(7,7)
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TSO Comprehensive TSO Comprehensive

Pozitivni na fuziu (EV) (EV)
podla metédy LT Pozitivni a pozitivni  Negativni a pozitivni
N=164 podla metédy LT podla metédy LT
N=97 N=13

Celkova Pocet pacientov, n 164 97 13

miera Polet pacientovs CR+ 119 76 3

odpovede (o, pR n

ORR % (95 % CI*) 72,6 (65,1,72,9) 78,4 (68,8, 86,1) 23,1(5,0,53,8)

Skratky: CR = UplIna lieCebnd odpoved, PR = Ciastocna lieCebna odpoved, sCR = Uplna odpoved na chirurgicku lie¢bu.
* Obojstranny 95 % interval spolahlivosti bol pocitany pomocou (presnej) Clopper-Pearsonovej metddy.
Pre 54 pacientov chybali vysledky analyzy TSO Comprehensive (EU).

Udaje z tejto $tudie potvrdzuju bezpeénost a U&innost analyzy TSO Comprehensive (EU) pri identifikacii
pacientov so solidnymi tumormi s fuziami NTRK, ktori m&zu spifiat podmienky na lie€bu larotrectinibom.
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(4

Historia revizii

Revizia Datum Opis zmeny
Dokument ¢. M3j Odstraneny odkaz na verzie softvéru a Cisla dielov.
200007789 v08 2025 Aktualizované obmedzenia postupu:

» Informacie o nekrotickom tkanive.

» Informacie o obsahu tumoru MSI.

Aktualizované:

o Poznamka pod &iarou pre NTC plati pre min. aj max. kniznice.

« V ¢asti Vybavenie a materidly sa uvadzaju Specifikacie
centrifugy pre dosti¢ky a prirastky pre pipety.

» Vypocet prebytku SPB od 1,05x do 1,15x.

* Zmena terminoldgie z ,Delécia MET exdnu 14“ na
Vynechanie MET exdénu 14"

Pridané:

o Poznamka pre SMB v ¢asti Prvé zachytenie cielov a Druhé
zachytenie cielov.

o Priprava na zavedenie sekvenovania.

« Dalsie informacie o ultrazvukovom pristroji.

Pridané objasnenia a aktualizované vysledky pre ¢ast

Vykonnostné charakteristiky:

« Interferujuce latky.

« Presnost pre profilovanie tumoru a platnost vzoriek.

o Limit detekénej Studie 1a 2.

« Studia presnosti v ramci laboratéria 1.

« Studia reprodukovatelnosti 2.

» Informacie o stabilite kniznic a Ulozisku kniznic.

o Limit blanku.

Aktualizovany jazyk a gramatika.
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Revizia Datum Opis zmeny
Dokument ¢. Januar o Pridané informacie k obmedzeniam postupu:
200007789 vO7 2024 « Poziadavky na vzorky nekrotického tkaniva a obsahu

tumoru pre mutacie s vysokym podielom MSI a mutacie
somatického stimulaéného faktora.

» Potencialna interferencia hemoglobinom.

o Limity detekcie v géne RET a stanovenie fluzii mimo
anotovanych hranic génu.

» Delécie génov nie su hlasené.

o Aktualizované na pouzitie so softvérom TSO Comprehensive
(EU) Local Run Manager verzie 2.3.7.

o Pridané informacie k poZzadovanému, ale nedodanému
vybaveniu a materidlom vratane dvoch dalSich konfiguracii
ultrazvukového pristroja.

o Aktualizované informacie o vzorkach:

o Obsah nekrotického tkaniva.

« Uginky proteindzy K a hemoglobinu.

o Uskladnenie tkaniva FFPE upevneného na skli¢ko a
purifikovanej nukleovej kyseliny.

» Pridané informacie na zlepSenie manipulacie s reagenciami,
pracovného postupu a rieSenia problémov pri zlyhani
kontroly kvality chodu.

« Pridany kontext a zretelnost do ¢asti Charakteristiky
ucinnosti:

o Krizova kontaminacia
» Hodnotenie supravy na extrakciu nukleovej kyseliny
« Interferujuce latky
» Stabilita nukleovej kyseliny a tkaniva FFPE upevneného
na skli¢ko
o Kilinicka ucinnost NTRK
o Aktualizovany jazyk a gramatika

Dokument €. Februar « Dalsie informacie v ¢asti Obmedzenia
200007789 v06 2023 « Jazykové aktualizacie (konvencie, gramatika a zretelnost
textu)

» Oprava tabuliek 21, 28, 29, 32, 35, 36, 72

» Informacie o pritomnosti zrazenin v reagencii FSM

o Aktualizované Specifikacie termocykléra a Zliabku
v zozname Vybavenie a materidly

Dokument €. September  Aktualizované tabulky reprodukovatelnosti Studie 2
200007789 v05 2022
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Revizia

Dokument ¢&.
200007789 v04

Dokument ¢&.
200007789 v03

Dokument ¢&.
200007789 v02

Dokument ¢&.
200007789 v01

Dokument
¢.200007789 v0O

Dokument &. 200007789 v08

Datum
Jun
2022

April
2022

Februar
2022

December
2021

November
2021

®

illumina

Opis zmeny

Pridané Cisla poloZiek analytického modulu TSO
Comprehensive v2.3.5

Odstranené Cisla poloziek analytického modulu TSO
Comprehensive v2.3.3

Aktualizovana terminoldgia v ¢asti Limit blanku

Pridané charakteristiky Uc¢innosti stvisiace s fuziami NTRK
Pridané oznacenie IBA NA EXPORT

Aktualizovana ¢ast s U¢elom urcenia — pridanie predpokladu
NTRK1-3 CDx

RozSirené informacie o komponentoch produktu

na zahrnutie ¢isel poloZiek softvérovych komponentov

Opravena chyba odkazu na tabulku

Pridané obmedzenie suvisiace so zarodoénymi a
somatickymi variantmi

Objasnené znenie textu o detekcii amplifikacie génov

Aktualizované obmedzenia postupu
Objasnené Specifikacie magnetického stojana
a termocykléra v zoznamoch vybavenia a materialov

Uvodné vydanie
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Patenty a ochranné znamky

Tento dokument a jeho obsah su vlastnictvom spolo¢nosti lllumina, Inc. a jej pridruzenych spolo¢nosti (dalej len ,lllumina“) a st uréené
vyluéne na zmluvné pouzitie u zakaznika v suvislosti s pouzivanim vyrobku (vyrobkov) opisaného (opisanych) v tomto dokumente a na
Ziadny iny ucel. Tento dokument a jeho obsah sa nesmu pouzivat ani $irit na Ziadny iny Ucel a/alebo inak poskytovat, zverejiovat alebo
reprodukovat akymkolvek spdsobom bez predchadzajliceho pisomného suhlasu spolo¢nosti lllumina. Spolo¢nost lllumina tymto
dokumentom neposkytuje Ziadnu licenciu na zéklade patentu, ochrannej zndmky, autorskych prav alebo prav podla zvykového prava, i
podobnych prav tretich stran.

Pokyny v tomto dokumente musia byt prisne a vyslovne dodrziavané kvalifikovanym a riadne vyskolenym personalom, aby sa zabezpecilo
spravne a bezpecné pouzivanie tu popisaného vyrobku (vyrobkov). Pred pouzitim takéhoto vyrobku (vyrobkov) je nutné precitat si a
pochopit cely obsah tohto dokumentu.

NEPRECITANIE VSETKYCH TU OBSIAHNUTYCH POKYNOV A ICH VYSLOVNE NEDODRZANIE MOZE MAT ZA NASLEDOK POSKODENIE
VYROBKU (VYROBKOV), ZRANENIE OSOBY VRATANE POUZ{VATELOV ALEBO INYCH 0SOB, POSKODENIE DALSIEHO MAJETKU
A ZRUSENIE PLATNOSTI ZARUKY VZTAHUJUCEJ SA NA VYROBOK (VYROBKY).

SPOLOCNOST ILLUMINA NEPREBERA ZIADNU ZODPOVEDNOST VYPLYVAJUCU Z NEBEZPECNEHO POUZITIA TU POPISANEHO VYROBKU
(VYROBKOV) (VRATANE JEHO SUCASTI ALEBO SOFTVERU).

© 2025 lllumina, Inc. VSetky prava vyhradené.

Vsetky ochranné znamky su vlastnictvom spoloc¢nosti lllumina, Inc. alebo prislusnych viastnikov. Informacie o konkrétnych ochrannych
znamkach najdete na stranke www.illumina.com/company/legal.html.

Kontaktné informacie

ul C€

lllumina, Inc.

5200 lllumina Way

San Diego, California 92122 USA IVD
+1800 809 ILMN (4566)

+1858 202 4566 (okrem Severnej Ameriky) umming Netheriands BV

techsupport@illumina.com Steenoven 19
5626 DK Eindhoven

www.illumina.com The Netherands

Oznacenie produktu

Uplné informéacie o symboloch, ktoré sa mozu nachadzat na obale a oznadéeni produktu, najdete vo
vysvetlivkach symbolov pre vasu supravu na stranke support.illumina.com na karte Documentation
(Dokumentacia).
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