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Tajékoztatoflizet

IN VITRO DIAGNOSZTIKAI HASZNALATRA. CSAK EXPORTALASI CELOKRA.

Rendeltetés

A TruSight™ Oncology Comprehensive (EU) egy in vitro diagnosztikai teszt, amely célzott Ujgeneracios
szekvenaldast alkalmaz 517 gén varidnsainak kimutatasara formalinnal fixalt, paraffinba agyazott (FFPE)
tumorszdévetmintakbdl kivont nukleinsavak felhasznalasaval, szolid rosszindulaty daganatokban szenvedé
rakos betegektdl, az lllumina® NextSeq" 550Dx késziilék hasznalataval. A teszt felhasznélhaté egyetlen
nukleotidvariansok, tébb nukleotidvariansok, inszerciok, deléciok és génamplifikaciok kimutatasara DNS-bdl,
valamint génfuzidk és splice-varidnsok kimutatdsara RNS-bél. A teszt tumor mutacids terhelési (TMB)
pontszamot és mikroszatellita-instabilitasi (MSI) statuszt is jelent.

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

1tablazat . Tarsdiagnosztikaiindikacio

Tumor tipusa Biomarkerek Célzott terapia
Szolid tumorok NTRK1, NTRK2 és NTRK3 VITRAKVI® (larotrectinib)
Génfuzidk
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TruSight Oncology Comprehensive (EU) termékismerteté illumina

A vizsgalat 6sszefoglalasa és magyarazata

Klinikai ismertetés

A rak vildgszerte vezetd haldlok, és barmely szévetbdl szarmazhat.! 2 A rak genetikai alapt elemzése fontos
azon betegek azonositasahoz, akiknél a célzott terapiak elénydsen alkalmazhatok, valamint Uj kezelési
moédszerek kifejlesztéséhez. Szamos gén szerepet jatszik a rdk okozasaban vagy progresszidjaban, és sok rak
szamos varianst hordoz, amelyek befolyasoljak ezeket a géneket és azok funkcidit. Ezek a varidnsok
tartalmazhatnak génmutacidkat, példaul egy-nukleotid varidnsokat (SNV), tobb-nukleotid varidnsokat (MNV),
inszercidkat vagy deléciokat, génamplifikacidkat, génfluzidkat és splice-variansokat. A rak génmutacidinak
masik kovetkezménye a rakspecifikus immunvalaszt kivalté neoantigének megjelenése. A rdk mutacios
allapotat a TMB és az MSI tudja abrazolni, amelyek a rak neoantigén megjelenésével 6sszefliggé genomi
alairdsok.

A TruSight Oncology Comprehensive egy kvalitativ Ujgeneracios szekvenalasi (NGS) komprehenziv genomikai
profilozasi (CGP) teszt, amely széles kdrben értékeli a genomikai varidansokat a 2 tablazatban felsorolt, rakhoz
kapcsolodd gének nagy paneljaban. A vizsgalat kis variansokat mutat ki 517 génben, valamint
génamplifikacidkat, fuzidkat és splice-variansokat a 2 tablazat jelzettek szerint. A vizsgalat a TERT kivételével
az 0sszes gén kodolasi szekvenciajanak lefedettségét biztositja, ahol csak a promoéter régiot fedik le, és a TMB
pontszamot és az MSI statuszt értékelik. Ezek a vizsgalati célok magukban foglaljak a szakmai szervezetek és
mas jelentds amerikai iranyelvek altal idézett tartalmakat. A fliggetlen konzorciumok publikacidi és a késéi
stadiumu gydgyszerkutatas is befolyasolta a TSO Comprehensive vizsgalat elrendezését.

A varidnsazonositasbdl kizart régiok listajat 1asd az lllumina tdmogatasi vizsgaldhelyen elérhetd TruSight
Oncology Comprehensive Block List (dokumentumszam: 200009524) kiadvanyt. A tiltdlistat egyes fajlokban
feketelistanak nevezzik.

A(z) 2 tablazat négy varianstipus-kategdriat azonosit: Kis DNS varians (S), génamplifikacid (A), fuzioé (F) és
splice-varians (Sp). A kis DNS-variansok kdzé tartoznak az SNV-k, MNV-k, valamint az inszercidk és deléciok.

2 tablazat TSO Comprehensive (EU) Vizsgalati génpanel

sz. Entrez’ ’ Gén Vz’aria'ns sz, Entrez’ ’ Gén Vz:)riéns sz, Entrez’ ’ Gén Vz:)riéns
azonositd tipusa azonositd tipusa azonositd tipusa
1 25 ABL1 S 176 2261 FGFR3 S, F 351 7849 PAX8 S
2 27 ABL2 S 177 2264 FGFR4 S 352 55193 PBRM1 S
3 84142 ABRAXAS1 S 178 2271 FH S 353 5133 PDCD1 S
4 90 ACVR1 S 179 201163 FLCN S 354 80380 PDCD1LG2 S
5 91 ACVR1B S 180 2313 FLIN 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
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Sz Entrez’ '
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sz, Entrez’ ' Gén V?riéns sz, Entrezl ' Gén Ve’mriéns sz, Entrezl ' Gén Ve’mriéns
azonosité tipusa azonosité tipusa azonosité tipusa
127 2042 EPHA3 S 302 4292 MLH1 S 477 6926 TBX3 S
128 2044 EPHAS S 303 4300 MLLT3 S 478 6929 TCF3 S
129 2045 EPHA7 S 304 4352 MPL S 479 6934 TCF7L2 S
130 2047 EPHB1 S 305 4361 MRE11 S 480 7012 TERC S
131 2064 ERBB2 S, A 306 4436 MSH2 S 481 7015 TERT S
132 2065 ERBB3 S 307 4437 MSH3 S 482 80312 TET1 S
133 2066 ERBB4 S 308 2956 MSH6 S 483 54790 TET2 S
134 2067 ERCC1 S 309 4485 MST1 S 484 7030 TFE3 S
135 2068 ERCC2 S 310 4486 MST1R S 485 7037 TFRC S
136 2071 ERCC3 S 31 2475 MTOR S 486 7046 TGFBR1 S
137 2072 ERCC4 S 312 4595 MUTYH S 487 7048 TGFBR2 S
138 2073 ERCC5 S 313 4602 MYB S 488 55654 TMEM127 S
139 2078 ERG S, F 314 4609 MYC S 489 713 TMPRSS2 S, F
140 54206 ERRFI S 315 4610 MYCL S 490 7128 TNFAIP3 S
141 2099 ESR1 S, F 316 4613 MYCN S 491 8764 TNFRSF14 S
142 2113 ETS 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 ETVS 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 5000 7253 TSHR S
151 2176 FANCC S 326 4780 NFE2L2 S 501 7307 U2AF1 S
152 2177 FANCD2 S 327 4792 NFKBIA S 502 7422 VEGFA S
153 2178 FANCE S 328 7080 NKX2-1 S 503 7428 VHL S
154 2188 FANCF S 329 4824 NKX3-1 S 504 79679 VTCN1 S
155 2189 FANCG S 330 4851 NOTCH1 S 505 8838 WISP3 S
156 55215 FANCI S 331 4853 NOTCH2 S 506 7490 WT1 S
157 55120 FANCL S 332 4854 NOTCH3 S 507 331 XIAP S
158 355 FAS S 333 4855 NOTCH4 S 508 7514 XPO1 S
159 2195 FAT1 S 334 4869 NPM1 S 509 7516 XRCC2 S
160 55294 FBXW?7 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
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Az eljaras midkodési elve

A TSO Comprehensive (EU) vizsgdlat egy manualisan végzett elosztott teszt, amelyet extrahalt nukleinsavval
végeznek bemeneti anyagként. A formalinnal fixalt, paraffinba dgyazott (FFPE) szévetbdl kivont DNS-t és/vagy
RNS-t konyvtdrak készitéséhez hasznaljak fel, amelyeket ezutan dusitanak a rakkal-kapcsolatos génekhez, és
szekvenalnak a(z) NextSeq 550Dx készlilék késziléken.

A TSO Comprehensive (EU) vizsgalat a kdvetkez6 folyamatokat foglalja magaban.

Konyvtar el6készitése és dusitdsa—RNS esetén dsszesen 40 ng-ot konvertalnak két szalas komplementer
DNS-hez (cDNS). Genomikai DNS (gDNS) esetén 40 ng gDNS-t kis fragmentumokra metszenek. A
szekvendldshoz hasznalt univerzalis adaptereket a cDNS és gDNS fragmentumokra ligaljak. Minden
konyvtarba P5 és P7 adapter szekvenciak vannak beépitve, amelyek lehetévé teszik a kdnyvtari
fragmentumok felvételét az dramlasos cella felliletére szekvenalas kozben. Az adapterek i5 és i7 index
szekvenciakat tartalmaznak minden egyes egyéni minta, valamint a gDNS mintakbdl szarmazo kdnyvtarak
esetén az egyedi molekuldris azonositok (UMI) hasznalataval rendelkezé egyedi molekuldk azonositasara. A
kényvtarakat ezutan egy befogason alapuléd mddszerrel dusitjak a specifikus génekre. A vizsgalat altal
célzott génrégidkat lefed6 biotinilalt prébaszekvencidkat hibridizaljak a konyvtarakkal. A prébakat és a
hibridizalt célzott kdnyvtarakat nem célzott kdnyvtarakbdl izoldljak sztreptavidin magneses részecskékkel
torténd rogzitéssel. A célul kit(izott dusitott konyvtarak mosasra és amplifikalasra keriilnek. Az egyes
dusitott kdnyvtarak mennyiségét ezutan gyongyalapu médszerrel normalizaljak, hogy egyenlé
reprezentacidt biztositsanak az 6sszevont kdnyvtarakban a szekvenaldshoz.

Sorba rendezés és elsédleges elemzés—A normalizalt, dusitott kdnyvtarakat 6sszevonjuk és egy
aramlasos celldba csoportositjuk, majd szintetikus (SBS) kémiai szekvenalassal szekvenaljuk a NextSeq
550Dx-n. Az SBS soran az egyszeres, fluoreszcensen jelzett dezoxinukleotid-trifoszfat (dNTP) bazisok
kimutatasa reverzibilis terminator modszerrel torténik, amint azok beéplinek a névekvé DNS-szalakba.
Minden szekvenalasi ciklusban a nukleinsavlanchoz egy dNTP-t adnak hozza. A dNTP cimke a polimerizacio
lezardelemeként szolgal. Minden egyes dNTP beépitése utan a késziilék képet készit a fluoreszcens
festékrél a bazis azonositasahoz, majd a festék lehasitasra kerlil, lehetévé téve a kdvetkez6 nukleotid
beépitését. Négy reverzibilis, terminatorhoz kotétt ANTP (A, G, T és C) van jelen egyetlen, kiilénalld
molekulaként. Ennek eredményeképpen a természetes verseny minimalisra csokkenti a beilleszkedési
torzitast. Az elsédleges elemzés soran az alapazonositasok kézvetleniil az egyes szekvenalasi ciklusok
soran végzett jelintenzitas-mérésekbdl torténnek, ami bazisrdl- -bazisra szekvenalassal térténik. Minden
egyes alapazonositashoz minéségi pontszamot rendelnek hozza.

Masodlagos elemzés—A Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU) elemzési modul a
Local Run Manager szoftver részeként a NextSeq 550Dx készliléken talalhaté a TSO Comprehensive (EU)
futtatas beadllitdsdanak megkonnyitése és a szekvenalasi eredmények masodlagos elemzése érdekében. A
masodlagos elemzés magaban foglalja a futtatas feldolgozasanak és a minéségellenérzésnek az
érvényesitését, majd a demultiplikadlast, a FASTQ fajlgeneralast, az igazitast és a varidnsazonositast. A
demultiplikalas szétvalasztja az 6sszegyjtott konyvtarakbdl szarmazo adatokat a kdnyvtar el6készitési
eljaras sordn hozzaadott egyedi szekvencidju indexek alapjan. A FASTQ koztes fajlok generalddnak,

Dokumentumszam: 200007789 v07 8 /150

IN VITRO DIAGNOSZTIKAI HASZNALATRA. CSAK EXPORTALASI CELOKRA.



TruSight Oncology Comprehensive (EU) termékismerteté illumina

amelyek tartalmazzak az egyes mintak szekvenalasi leolvasasait és a hozzajuk tartozé minéségi
pontszamokat, a sz(rén at nem ment klaszterek kizarasaval. A szekvenalasi leolvasasokat a rendszer
O0sszehasonlitja a referencia genommal, hogy azonositsa a szekvencidk k6zo6tti kapcsolatot, és pontszamot
ad a terliletek hasonldsaga alapjan. Az illesztett leolvasasokat BAM formatumu fajlba irja. A vizsgalati
szoftver kllon algoritmusokat hasznal a DNS- és/vagy RNS-mintakbdl 1étrehozott kdnyvtarakhoz a kis
DNS-variansok, a génamplifikaciok, a TMB és az MSI DNS-mintakhoz, valamint a fuziok és a splice-
variansok RNS-mintakhoz valé azonositdsahoz. Az elemzé szoftvermodul tdbb kimenetet general,
beleértve a szekvenalasi mérészamokat és a Valtozéazonositasi formatum (VCF) fajlokat. A VCF-fajlok a
referencia genom meghatarozott helyein talalhaté varidnsokrdél tartalmaznak adatokat. A rendszer minden
mintahoz létrehozza a mérészamokat és az egyedi kimeneti fajlokat. A masodlagos és harmadlagos
elemzés részleteit 1asd: Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU) elemzési modul
Munkafolyamat utmutatd (dokumentumszam: 200008661).

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

Az eljaras korlatai

Kizarodlag in vitro diagnosztikai hasznalatra.

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

A rendeltetésszer(l hasznalat 2 tablazat felsorolt genomikai eredmények nem el6iré jellegliek és nem
meggydzbek egyetlen konkrét terapias termék cimkézett hasznalatara vonatkozdan sem.

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

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

Az FFPE-minta min6sége nagyon valtozd. Azok a mintak, amelyek nem estek at a szokasos rogzitési
eljdrasokon, nem feltétlenil termelnek olyan extrahalt nukleinsavakat, amelyek megfelelnek a vizsgalat
mindségellen6rzési kdvetelményeinek (Mindség-ellendrzés a(z) 83. oldalon). Az 6t évnél hosszabb ideig
tarolt FFPE blokkok alacsonyabb érvényességet mutattak.

Az TSO Comprehensive (EU) teljesitményét szerv- vagy szévetatiiltetésen atesett betegekbdél szarmazo
mintakban nem értékelték.
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* Anagy mennyiségl (= 25%) nekrotikus szovet befolyasolhatja a TSO Comprehensive (EU) vizsgalat azon
képességét, hogy kimutassa a génamplifikdciokat és az RNS-fuzidkat.

* Eléfordulhat, hogy a szomatikus meghajté mutacidok nem észlelheték megbizhatdan, ha a (terllet szerinti)
tumortartalom kevesebb mint 20%.

* Eléfordulhat, hogy az MSI-High (MSI-H) statusz nem észlelheté megbizhatdan, ha a tumortartalom
kevesebb mint 30%.

* Aszovettel kapcsolatos hemoglobin csékkenti a MET splice varidnsok tdmogaté kiolvasasait.
* Adelécidkkal és a heterozigdtasag elvesztésével jaro, er6sen atrendezett genomokban a TSO

Comprehensive (EU) szoftver a DNS-mintat tévesen szennyezettnek sorolhatja be (CONTAMINATION_
SCORE > 3106 és p-érték > 0,049).

* Anegativeredmény nem zarja ki a vizsgalat kimutatasi hatarértékei (LoD) alatti mutacio jelenlétét.
* Akis DNS varidnsok kimutatasanak érzékenységét a kdvetkez6k befolyasolhatjak:

— Alacsony komplexitasu genomikai kdrnyezet.

— Novekvé varianshossz.
* A TMB pontszamok pontatlanok lehetnek a kdvetkezd kontextusokban:

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

— Anyilvdnos adatbazisokban nem jol reprezentalt populacidkban.

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

* El6fordulhat, hogy a TSO Comprehensive (EU) vizsgalati szoftverben talalhaté Fusion-hivasi algoritmusok
nem veszik figyelembe az annotalt génhatarokon kiviil esé kiolvasasokbdl szarmazd bizonyitékokat.

* Aflzidk észlelésének érzékenységét befolydsolhatja:
— Az alacsony kdnyvtari 6sszetettség miatt a tdmogatd leolvasdsok a vizsgalati munkafolyamat eltérései

miatt csokkentek (példaul kbvesse az RNS semlegesitése és ldgyitdsa a(z) 46. oldalon).

— Amikor egy gén mindkét toréspontot lefedi.

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

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

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

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

* A TERT promoterrégidjanak kovetkezetlen lefedettsége az alacsony mélység miatt eredménytelen lehet.
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* Az annotdcios vagy KB hibak dlpozitiv vagy alnegativ eredményt okozhatnak, beleértve egy varians rossz
szinten torténé felsorolasat (a Genomikai eredmények klinikai jelentéség bizonyitékaval (2. szint) és a
Genomikai eredmények potencialis klinikai jelentéséggel (3. szint) kdzott), vagy a jelentésben szerepld
annotacios informaciok helytelenek lehetnek. A hiba lehet6sége a kovetkezé harom forrasbdl ered:

— TSO Comprehensive (EU) varidns annotacié. A COSMIC v92 2448350 varidnsanak elemzése alapjan a
hibaarany korilbeliil 0,0027%, ezért a hiba valdszinlisége alacsony.

— KB hiba a kuracids vagy besorolasi folyamat miatt.

— AKB-tartalom jelentésége id6vel valtozik. A jelentés a KB verzid 6sszeallitasanak idépontjaban szerzett
tudast tlkrozi.

* ATSO Comprehensive (EU) szomatikus variansok jelentésére szolgal, amikor klinikai jelentéséggel biré
variansokat vagy potencialis klinikai jelentéséggel bird varidansokat jelentenek. Csak tumorvizsgalatként
lehetséges a csiravonal (6rokolt) variansok jelentése, de nem szandékolt. A TSO Comprehensive (EU) KB-t
hasznal a varidnsok jelentésére anélkiil, hogy kifejezetten megjel6iné, hogy csiravonal- vagy szomatikus
eredetlek-e.

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

* Azaladbbitabldzat harom olyan RET- varians nukleotidvaltozasait jeleniti meg, amelyeket a vizsgdlat nem
képes észlelni. Ugyanannak az aminosavnak az egyéb nukleotidvaltozasai is kimutathatok.

3 tablazat Nukleotidvaltozasok harom RET varidns esetében

Aminosav , , . 2 .
) ) Kromoszéma Elhelyezkedés Referencia allél Alternativa

valtozasa

p.E632_ 10. kr. 43609943 AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGC TAAGGCCG

p.E632_ 10. kr. 43609944 GCTGTGC TGTCAGG

C634delinsDV

R

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

kr. = kromoszdoma
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A termék O0sszetevoi

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

TruSight Oncology Comprehensive (EU) készlet (lllumina katalégusszam: 20063092) — A készlet olyan
reagenseket tartalmaz, amelyek elegendé térfogattal rendelkeznek 24 DNS és 24 RNS konyvtar
Iétrehozasahoz. Ide tartoznak a betegmintak és a kontrollok. A kontrollok kiilon vasarolhatok meg (lasd:
Sziikséges, de nem szdllitott reagensek a(z) 18. oldalon).

Tuddasbazis: Rendszeresen frisslil, és letdlthetd a lllumina Lighthouse Portal-rdl.

Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU) elemzési modul (lllumina kataldgusszam:
20051843*), amely a kdvetkez6 6sszetevéket tartalmazza, és tdmogatja a tumorprofilozast és az NTRK-t:
— lgénycsomagok TSO Comprehensive (EU) v2.3.0 (PN 20109338)

— TSO Comprehensive (EU) v2.3.7 Szoftvercsomag (PN 20116450)

— TSO Comprehensive (EU) v2.3.7 + Igénycsomagok TSO Comprehensive (EU) v2.3.0 USB-készlet (PN
20116451)

Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU) elemzési modul (lllumina kataldgusszam:
20051843*), amely a kbvetkezé 6sszetevéket tartalmazza, és tdmogatja a tumorprofilozast és az NTRK-t:

— lgény csomagok TSO Comprehensive (EU) v2.0.0 (PN 20051760)
— TSO Comprehensive (EU) v2.3.5 Szoftvercsomag (PN 20075244)
— TSO Comprehensive (EU) v2.3.5 USB-készlet (PN 20075239)

* Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU) elemzési modul: A lllumina szervizképviseléje
telepitia TSO Comprehensive (EU) elemzési modul megfelel6 verzidjat ide: Local Run Manager NextSeq
550Dx készilék. Lasd: 4 tablazat, a munkafolyamat-utmutato és az elemz6 modul szoftververzidjahoz.

4 tablazat Munkafolyamat-utmutaté a TSO Comprehensive elemzémodul szoftververzidjahoz

Munkafolyamati utmutaté Szovet TSO Comprehensive szoftververzio
200008661 FFPE v2.3.5vagy v2.3.7
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Reagensek

Szallitott reagensek
A TSO Comprehensive (EU) készlethez a kbvetkezé reagensek tartoznak.

TruSight Oncology Comp RNA Library Prep, PN 20031127

Reagens Cikkszam Darab Térfogat Hatéanyagok

First Strand 20031431 1 260 ul Sodkat és nukleotidokat

Synthesis Mix tartalmazé pufferelt vizes

(FSM) oldat

Second Strand Mix 20031432 1 720 pl Sokat, DNS-polimerazokat,

(SSM) RN&z-H-t és nukleotidokat
tartalmazé pufferelt vizes
oldat

Elution Primer Frag 20031433 1 250 Sdkat és random

Mix (EPH3) hexamereket tartalmazo

pufferelt vizes oldat

Reverse 20031434 1 70 ul Reverz transzkriptazt
Transcriptase (RVT) tartalmazé pufferelt vizes
oldat

TruSight Oncology Comp Library Prep (fagyasztd), PN 20031118

Reagens Cikkszam Darab Térfogat Hatéanyagok

End Repair A-tailing 20031435 2 85 ul T4 DNS polimerazokat és

A (ERA1T-A) polinukleotid kindzokat
tartalmazé pufferelt vizes
oldat

End Repair A-tailing 20031436 2 210 pl Soékat és nukleotidokat

B (ERA1-B) tartalmazé pufferelt vizes
oldat

Adapter Ligation 20031437 2 1,73 ml  Sdékat tartalmazoé pufferelt

Buffer 1 (ALB1) vizes oldat
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illumina

Tarolasi
hémérséklet
-25°Cés
-15 °C k6zott

-25°Cés
-15 °C kozott

-25°Cés
-15 °C kozott

-25°Cés
-15 °C kozott

Tarolasi
hémérséklet
-25°Cés
-15 °C kozott

-25°Ceés

-15 °C kozott

-25°Cés
-15 °C kozott
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Reagens

DNA Ligase 3 (LIG3)

Short Universal
Adapters 1 (SUA1)

UMI Adapters v1

(UMI)

Stop Ligation Buffer

(STL)

Enhanced PCR Mix

(EPM)

Cikkszam

20031438

20031439

20031496

20031440

20031441

Darab

Térfogat

190 ul

290 pl

290 pl

480 I

550 pl

Hatéanyagok

Ligazt tartalmazé pufferelt
vizes oldat

Univerzalis szekvenald
oligonukleotidokat
tartalmazd pufferelt vizes
oldat

Univerzalis szekvenald
oligonukleotidokat
tartalmazé pufferelt vizes
oldat

Soékat tartalmazé pufferelt
vizes oldat

DNS polimerazokat és
nukleotidokat tartalmazé
pufferelt vizes oldat

TruSight Oncology Comp Library Prep (hiité), PN 20031119

Reagens

Resuspension Buffer

(RSB)

Sample Purification

Beads (SPB)

TE Buffer (TEB)

Cikkszam

20031444

20031442

20013443

Dokumentumszam: 200007789 v07

Darab

1

Térfogat

12,4 mi

6,11 ml

10 mi

Hatéanyagok
Sdkat tartalmazé pufferelt
vizes oldat

Magneses gyongyoket
tartalmazé vizes oldat

Tris EDTA oldat
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illumina

Tarolasi
hémérséklet

-25°Cés
-15 °C k6zott
-25°Cés
-15 °C kozott

-25°Ceés
-15 °C k6zott

-25°Cés
-15 °C k6zott
-25°Cés
-15 °C k6zott

Tarolasi
hémérséklet

2°Cés8°C
kozott
2°Cés8°C
kozott
2°Cés8°C
kozott
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TruSight Oncology Comp UP Index Primers, PN 20031120

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

/N FIGYELEM!

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

. . , , i7 . . i5 Tarolasi
Indexprimer Cikkszam Darab Térfogat i7 szekvencia R Y,
Index Index szekvencia hémérséklet
UPO1 20031445 1 24 ul D702 TCCGGAGA D503 AGGATAGG -25°Cés-15°C
kdzott
UP02 20031446 1 24yl D707 CTGAAGCT D504 TCAGAGCC -25°Cés-15°C
kozott
UPO3 20031447 1 24 pl D717 CGTAGCTC D509 CATCCGAA -25°Cés-15°C
kozott
UP04 20031448 1 24 ul D706 GAATTCGT D510 TTATGAGT -25°Cés-15°C
kdzott
UP05 20031449 1 24 ul D712 AGCGATAG D513 ACGAATAA -25°Cés-15°C
kdzott
UP06 20031450 1 24yl D724 GCGATTAA D515 GATCTGCT -25°Cés-15°C
kozott
uPo7 20031451 1 24yl D705 ATTCAGAA D501 AGGCTATA -25°Cés-15°C
kozott
UP08 20031452 1 24 ul D713 GAATAATC D502 GCCTCTAT -25°Cés-15°C
kdzott
UP09 20031453 1 24 ul D715 TTAATCAG D505 CTTCGCCT -25°Cés-15°C
kdzott
UP10 20031454 1 24yl D703 CGCTCATT D506 TAAGATTA -25°Cés-15°C
kozott
UP11 20031455 1 24yl D710 TCCGCGAA D517 AGTAAGTA -25°Cés-15°C
kozott
UP12 20031456 1 24 ul D701 ATTACTCG D518 GACTTCCT -25°Cés-15°C
kdzott
UP13 20031457 1 24 ul D716 ACTGCTTA D511 AGAGGCGC -25°Cés-15°C
kdzott
UP14 20031458 1 24yl D714 ATGCGGCT D512 TAGCCGCG -25°Cés-15°C
kozott
UP15 20031459 1 24 pl D718 GCCTCTCT D514 TTCGTAGG -25°Cés-15°C
kozott
UP16 20031460 1 24 ul D719 GCCGTAGG D516 CGCTCCGC -25°Cés-15°C
kdzott

TruSight Oncology Comp CP Index Primers, PN 20031126

Hatdanyagok: Pufferelt vizes oldat, amely egyedileg vonalkddozott oligonukleotid primereket tartalmaz.
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/N FIGYELEM!

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

. . . , . L, i5 L Tarolasi
Indexprimer Cikkszam Darab Térfogat i7 Index Szekvenalas Szekvenalas .
Index hémérséklet
CPO1 20031461 1 20 ul D721 CATCGAGG D507 ACGTCCTG -25°Cés-15°C
kodzott
CP02 20031462 1 20 pl D723 CTCGACTG D508 GTCAGTAC -25°Cés-15°C
kodzott
CPO3 20031463 1 20 ul D709 CGGCTATG D519 CCGTCGCC -25°Cés-15°C
kozott
CP0O4 20031464 1 20 ul D71 TCTCGCGC D520 GTCCGAGG -25°Cés-15°C
kodzott
CPO5 20031465 1 20 ul D723 CTCGACTG D507 ACGTCCTG -25°Cés-15°C
kodzott
CPO6 20031466 1 20 pl D709 CGGCTATG D507 ACGTCCTG -25°Cés-15°C
kodzott
CPO7 20031467 1 20 ul D71 TCTCGCGC D507 ACGTCCTG -25°Cés-15°C
kozott
CPO8 20031468 1 20 ul D721 CATCGAGG D508 GTCAGTAC -25°Cés-15°C
kodzott
CP09 20031469 1 20 ul D709 CGGCTATG D508 GTCAGTAC -25°Cés-15°C
kodzott
CP10 20031470 1 20 pl D71 TCTCGCGC D508 GTCAGTAC -25°Cés-15°C
kodzott
CPM 20031471 1 20 ul D721 CATCGAGG D519 CCGTCGCC -25°Cés-15°C
kozott
CP12 20031472 1 20 ul D723 CTCGACTG D519 CCGTCGCC -25°Cés-15°C
kdzott
CP13 20031473 1 20 ul D711 TCTCGCGC D519 CCGTCGCC -25°Cés-15°C
kdzott
CP14 20031474 1 20 pl D721 CATCGAGG D520 GTCCGAGG -25°Cés-15°C
kodzott
CP15 20031475 1 20 ul D723 CTCGACTG D520 GTCCGAGG -25°Cés-15°C
kozott
CP16 20031476 1 20 ul D709 CGGCTATG D520 GTCCGAGG -25°Cés-15°C
kdzott
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TruSight Oncology Comp Enrichment (htité), PN 20031123

. , . , Tarolasi
Reagens Cikkszam Darab Térfogat Hatéanyagok hémérséklet
Target Capture 20031477 2 870 ul Formamidot és sdkat 2°Cés8°C
Buffer 1 (TCB1) tartalmazo pufferelt vizes kozott
oldat
Streptavidin Mag 20031478 2 7,78 ml  Sdkat és szilard fazisu, 2°Cés8°C
Beads (SMB) sztreptavidinnel kovalensen kozott

bevont paramagneses
gyongyoket tartalmazé
pufferelt vizes oldat

2N NaOH (HP3) 20031479 2 400 pl Natrium-hidroxidoldat 2°Cés8°C
kozott
Elute Target 20031480 2 290 Pufferelt vizes oldat 2°Cés8°C
Buffer 2 (ET2) kozott
Library 20031481 1 1,04 ml  Szilard fazisu paramagneses 2°Cés8°C
Normalization gyongyoket tartalmazo kozott
Beads 1 (LNB1) pufferelt vizes oldat
Library 20031482 2 4,8 ml Sokat, 2-merkaptoetanolt és 2°Cés8°C
Normalization formamidot tartalmazé kozott
Wash 1 (LNW1) pufferelt vizes oldat
Library 20031483 2 3,5ml Sokat tartalmazé pufferelt 2°Cés8°C
Normalization vizes oldat kozott
Storage Buffer 1
(LNS1)
Resuspension 20031444 1 12,4 ml  Sodkat tartalmazo pufferelt 2°Cés8°C
Buffer (RSB) vizes oldat kozott
Sample 20031442 2 6,11 ml  Magneses gydngyoket 2°Cés8°C
Purification Beads tartalmazé vizes oldat kozott
(SPB)
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TruSight Oncology Comp Enrichment (fagyasztd), PN 20031121

Reagens Cikkszam Darab Térfogat Hatéanyagok

Target Capture 20031486 2 521l Oligonukleotidokat

Additives 1 (TCA1) tartalmazo pufferelt vizes
oldat

Enhanced 20031487 1 50,4 ml  Soékat tartalmazé pufferelt

Enrichment Wash vizes oldat

(EEW)

Enrichment Elution2 20031488 3 1,65ml  Mosdszert tartalmazé

(EE2) pufferelt vizes oldat.

Enhanced PCR Mix 20031441 2 550 ul DNS polimerazokat és

(EPM) nukleotidokat tartalmazo
pufferelt vizes oldat

PCR Primer 20031490 2 150 ul P5 és P7 primeket

Cocktail 3 (PPC3) tartalmazd pufferelt vizes
oldat

Library 20031491 1 4,6 ml Sokat, 2-merkapto-etanolt

Normalization és formamidot tartalmazoé

Additives 1 (LNA1) pufferelt vizes oldat.

PhiX Internal Control 20031492 1 10 pi PhiX genomikus DNS-t

(PX3 vagy PhiX) tartalmazo pufferelt vizes
oldat

TruSight Oncology Comp Content Set, PN 20031122

Reagens Cikkszam Darab Térfogat Hatoanyagok

Oncology RNA Probe Pool 20031494 1 290 pl Oligonukleotid

(OPR1) szondakészlet
Oncology DNA Probe Pool 2 20031495 1 290 ul Oligonukleotid
(OPD2) szondakészlet

Szilikséges, de nem szallitott reagensek

Amplifikacio el6tt hasznalatos reagensek

illumina

Tarolasi
hémérséklet
-25°Cés
-15 °C kozott

-25°Cés
-15 °C kozott

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

-25°Cés
-15 °C kozott

-25°Cés
-15 °C kozott

-25°Cés
-15 °C koz6tt

Tarolasi
hémérséklet
-25°Cés

-15 °C ko6zott
-25°Cés

-15 °C kozott

* DNA and RNA Extraction and Purification Reagents—A reagensre vonatkozd kdvetelményeket Iasd:

Nukleinsav-extrakcid, mennyiségi meghatdrozas és tarolas a(z) 28. oldalon.
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* DNA and RNA Quantification Reagents—A reagensre vonatkozd kdvetelményeket lasd: Nukleinsav-
extrakcio, mennyiségi meghatarozas és tarolds a(z) 28. oldalon.

* TruSight onkoldgia Kontrollok:
— TruSight onkoldgia DNA- Control (lllumina katalégusszam: 20065041)
— TruSight onkoldgia RNA- Control (lllumina katalégusszam: 20065042)
* Etanol (EtOH) 100% (200 fok), molekularis bioldgiai minéségu

* RNase/DNase-free water.
Amplifikacio utan hasznalatos reagensek

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

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

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

Reagens tarolasa es kezelése

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

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

A FIGYELEM!

Ne tarolja a reagenseket fagymentes- taroléegységben vagy hltészekrényajto-rekeszekben.
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A kdvetkezé reagensdobozokat gélcsomagokban szallitjdk a 0-10 °C-os hémérséklet fenntartdsa érdekében.
2-8 °C-on tarolandd.

Doboz Cikkszam Laboratdriumi teriilet
TruSight Oncology Comp Library Prep (hiit6) 20031119 Amplifikacio el6tt
TruSight Oncology Comp Enrichment (h(ité) 20031123 Amplifikacié utan

/N FIGYELEM!
Ne fagyassza le a gyongyodket tartalmazé reagenseket (LNB1, SPB és SMB).

* Areagensek fizikai jellemz6inek megvaltozasa az anyagok romlasat jelezheti. Ne hasznaljon olyan reagenst,
amelynek a fizikai jellemz6i megvaltoznak (példaul a szine jol [athatd mddon megvaltozik vagy zavarossag
[athato).

* Az FSM, SSM, ERA1-B és TCB1 tartalmazhat termékekhez kapcsolddo részecskéket. Kdvesse az egyes
reagensekre vonatkozd kezelésiiranyelveket. Az FSM és SSM keverési lépések elvégzése utan a
visszamarado fehér, termékkel kapcsolatos részecskék nem befolyasoljak a teljesitményt.

* A TSO Comprehensive (EU) teszt stabilitasat értékelték, és a teljesitményt a készlet legfeljebb négy

felhasznalasa esetén igazoltak. A reagensek a megadott hdmérsékleteken torténd tarolas esetén a doboz
cimkéjén feltlintetett lejarati datumig stabilak.
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Eszk6zok és anyagok

illumina

Sziikséges, de nem szallitott eszk6zok és anyagok

Amplifikacio el6tti berendezések és anyagok

Berendezés

Ultraszonikator a hozza tartozé tartozékokkal
Lasd az Ultraszonikator konfiguracids beallitdsok DNS fragmentdcichoz
a(z) 25. oldalon.

Hoévaltoztatd inkubator a kdvetkezé jellemzbkkel:

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

o 4 °C—99 °C hémérséklettartomanyt foglal magaban

o +0,25 °C hémérsékletpontossag

» Kompatibilis a 96 cellas, 0,2 ml-es PCR-lemezekkel

o Lasd: H6ciklus-szabalyozd felfutdsi sebessége a(z) 26. oldalon

Kémcsdokeverd
Mikrominta inkubatorok (2) betétekkel a 96 cellas MIDI lemezekhez (2)
Mikrocentrifuga

Centrifuga (lemezes centrifuga) a kdvetkezd képességekkel:
» 96 cellas mikrolemezek centrifugalasa
. 280 xg

Lemezrazé a kdvetkez6 képességekkel:
* 2 mm-es korpalya
» Razathat6 1200 fordulat/perc és 1800 fordulat/perc sebességgel

Tomité ék vagy gorgé

Magneses allvany a kévetkez6 specifikacidkkal:

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

» 96 cellds MIDI lemezekhez
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Beszallito

Altalanos laboratdriumi
beszallitd

Altalanos laboratériumi
beszallitd

Altalanos laboratériumi
beszallitd

Altaldnos laboratdriumi
beszallitd

Altalanos laboratériumi
beszallitd

Altalanos laboratdriumi
beszallitd

Altalanos laboratdriumi
beszallitd

Altalanos laboratdriumi
beszallitd

Altalanos laboratdriumi
beszallitd
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Berendezés

A 2 ul és 1000 pl kdzotti térfogat pontos leadasara alkalmas precizids

pipettak a kovetkezd specifikaciokkal:

o Egy- vagy tébbcsatornds pipetta 0,02 ml-es skalaval

» Egy- vagy tébbcsatornas pipetta 0,1 ml-es, 0,2 ml-es vagy 0,5 ml
skalaval

» Egy- vagy tébbcsatornas pipetta 1 pl-es vagy 2 ul-es skalaval

A pipettakat rendszeresen kalibralni kell, és pontossaguknak a

megadott térfogat 5%-an belll kell lennie.

Pipettazo feltét

Jég- vagy hidegblokk

10 ml-es szeroldgiai pipettak

Ragasztd lemezek a 96 lregli lemezekhez a kdvetkez6 jellemzékkel:

e Lehuzhato

o Szoknyas vagy félszoknyas PCR lemezekhez alkalmas

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

o DN&z/RNaz-mentes

1,7 ml-es kapacitasu mikrocentrifuga csévek, nukleazmentesek
Nukledzmentes reagenstartalyok (eldobhatd csatorna, 50 ml) (vagy
azzal egyenérték)

15 ml-es kupos kémcsovek

50 ml-es kupos kémcsovek

Kompatibilis aeroszoldllé pipettahegyek

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

96 cellds, 0,2 ml-es PCR lemezek (polipropilén)
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illumina

Beszallito

Altalanos laboratdriumi
beszallitd

Altaldnos laboratdriumi
beszallitd

Altalanos laboratériumi
beszallitd

Altalanos laboratdriumi
beszallité

Altaldnos laboratdriumi
beszallité

Altalanos laboratdriumi
beszallité

Altaldnos laboratdriumi
beszallité

Altaldnos laboratdriumi
beszallitd

Altalanos laboratériumi
beszallitd

Altalanos laboratdriumi
beszallité

Fisher Scientific, cikkszam:
AB-0859 vagy azzal
egyenértékd

Altalanos laboratdriumi
beszallité
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Amplifikacio utani berendezések és anyagok

Berendezés
NextSeq 550Dx Késziilék

Centrifuga (lemezes centrifuga) a kovetkezd képességekkel:
» 96 cellas mikrolemezek centrifugalasa
* 280xg

Hoévaltoztatd inkubator a kdvetkezé jellemzbkkel:

o F(itott fedél (100 °C)

e 4 °C—99 °C hémérséklettartomanyt foglal magaban

e +0,25 °C hémérsékletpontossag

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

o Lasd: Héciklus-szabalyozd felfutasi sebessége a(z) 26. oldalon

Kémcs6keverd
Mikrominta inkubatorok betéttel a 96 celldas MIDI lemezekhez

Szaraz héblokk a kdvetkezd specifikaciokkal:

o 25°C-99 °C hémérséklettartomany

o +5°C hémérsékletpontossag

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

Lemezrazod a kdvetkez6 képességekkel:
e 2 mm-es korpalya
o Razathat6 1200 fordulat/perc és 1800 fordulat/perc sebességgel

Mikrocentrifuga
Tomit6 ék vagy gorgé

Magneses allvany a kévetkez6 specifikaciokkal:

o Paramagneses gyongylecsapashoz/elvalasztashoz tervezve
o Magnesek az dllvany oldalan, nem az aljan

» 96 cellas MIDI lemezekhez
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illumina

Beszallito

lllumina, cikkszédm: 20005715

Altalanos laboratériumi
beszallitd

Altalanos laboratériumi
beszallitd

Altalanos laboratériumi
beszallitd

Altalanos laboratdriumi
beszallitd

Altalanos laboratériumi
beszallité

Altaldnos laboratdriumi
beszallité

Altaldnos laboratdriumi
beszallité

Altaldnos laboratdriumi
beszallitd

Altalanos laboratériumi
beszallitd
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Berendezés Beszallité
Precizios pipettak a kbvetkez6 specifikaciokkal: Altalanos laboratériumi
o Egy- vagy tobbcsatornas pipetta 0,02 ml-es skalaval beszallitd
» Egy- vagy tébbcsatornas pipetta 0,1 ml-es, 0,2 ml-es vagy 0,5 ml
skalaval

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

Pipettazo feltét Altalanos laboratériumi
beszallitd

10 ml-es szeroldgiai pipettak Altalanos laboratériumi
beszallitd

Ragasztd lemezek a 96 Uregli lemezekhez a kdvetkez6 jellemzékkel: Altalanos laboratériumi

e Lehuzhatd beszallitd

o Szoknyas vagy félszoknyas PCR lemezekhez alkalmas

o Erésragasztdanyag, amely ellendlla -20 °C és 100 °C kozotti
tobbszori hémérsékletvaltozasoknak

» DN&az/RNaz-mentes

2 ml-es mikrocentrifuga-csovek, nukleazmentes Altalanos laboratériumi
beszallitd

Mikrocentrifuga-csdévek, nukleazmentes Altalanos laboratériumi
beszallitd

Nukleazmentes reagenstartalyok (eldobhato csatorna, 50 ml) (vagy Altalanos laboratériumi

azzal egyenértékd) beszallitd

15 ml-es kupos kémcsdvek Altalanos laboratériumi
beszallitd

50 ml-es kupos kémcsovek Altalanos laboratériumi
beszallitd

Kompatibilis aeroszolallé pipettahegyek Altalanos laboratériumi
beszallitd

96 Ureg taroldlemezek, 0,8 ml (MIDI-lemezek) Fisher Scientific, cikkszam:
AB-0859 vagy azzal
egyenértékl

96 cellas PCR-lemezek, héciklusok szabalyozdkkal kompatibilisek, 0,2 Altaldnos laboratdriumi

ml (polipropilén celldk) beszallitd
Jég- vagy hidegblokk Altalanos laboratériumi
beszallitd
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Ultraszonikator konfiguracios beallitasok DNS
fragmentaciohoz

A DNS fragmentalasa vagy vagasa befolyasolja a vizsgalat teljesitményét a fragmentum méretének
meghatarozasaval, ami pedig befolydsolja a szekvenalasi lefedettséget. A TSO Comprehensive (EU) vizsgalatra
tobb fokuszalt ultrahangos konfiguraciot értékeltek és optimalizaltak (5 tablazat).

A vagasi idét ugy allitottak be, hogy maximalizalja a MEDIAN_EXON_COVERAGE mérészamot, amelyet az
Minéség-ellendrzés a(z) 83. oldalon ismertet. A vagasi idok (lasd az 5 tablazat) és a MEDIAN_INSERT_SIZE
eredmények a konfiguraciok kozoétt kiildnbdztek.

Az 1-4. konfigurdciokat 8 csikos Uvegcsdvekkel tesztelték, mig az 5. konfiguracié egyetlen tivegcsovet
hasznalt. A csé térfogatkapacitasa itt Iathaté: 5 tablazat.

A 3., 4. és 5. konfiguracié (kisebb vizflirdd térfogat) optimalizalasa pulzalast hasznalt, és kisebb térfogatu
csovekben vagtak le 6ket. A csé térfogata befolydsolja a vagdasi paramétereket.

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

A 3. konfiguracio optimalis beallitasai kissé nagyobb fragmentumméret-eloszlast eredményeztek a tdbbi
konfiguracidhoz képest (a MEDIAN_INSERT_SIZE koriilbellil 5-10 bazisparral volt nagyobb).

A 3. és 5. konfiguracidban gazmentes vizet és a legkisebb vizfliirdéméreteket alkalmaztak, és megnovelt
DNS-bemenetre volt sziikség (50 ng a 3. konfiguracidhoz, 60 ng az 5. konfiguraciéhoz) ahhoz, hogy
hasonlé MEDIAN_EXON_COVERAGE eredményt érjenek el a masik 3 konfiguraciéhoz képest, amelyek a
névleges 40 ng bemenetet hasznaltak.

A 3. és 5. konfiguracié nagyobb kart és/vagy denaturaciot okoz, ezért a konyvtarkészitéshez felhaszndlhato
dsDNS-molekulak effektiv tomege csdkken.

Centrifugadlja a vagasi cséveket a visszanyerési folyamat soran, hogy a megadott térfogatot visszanyerje, mivel
az anyagveszteség hatranyosan befolyasolhatja a teljesitményt.
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5 tablazat Kiértékelt fokuszalt ultraszonikator konfiguracidk

Paraméter

Transzducer

Vizflrdé térfogata

Viz, gdzmentesitett

Vizh(ité

Vizflrdé hémérséklete
Csucsesemény-teljesitmény (PIP)
%-0s lizemi tényez6

Ciklusok sorozatonként
Pulzalas (10 mp-es sorozatok)
Pulzalas késleltetésiidé
Vagasiid6

Mintafeldolgozas

Koteg mérete

Uveg nyolccsikos kémcsé
mintamérete

DNS-bemeneti ekvivalens
(median exon lefedettséghez)

Vonal
51
lgen
lgen
7°C
450 W
30
200
Nem
NA
250s
1-8
1-96
130 pl

40 ng

Pont
51
Igen
lgen
7°C
175 W
10
200
Nem
NA
280s
1
1-96
130 ul

40 ng

Konfigurécié
3
Pont
85 ml
Nem
Igen
12°C
S0wW
30
1000
lgen
10s
200s"
1

1-8
50 i

50 ng

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

Héciklus-szabalyozo felfutasi sebessége

Vonal
500 mi
Igen
Igen
12 °C
350W
25
1000
lgen
40s
320 s?
1-8
1-8
50 i

40 ng

illumina

Pont
16 ml
Nem
lgen
20°C
50 W
20
1000
lgen
10s
200s"

Egy cs6
(50 i)

60 ng

A héciklus felfutdsi sebessége befolyasolja a vizsgalat QC mutatodit (Felhasznalhatd MSI helyszinek, median
tartalyszam CNV célpont, median inszercié méret (RNS), valamint tamogatja a splice-variansok és fuzidk
leolvasdsat. A héciklus-szabdlyozd felfutdsi sebességének optimalizalasa ajanlott. Példaul egy tesztelt modellt
5°C/s és 3 °C/s kozotti alapértelmezett (és maximalis) felfutdsi sebességrél mddositottak, hogy
O0sszehasonlithaté eredményeket kapjanak az alacsonyabb alapértelmezett felfutdsi sebességgel rendelkezé

tobbi modellhez képest.
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° V 4 V 4 V 4 V 4 V4 V 4 V 4
Mintavetel, -szallitas es -tarolas
A mintak levétele, szdllitasa, tarolasa és feldolgozasa soran kévesse a standard eljarast.

A mintakkal kapcsolatos kovetelmények

FFPE szovet

A TSO Comprehensive (EU) vizsgdlathoz 40 ng RNS-re és/vagy 40 ng FFPE-sz6vetbdl kivont DNS-re van
sziikség. Az RNS és a DNS egyaranti hasznalata lehet6vé teszi az 0sszes varianstipus elemzését. A szévetet
molekularis elemzésekhez alkalmas formalinos fixaldval kell fixalni (példaul 10%-os semlegesen pufferelt
formalin). A szOvetet nem szabad dekalcifikalni. A TSO Comprehensive (EU) vizsgalat elvégzése elétt a
szovetmintat patoldgusnak kell megvizsgalnia, hogy meggy6z&6djon arrdl, hogy az megfelel6-e ehhez a
vizsgalathoz. Legalabb 20%-0s tumortartalom sziikséges (teriiletenként) a szomatikus drive mutaciok
kimutatdsahoz. Az MSI statusz tébb mintaban térténé megbizhatd kimutatdsahoz legaldbb 30%-0s
tumortartalom sziikséges. Ha egy mintat kevesebb, mint 30%-0s tumortartalommal tesztelnek mas
varianstipusok kimeneteleinek meghatarozasahoz, akkor az MSS eredmény megbizhatatlan lehet. Az MSI-H
eredmény a tumortartalomtol fliggetlendl helyes.

A génamplifikacidok és RNS variansok tumortartalma az amplifikacio és a fuzids expresszié mértékétél figg
(lasd: Tumor tartalma a(z) 104. oldalon).

A 40 ng RNS és 40 ng DNS kiilénb6z6 szolid szbévettipusokbdl torténé kivonasa nagy valdszinliségének
biztositasa érdekében az ajanlott szévettérfogat = 1,0 mm?. Ez a térfogat megfelel egy = 200 mm? kumulativ
fellletl életképes szdvetteriiletnek 5 um vastag metszetek esetén, vagy egy = 100 mm? feliiletnek 10 ym
vastag metszetek esetén. A kumulativ szovetteriilet az életképes szdvetteriilet 6sszessége az extrakciora
bekiild6tt 6sszes metszetben. Példaul 200 mm? kumulativ szévetteriilet érhetd el négy 5 um-es metszetbdl 50
mm?-es szdvetterilettel vagy 0t 10 um-es metszetbdl 20 mm?-es szdvetteriilettel. A szévetelhalas
csokkentheti a nukleinsavhozamot. Az alnegativ eredmények lehet6ségének minimalizaldsahoz a szovetben

makrodisszekcidval érhet6 el a kivant életképes tumortartalom.

A nagy mennyiségli (= 25%) nekrotikus szdvet befolydsolhatja a(z) TSO Comprehensive (EU) vizsgalat azon
képességét, hogy kimutassa a génamplifikaciokat és az RNS-fuzidkat. Ha a mintametszet a teljes
szovetterilleten tébb mint 25% nekrdzist tartalmaz, akkor makrodisszekciot kell végezni a nekrotikus szdveten.
Ha a laboratérium RNS-t futtat a vizsgalattal, akkor kertilni kell, illetve minimalizalni kell a hemoglobinnal
rendelkezé szbvetet, amikor szeleteket nyernek ki a szovetblokkbdl. Lasd: Zavard anyagok a(z) 96. oldalon.

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

* Az RNS-t és a DNS-t FFPE sz&vetmintakbdl nyerje ki kereskedelmi forgalomban kaphaté extrakcids
készletek segitségével. Az extrakcids készletek klllonbségei befolydsolhatjak a teljesitményt. Lasd a
Nukleinsav-extrakcios készlet értékelése a(z) 94. oldalon.

* Nendvelje a proteindz K-t vagy az azzal egyenértékl enzimet az extrahald készletben biztositott standard
koncentracidbdl torténd extrahalas soran. Lasd: Zavard anyagok a(z) 96. oldalon.

* Tdrolja az extrahalt térzs nukleinsavat az extrakcios készlet gyartéjanak utasitasai szerint.
* Azextrahdlt DNS-t legfeljebb 28 napig tarolja -25 °C és -15 °C kdzott.
* Az extrahdlt RNS-t legfeljebb 28 napig tarolja -85 °C és -65 °C kdzott.

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

* Avizsgalathoz 40 ng sziikséges minden egyes RNase/DNase-free water (nincs biztositva) segitségével
el6készitett RNS-mintabdl, 8,5 pl (4,7 ng/ul) végsé térfogattal.

* Avizsgalathoz 40 ng szlikséges minden egyes gDNS mintabdl, legaldbb 3,33 ng/pl extrakcids
koncentracidval. A metszéshez 52 ul (0,77 ng/ul) végsé térfogatra van sziikség, legalabb 40 pl TEB-vel
(mellékelve) higitdszerként hasznalva.

Konyvtar tarolasa

Térolja a konyvtdrakat alacsony kétésl PCR lemezeken 7-30 napig, a kdnyvtar tipusatdl fliggéen (l1asd: 6
tablazat).

6 tablazat Konyvtartarolasiidék

Konyvtar tipusa Lemez Napok szama Tarolasi h6mérséklet
cDNS PCF PCR <7 -25°Cés-15°C
kdzott
Fragmentalt gDNS LP PCR <7 -25°Cés-15°C
kozott
Dusitas el6tt ALS PCR =30 -25°Cés-15°C
kozott
Dusitas utan ELU2 PCR <7 -25°Cés-15°C
kdzott
Dusitas utani PCR PL PCR =30 -25°Cés-15°C
kdzott
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Konyvtar tipusa Lemez Napok szama Tarolasi hémérséklet
Normalizalt NL PCR =30 -25°Cés-15°C
kdzott
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Figyelmeztetések és dvintézkedéesek

Biztonsag

/N VIGYAZAT!

Ezek a reagensek potencidlisan veszélyes vegyszereket tartalmaznak. Belélegzésiik, lenyelésik,
bérrel érintkezésiik és szembe kerilésiik esetén személyi sériilést okozhatnak. A szell6zésnek
megfelel6nek kell lennie a reagensekben 1évé veszélyes anyagok kezeléséhez. Viseljen
véddfelszerelést, igy védészemiiveget, keszty(it és laborkdpenyt a kockdzat mértékének
megfeleléen. A hasznalt reagenseket vegyi hulladékként kezelje, és a regionalis, orszagos és helyi
térvényeknek és eléirdsoknak megfeleléen artalmatlanitsa. Tovabbi kdrnyezetvédelmi, egészségiigyi
és biztonsagi informacidkért tekintse meg a kovetkezé cimen elérhetd biztonsagi adatlapot:
support.illumina.com/sds.html.

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

2. Haszndlja a rutinszer(i laboratériumi dvintézkedéseket. Ne pipettdzzon szdjjal. Ne étkezzen, igyon vagy
dohanyozzon a munkateriletként megjeldlt terlileteken. A mintak és a vizsgalati reagensek kezelésekor
viseljen eldobhatd keszty(it és laborkdpenyt. A mintak és a vizsgalati reagensek kezelését kovetéen
alaposan mosson kezet.

Laboratorium

1. Aszennyez6dés megel6zése érdekében egyiranyu munkafolyamattal rendezze a laboratériumot. Az
amplifikacié elétti és az amplifikacio utani terlileteken kiilon készilékeknek és anyagoknak kell lennitik
(példaul pipettak, pipettahegyek, vortex keverd és centrifuga). Az amplifikacids termék vagy a szonda
atvitelének megel6zése érdekében ne térjen vissza az el6éamplifikacids terliletre, miutan belépett az
utdéamplifikacios terlletre.

2. Az amplifikacids termék atvitelének megel6zése érdekében az amplifikacio utani terlileten hajtsa végre az
index PCR és dusitas lépéseket.

3. Akonyvtarel6készitési eljarasok RNaz-/DNaz-mentes kérnyezetet igényelnek. Alaposan fertétlenitse a
munkaterileteket RNaz-/DNaz-gatlé tisztitdszerrel. Hasznaljon DNaz-, RNaz- és human genomikai DNS-
mentesnek mingsitett mlanyagokat.

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

Hasznaljon nukledzmentes mikrocentrifuga-cséveket, lemezeket, pipettahegyeket és tartalyokat.

6. Hasznaljon kalibralt berendezést a vizsgalat soran. Ugyeljen arra, hogy a berendezést a jelen protokollban
megadott sebességekre, hdmérsékletekre és térfogatokra kalibralja.
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7. Hasznaljon precizids pipettakat a reagensek és mintdk pontos adagoldsanak biztositdsahoz. Rendszeresen
kalibraljon a gyarto el6irasainak megfeleléen.

8. Tobbcsatornas pipettak hasznalatakor kdvesse az aldbbi Utmutatasokat:

Pipettazzon legaldbb = 2 pul-t.

Gy6z6djon meg arrdl, hogy a zardkupakok jol illeszkednek és megfeleléek a tobbcsatornas pipetta
markajahoz és modelljéhez.

Gordulé mozdulattal régzitse a hegyeket, hogy minden hegy egyforman jél régziiljon.
Szivjon fel 90°-0s szdgben, azonos mennyiségu folyadékot minden hegyen.
A beadas utan keverje 6ssze az 6sszes komponenst a reakcioelegy fel-lepipettazasaval.

Az adagolas utan gy6z6djon meg arrdl, hogy a folyadék minden hegybdl kiadagolasra keriilt.

9. Gy6z6djon meg arrdl, hogy a vizsgalathoz meghatarozott berendezést haszndlja, és a programokat az
utasitasoknak megfelelen allitja be.

10. A héciklus-szabalyozé és a mikrominta-inkubator megadott hémérsékletei reakcidhémérsékletet jeleznek,
nem sziikségszerlen a berendezés beallitott h6mérsékletét.

Vizsgalat

1. Kerlilje el a keresztszennyezédést.

A mintak és reagensek kezelése sordn kévesse a megfelel6 laboratériumi gyakorlatokat.

Az egyes mintdk kozott és az egyes reagensek k6zott haszndljon Uj laboratériumi fogydeszkozoket és Uj
pipettahegyeket.

Hasznaljon aeroszolrezisztens pipettahegyeket a keresztszennyez&désének megakadalyozasara.

Hasznaljon egyirdnyd munkafolyamatot, amikor az eléamplifikacios teriletrél az utéamplifikacios
terlletre 1ép.

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

Gyakran cseréljen keszty(t, és ha az indexprimerekkel vagy mintakkal érintkezik.
Tavolitsa el a fel nem hasznalt index primer cséveket a munkateriletrél.

Ne tegye vissza a reagenseket a készletcsévekbe, miutédn azokat sédvos csével, csatorndval vagy
tartallyal hasznalta.

Keverje 6ssze a mintakat pipettaval, illetve centrifugalja a lemezt, ha az van megadva.

Hasznaljon mikrolemez-rdzégépet. Ne vortexelje a lemezeket.

2. Ne haszndljon kiilonb6z4 tételbe tartozd reagenskészlet-komponenseket. A reagenskészlet-tételeket a
reagenskészlet dobozanak cimkéje és a térzstétellap azonositja.
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3. Megfelel6 laboratdriumi gyakorlat szlikséges annak megel6zéséhez, hogy a nukledzok és PCR-termékek
szennyezzék a reagenseket, az eszkdzoket, a mintakat és a konyvtarakat. A nukleaz és PCR-termékekkel
valé szennyez&dés pontatlan és megbizhatatlan eredményeket okozhat.

4. Az optimalis vizsgalati teljesitményhez és tarolashoz megfelel6 lemeztipus sziikséges. Mindenképpen
kovesse a lemezatvitelre vonatkozd utasitasokat a Hasznalati utmutato a(z) 41. oldalon

5. Az eljarasok leirtaktdl eltéréd modon torténd végrehajtasa hibas eredményeket eredményezhet, vagy
jelent6sen csdkkentheti a konyvtar minéségét.

6. A felsorolt mliveleteket kdzvetleniil egymas utan kell elvégezni; csak a Haszndlati utmutatd a(z) 41. oldalon
megjelolt biztonsagos megszakitasi pontoknal lehet abbahagyni.

7. Avizsgalat reagenseit és 6sszetevéit a megadott hémérsékleten, a kijeldlt amplifikacio-el6tti vagy
amplifikacié-utani teriileten tarolja.

Ne tarolja a reagenseket fagymentes taroldegységben vagy hiitészekrényajto-rekeszekben.
Ne fagyassza le a gyongyoket tartalmazé reagenseket (LNB1, SPB és SMB).

10. Ne hasznaljon nem megfeleléen tarolt reagenseket.

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

12. Az FSM, SSM, ERA1-B és TCB1 tartalmazhat termékekhez kapcsolddo részecskéket. Kdvesse az egyes
reagensek kezelésére vonatkozd irdnyelveket. Az FSM és SSM keverési 1épések elvégzése utan a
visszamarado fehér, termékkel kapcsolatos részecskék nem befolyasoljak a teljesitményt.

13. Készitsen friss térzselegyeket, és hasznalat utan dobja ki a maradék térfogatot.

14. Mindig készitsen friss 80%-0s etanolt RNase/DNase-free water a mosasi lépésekhez. Az etanol vizet vehet
fel a leveg6bdl, ami befolydsolhatja az eredményeket. Hasznalat utan artalmatlanitsa a 80%-o0s etanolt a
helyi, allami és/vagy szovetségi el6irasoknak megfeleléen.

15. Vigye at az eluatum megadott térfogatat. Ha az ellicids 1épések soran a megadott térfogatnal kevesebb
eludtumot visz at, az befolyasolhatja az eredményeket.

16. Az ultraszonikatorokhoz kdvesse az aldbbi Utmutatdsokat. Mindenképpen kdvesse a gyartd utasitasait.

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

* Lassan adagolja az ultraszonikator-csovekbe, és kerdilje a kifroccsenést.

* Afolyadék elmozdulasanak és a minta elvesztésének elkerllése érdekében ne helyezze a
pipettahegyet az ultraszonikator-csé aljara, amikor eltavolitja a fragmentalt DNS-t.

17. Ne pipettazzon 2 pl-nél kevesebb mintabemenetet.

18. Ne hasznaljon csatornat a reagensek adagoldsara olyan lépésekhez, amelyekhez 10 ul-nél kevesebb
anyagot kell hozzaadni minden egyes mintahelyhez.

19. Hasznaljon finom hegy pipettat, amikor fragmentalt gDNS mintat visz at az ultraszonikatorcsovekbdl a
Library Prep (LP) lemezre.

20. A SUA1 és az UMI adapterek egylittes hasznalata tilos.

21. Hasznéljon SUA1 adaptereket RNS mintaknal.
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22.
23.

24.
25.

26.
27.
28.

29.

30.

31.

32.

33.

Hasznaljon UMI adaptereket DNS mintakkal.

Rendeljen kiilonb6z6 indexprimereket minden kdnyvtarmintahoz, hogy egyedileg azonosithassa az egyes
kényvtarakat, amikor azok egyetlen aramlasos cellan végzett szekvenalashoz vannak 6sszevonva.

Ne kombinalja a CPxx és UPxx indexprimereket ugyanabban a kényvtarban.

A mintak és az indexel6 primerek kozotti eltérések hibas eredményjelentést okoznak a pozitiv
mintaazonositas elvesztése miatt. A kdnyvtarel6készités megkezdése elétt adja meg a mintaazonositdkat,
és rendeljen hozza indexeket a Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU) elemzési
modul-ban. Régzitse a mintaazonositdkat, az indexelést és a lemezcellak tajolasat referenciaként a
konyvtar el6készitése soran.

A RNS-mintakbdl szarmazé kényvtarakhoz csak UPxx indexeket hasznaljon.
A DNS-mintakbol szarmazé kényvtarakhoz UPxx indexeket vagy CPxx indexeket hasznaljon.

Szekvenadljon maximum 8 RNS kényvtarat és 8 DNS kdnyvtarat aramlasi cellanként. Legalabb harom
koényvtar szekvenaldsa. Kovesse a Kényvtdrak szama és indexek kivdlasztdsa a(z) 38. oldalon.

Miutdn az E/sé célok rogzitése a(z) 63. oldalon és a Mdsodik célok régzitése a(z) 66. oldalon résznél a kétési
Iépés megtortént, azonnal [épjen a mosasi Iépésre, hogy megeldzze a gydngypelletek kiszaradasat.

A mosasi lépések soran tavolitsa el az 6sszes 80%-0s etanolt a celldk aljabdl. A megmaradt etanol
befolydsolhatja az eredményeket.

Az optimalis vizsgalati teljesitmény érdekében kdvesse a Haszndlati itmutatd a(z) 41. oldalon megadott
szamu mosast.

A Konyvtdrak normalizdldsa a(z) 72. oldalon eljaras soran alaposan szuszpendalja Ujra a konyvtari
gyongypelletet, hogy az dramlasi cellan konzisztens klaszters(irliséget kapjon.

A termékkel kapcsolatos sulyos eseményeket haladéktalanul jelentse a(z) lllumina vallalatnak, valamint a
felhasznald és a paciens lakhelye szerinti tagallamok illetékes hatdsagainak.
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Az eljarassal kapcsolatos megjegyzések

* A TSO Comprehensive (EU) munkafolyamat a kdvetkez6 litemezés szerint végezhetd el:

— 1. nap: cDNS szintézis RNS mintakbdl, gDNS mintak DNS fragmentacidja, kdnyvtar el6készitése és
éjszakai (els6) hibridizacio megkezdése.

— 2.nap: Dusitas, dusitott kdnyvtarak normalizaladsa és konyvtarak betdltése a NextSeq 550Dx késziilék-
ra.

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

a protokollban t6bb biztonsagos ledllasi pont van meghatdrozva. A felsorolt m(iveleteket kdzvetlendil

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

abbahagyni.

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

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

* Haszndljon nukledzoktél mentes, molekularis minéség(i vizet.

* Areagens hozzaadasa utan Oblitse le a hegyet Ugy, hogy egyszer felszivja és a lemez megfelel6 celldjaba
engedi ki, hacsak az eljaras masként nem rendelkezik.

* Aszobah6mérséklet a 15 °C és 30 °C kdzotti hdmérsékletet jelenti.
* Areagenseket, mintakat és/vagy kényvtarakat h(itve kell tarolni a hasznalati utasitas bizonyos Iépéseinél.

Ez jégen vagy azzal egyenérték(i hideg forrdson vald tarolasként hatarozhatd meg.

Héciklus-szabalyozé programok

* Programozza a héciklus-szabdlyozé programokat az el6- és utéamplifikalé berendezéseken a protokoll
megkezdése elbtt.

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

* Hasznadlja a h6ciklus-szabalyozé gyartdja altal ajanlott lemezeket.

A lemez zarofolidval ellatasa és a zarofdlia eltavolitasa

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

* Alemezlezardsdhoz biztonsdgosan ragassza fel a ragasztds boritast a lemezre egy tomitéékkel vagy
hengerrel.

* A 96 cellds lemezt mindig Uj ragasztds lemezzel zarja le, miel6tt a protokoll kdvetkez6 1épéseit
végrehajtana:

— Lemezrazasilépések
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— Centrifugalasi [épések
— Hémérséklet-valtoztatasi lépések
— Hibridizacidk
— Hosszu tavu tarolds
* Akeresztszennyez6dés és a parolgas kockdzatanak csokkentése érdekében gy6z6djon meg arrdl, hogy a
szélek és a celldk zartan tomitve vannak.

* Helyezze alemezt vizszintes felliletre, és lassan hlizza le a zaréfdliat.

* Alezaras megsziintetése eldtt, ha barmilyen folyadék vagy paralecsapddas figyelheté meg a lemezcellak
tomitésén vagy oldalfalain, centrifugalja 2809 erével 1 percig.

* Hasznaljon -20 °C és 100 °C koz6tti hémérsékleten hatékony, szoknyas vagy félszoknyas PCR lemezekhez
alkalmazhaté 6ntapadds lemeztomitéseket.

Berendezés

* Avizsgalat megkezdése el6tt gy6z6djon meg arrdl, hogy a laboratériumi személyzet ismeri a gyarto
utasitasait az 6sszes berendezés kezelésére és karbantartasara vonatkozodan.

Lemeztipus és lemezatvitelek

* Az optimalis vizsgalati teljesitményhez és taroldshoz megfelel§ lemeztipus sziikséges.

* Amikor térfogatokat visz at a lemezek kozo6tt, vigye at a megadott térfogatot a lemez minden egyes
celldjabdl a céllemez megfeleld celldjaba.

* Atdbbcsatornas pipettak akkor hasznalhatok, ha a mintakat kémcsécsikosavok vagy lemezek kdzott
helyezi at.
* Alemezek razasakor kdvesse az alabbi Utmutatasokat.
— Haszndljon lemezrazot a lemezek razasahoz. Ne keverje a lemezeket vortex keverdvel.
— Razza a PCR-lemezeket 1200 fordulat/perc sebességgel.
— Razza a MIDI-lemezeket 1800 fordulat/perc sebességgel.

— Kovesse a gyartd utasitdsait, hogy a lemezrazo biztosan tartsa a lemezt.
Centrifugalas

* Amikor a protokollban szerepl6 utasitasok azt jelzik, hogy révid ideig centrifugaljon, centrifugdlja 280g
erével 1 percig.

* Hafolyadék figyelhet6 meg a tomitésen vagy az lreg oldalan, centrifugélja a lemezt 280g erével 1 percig.
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Reagensek kezelése
* Hasznalat utan azonnal szorosan zarja vissza az 6sszes reagenscsovet a parolgas korlatozasa és a
szennyezddés megel6zése érdekében.

* Tegye vissza a reagenseket a megadott tarolasi hémérsékletre, amikor mar nincs rajuk sziikség egy
eljarashoz.
* Kovesse a Haszndlati utmutatd a(z) 41. oldalon egyes eljarasi szakaszait megel6z6 reagens-elékészitést.

* Ugyeljen arra, hogy a feldolgozott mintdk szdméhoz sziikséges mennyiség(i tdrzselegyet, ellcids keveréket
és 80%-o0s etanolt készitse eld.

* Atorzselegyben és az oldattabldzatokban megadott mennyiségek tobbletet tartalmaznak. A
tobblettérfogat kiszamitasa a kdvetkezé.

* 15tablazat
* Az FSM térfogata = (7,2 pl) x (mintdk szdma + kontrollok) x (1,25).
* Az RVT térfogata = (0,8 ul) x (mintak szama + kontrollok) x (1,25).
* 22 tablazat
* Az ERA1-B térfogata = (7,2 ul) x (kdnyvtarak szama) x (1,20).
* Az ERA1-A térfogata = (2,8 pl) x (kbnyvtarak szdma) x (1,20).
* 30 tablazat
* Az EE2térfogata = (20,9 ul) x (kdnyvtarak szama) x (1,364).
* HP3térfogata = (1,1 ul) x (kdnyvtarak szama) x (1,364).
* 31tablazat
* Az EE2térfogata = (20,9 pl) x (kdnyvtarak szama) x (1,364).
* HP3térfogata = (1,1 ul) x (kdnyvtarak szama) x (1,364).
* 37 tablazat
* LNA1térfogata = (38,1 pl) x (kbnyvtarak szama) x (2,0).
* LNB1térfogata = (6,9 ul) x (kbnyvtarak szama) x (2,0).
* 38tablazat
* EE2térfogata = (30,4 ul) x (kbnyvtarak szama) x (1,25).
* HP3térfogata = (1,6 yl) x (kbnyvtarak szdma) x (1,25).

Adapterkészletek

* A(z) TSO Comprehensive (EU) vizsgalat SUA1 és UMI adaptereket tartalmaz.
* Az SUA1 adapterek RNS mintakkal hasznalhatok. DNS mintakkal nem hasznalhatd.
* Az UMl adapterek DNS mintakkal haszndlhatok. RNS mintakkal nem hasznalhato.
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Gyongyok kezelése

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

Végezze el a megfelel6 szamu mosast minden gyongytipushoz.

Hasznalat el6tt ellendrizze, hogy a gydngyok szobahémérsékletliek-e.

Hasznalat el6tt keverje a gydngyodket 1 percig a homogenitas biztositasa érdekében.

A gyongyok pipettaval torténé 6sszekeverésekor kbvesse az aldbbi Utmutatdsokat:

— Hasznaljon megfelel6 pipetta- és hegyméretet a keverendd térfogathoz.

— Allitsa be a térfogatot a minta térfogatanak kériilbellil 50-75%-4ara.

— Lassan pipettazzon anélkiil, hogy elengedné a dugattyut.

— Kerlilje a kifroccsenést és a buborékok bejutasat.

— Helyezze a pipettahegyet a pellet f6lé, és kdzvetlenll a pelletbe adagolja, hogy a gydngyoket kiengedje
a celldabdl vagy a csébdl.

— Gy6z6djon meg arrdl, hogy a gyongypellet teljesen az oldatban van. Az oldatnak s6tétbarnanak és
homogén allagunak kell lennie.

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

Ha a magneses szeparacios lIépések sordn gyongyoket sziv fel a pipettahegyekbe, akkor a gyongyoket
adagolja vissza a magneses allvanyon Iévé lemezcellaba. Varjon, amig a folyadék tiszta lesz (korilbellil 2
perc), miel6tt tovabblépne az eljaras kovetkez6 |épésére.

Gyodngyok mosasakor:
— Alemezhez ajavasolt magneses allvanyt hasznalja.

— Adagolja a folyadékot kozvetlenil a gydngypelletre, hogy az liregek oldalan 1évé gydngyok nedvesek
legyenek.

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

Gydngyok mosasakor vagy felliliszd eltdvolitdsakor a pipettahegyeket az lrege celldk aljan megdontve
tavolitsa el, hogy elkerllje a vakuum létrehozasat és az oldat behlzasat a pipettahegy sz(iréibe.
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Konyvtarak szama es indexek kivalasztasa

A futtatas bedllitédsa el6tt tervezze meg a mintakdnyvtarak és mintaindexek szamat a szekvenaldsi futtatashoz.
A kovetkezé mintaszam-utmutatasok pozitiv kontrollokat tartalmaznak, de kizarjak a negativ/minta nélkdili
kontrollokat (NTC-ket). Az NTC-ket tovabbi mintaként kell hozzdadni a tervezett futtatashoz.

A TSO Comprehensive (EU) esetében kdvesse a 7 tablazat és a 8 tablazat Utmutatasait az egy aramlasi cellan
szekvendlandd RNS és/vagy DNS kdnyvtarak szamanak meghatarozasahoz. Lasd: 7 tablazat, ha az RNS vagy
DNS konyvtarakat kiilon szekvenalja. Lasd: 8 tablazat ha RNS és DNS konyvtarakat ugyanazon az aramlasi
cellan szekvenalja.

7 tablazat RNS vagy DNS konyvtarak szekvenadlasa

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

* Az NTC-k nem jarulnak hozza a plexitashoz.

8 tablazat RNS és DNS konyvtarak szekvenaldsa ugyanazon az dramldsi cellan

Konyvtar tipusa Minimum Maximum*
RNS 3 8
DNS 3 8

* Az NTC-k nem jarulnak hozzé a plexitashoz.
A reagens optimalis hasznalatdhoz a DNS és RNS konyvtarak TSO Comprehensive (EU) hasznalataval térténé
szekvenadldsakor a(z) NextSeq 550Dx késziilék m(liszeren, szekvenaljon 8 RNS kdnyvtarat és 8 DNS kdnyvtarat
aramlasi cellanként.
Az indexprimerek egyedileg azonositjak az egyes mintakat, igy a kdnyvtarak 6sszevonhatdk egy aramlasi cella
szekvenalasahoz. A kompatibilis indexkombinaciok megjelennek a Create Run (Futtatas létrehozasa) képernyén
a futtatas bedllitdsa soran itt: Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU) elemzési modul. A
konyvtar el6készitése soran adja hozza az indexprimert az egyes mintakényvtarakhoz. Minden mintakényvtarhoz
mas indexprimer-keveréket hasznaljon.
Gy6z6djon meg arrdl, hogy a mintakkal hasznalt indexprimerek megegyeznek a Local Run Manager TruSight
Oncology Comprehensive (EU) elemzési modul-vel térténé elemzéshez kivalasztott indexekkel. Az eltérések
hibas eredményjelentést okoznak a pozitiv mintaazonositas elvesztése miatt.

A TSO Comprehensive (EU) vizsgdlatban kétféle index van.

* UPxx indexek—Az UPxx indexeket RNS- vagy DNS-mintakbdl szarmazé konyvtarakhoz hasznalja.
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* CPxx indexek—A CPxx indexeket DNS-mintakbdl szarmazé kényvtarakhoz hasznalja. Ne hasznalja a CPxx
indexeket RNS-b6l szarmazd kdnyvtarakhoz, vagy ha 6sszesen harom DNS kdnyvtar szekvenaldsara kertil
sor.

Ha csak harom kdnyvtarat szekvenal, a kovetelmények a kdvetkezdk:

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

* Ne hasznaljon CPxx indexkészleteket.

* Az aldbbi UPxx indexkészletek egyike sziikséges a megfeleld diverzitas biztositasahoz.
— UPO1, UP02 és UP03
— UPO04, UPO5 és UPO6
— UPO07, UP08 és UP09

— UP10, UP11 és UP12
Példaul az els6 konyvtar az UP01, a masodik konyvtar az UP02 és a harmadik konyvtar az UP03.

TruSight onkoldgiai kontrollok

A TSO Comprehensive (EU) el6feltétele a TruSight onkoldgiai kontrollok megléte, amely a TruSight onkoldgia
DNS-kontrollbdl és a(z) TruSight onkoldgia RNS-kontrollbdl all pozitiv kontrollokként. Minden egyes DNS-
szekvenalasi futtatashoz a TruSight onkoldgia DNS-kontrollt és egy adott kdnyvtarel6készitési eseményen
belll minden egyes RNS-szekvenalasi futtatdshoz a TruSight onkoldgia RNS-kontrollt is tartalmazza (beleértve
a kombinalt DNS- és RNS-mérések kontrolljait is). Egyedi pozitiv kontroll készil minden tervezett szekvenalt
futtatashoz.

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

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

* Haszndljon DN4z-/RN4z-mentes vizet az RNS NTC-hez.

* A pozitiv kontrollok a maximalis konyvtari kbvetelmény részét képezik.

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

* Haszndlja az UP indexeket az NTC-hez 3 konyvtar szekvenalasakor.

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

Az aldbbi tdblazatok lemezelrendezésekre mutatnak példakat a konyvtar el6készitéséhez. Minden szamozott
oszlop egyetlen szekvenalasi futtatast jeldl. Amikor a DNS- és RNS-kényvtarakat egylitt szekvenalasra
hasznaljak, minden egyes oszlop egy szekvenalasi futtatast képvisel (példaul 1. oszlop és 7. oszlop). Az NTC
minden oszlophoz vagy oszlopkészlethez szekvenalt.
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illumina

9 tablazat Konyvtarel6készitési esemény egy egyszeri futtatdshoz, hat betegmintaval egyditt

1

A Pos DNS-

kontroll
B DNS 1
(& DNS 2
D DNS 3
E DNS 4
F DNS 5
G DNS 6

DNS
H

NTC

2

Ures
Ures
ures
Ures
ures
Ures
ures

ures

3

ures
ures
Ures
ures
Ures
ures
Ures

ures

4

Ures
Ures
Ures
ures
ures
ures
Ures

ures

5

Ures
ures
Ures
Ures
Ures
ures
Ures

ures

6

Ures
Ures
Ures
Ures
ures
Ures
Ures

ures

10 tablazat Harom futtatas konyvtarel6készitési eseménye, beleértve 20 betegmintat

1

A Pos DNS-
kontroll
B DNS1
c DNS 2
D DNS 3
E DNS 4
F DNS 5
G DNS 6
H DNS
NTC

2

Pos DNS-
kontroll

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

DNS 13
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Pos DNS-

kontroll
DNS 14
DNS 15
DNS 16
DNS 17
DNS 18
DNS 19

DNS 20

4

Ures
ures
ures
Ures
ures
ures
ures

ures

5

Pos RNS-
kontroll

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

RNS NTC
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6

Pos RNS-

kontroll
RNS 7
RNS 8
RNS 9
RNS 10
RNS 11
RNS 12

RNS 13

7

Pos RNS-

kontroll
RNS 1
RNS 2
RNS 3
RNS 4
RNS 5
RNS 6

RNS NTC

7

Pos RNS-

kontroll
RNS 14
RNS 15
RNS 16
RNS 17
RNS 18
RNS 19

RNS 20
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Hasznalati Utmutato

A TSO Comprehensive (EU) munkafolyamat attekintése az 1 dbra és az 2 dbra lathaté.

Konyvtarel6készitési munkafolyamat

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

A protokoll megkezdése el6tt irja be a futtatasi és mintaadatokat a(z) Local Run Manager TruSight Oncology
Comprehensive (EU) elemzési modul szoftverbe. Lasd: Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive
(EU) elemzési modul Munkafolyamat utmutatd (dokumentumszam: 200008661).
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14bra TSO Comprehensive (EU) Munkafolyamat (1. rész)

1. nap

Biztonsagos
abbahagyasi pont

0 RNS semlegesitése és lagyitasa o gDNS

Munkaidd: 65 perc
Osszesen: 75 perc
EPH 3 reagensek

fragmentalasa

Munkaidd: 100 perc
Osszesen: 110 perc

e Elsd szal cDNS szintézalasa Reagens: TEB

Munkaidd: 10 perc
Osszesen: 50 perc
Reagens: FSM, RVT

e Masodik szal cDNS szintetizalasa

Munkaidd: 10 perc
Osszesen: 35 perc
Reagens: SSM

o cDNS tisztitasa
Munkaidd: 30 perc
Osszesen: 40 perc

Reagensek: SPB, 80%, EtOH, RSB

Biztonsagos abbahagyasi pont

Biztonsagos
abbahagyasi pont

e Végjavitas és A-illesztés végrehajtasa

Munkaidd: 10 perc
Osszesen: 70 perc
Reagensek: ERA1-A, ERA1-B

e Adapterek kétése
Munkaidd: 15 perc
Osszesen: 50 perc
Reagensek: ALB1, LIG3, SUA1/UMI, STL

0 A kotés tisztitasa
Munkaidd: 40 perc
Osszesen: 50 perc
Reagensek: SPB, 80% EtOH, RSB

o PCR indexelése

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

® cDNS @® Metszett DNS

* A gyakorlati és a teljes id6 hozzavetdleges.
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Dusitasi munkafolyamat

illumina

Az2 dbra a TSO Comprehensive (EU) dusitasi munkafolyamatot mutatja be. A 1épések kdzott jelezve vannak a

biztonsagos megszakitasi pontok.

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

1. nap (folytatas) (@) Az elso hibridizacié bedlitasa
Munkaidd: 15 perc
Osszesen: Ejszaka
Reagensek: TCB1, TCA1, OPR1/0OPD2
Ejszakai hibridizacio
2. nap 6 Els6 célok régzitése
Munkaidd: 60 perc

Osszesen: 100 perc
Reagensek: SMB, EEW, EE2,HP3, ET2

Masodik hibridizacio beallitasa
Munkaidd: 10 perc

Osszesen: 2—4 6ra
Reagensek: TCB1, TCA1, OPR1/0OPD2

Masodik célok rogzitése

Gyakorlat: 25 perc

Osszesen: 60 perc

Reagensek: SMB, RSB, EE2, HP3, ET2
Biztonsagos

abbahagyasi pont

Munkaidé: 5 perc
Osszesen: 60 perc
Reagensek: EPM, PPC3

Munkaidd: 30 perc
Osszesen: 40 perc

Biztonsagos Reagensek: SPB, 80%, EtOH, RSB

abbahagyasi pont

Kdényvtarak normalizalasa
Munkaidd: 40 perc
Osszesen: 70 perc

Biztonsagos
abbahagyasi pont

Munkaidd: 30—45 perc
Osszesen: 120 perc
Reagensek: HP3, RSB, PX3, HT1

5 e Szekvenalas
@ Dusitas - Beraai
el6készitése
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Dusitott kdnyvtar amplifikalasa

Amplifikalt dusitott konyvtar tisztitasa

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

El6készités a szekvenalashoz
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Héciklus-szabalyozo6 programozasa

illumina

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

szabalyozodkra.

11tablazat Amplifikalas el6tti héciklus-szabalyozd programok

Eliarasi 16pés Program Fedél Reakcid
] P neve hémérséklete térfogata

RNS semlegesitése és LQ-RNS 100 °C 17 pl

lagyitasa

Els6 torzs cDNS-ének 1stSS 100 °C 25 ul

szintézise

Mdsodik térzs cDNS-ének  2ndSS 30°C 50 pl

szintézise

Héciklus-szabalyozo6 paraméterei

65 °C 5 percig
4 °C 1 percig
Térolds 4 °C-on

25 °C 10 percig
42 °C 15 percig
70 °C 15 percig
4 °C 1 percig

Tarolds 4 °C-on
16 °C 25 percig
4 °C 1 percig

Tarolds 4 °C-on

MEGJEGYZES Ha a 2ndSS fedelének hémérséklete nem allithaté 30 °C-ra, kapcsolja ki az elémelegitett

fedél flitési opciot.

12 tablazat Amplifikalas utani héciklus-szabalyozd programok

NS Fedél Reakcio
Eljarasi lépés Program neve e ,
hémérséklete térfogata
PCR indexelése [-PCR 100 °C 50 i
Elsé hibridizacio HYB1 100 °C S50 ul

végrehajtasa
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Héciklus-szabalyozé paraméterei

98 °C 30 masodpercig
15 ciklus a kdvetkezbk szerint:

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

72 °C 5 percig

Tarolds 10 °C-on

95 °C 10 percig

85 °C 2 perc 30 masodpercig
75 °C 2 perc 30 masodpercig
65 °C 2 perc 30 masodpercig
57 °C-on kell tarolni 8-24 6ran
at
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e Fedél Reakcio . , X X .
Eljarasi lépés Program neve hémérséklete térfogata Héciklus-szabalyoz6 paraméterei
Masodik hibridizacio HYB2 100 °C 50 i » 95°C 10 percig
végrehajtasa » 85°C 2 perc 30 masodpercig

e 75°C 2 perc 30 masodpercig
e 65 °C 2 perc 30 masodpercig
e 57 °C-on, kell tarolni 1,5-4 6ran
at
Dusitott kdnyvtar EL-PCR 100 °C 50 pl » 98 °C 30 masodpercig
amplifikalasa » 18 ciklus a kdvetkez8k szerint:

» 98 °C 10 masodpercig
» 60 °C 30 masodpercig
e 72 °C 30 masodpercig
e 72 °C 5 percig
o Tarolds 10 °C-on

Felkésziilés a protokoll Iépéseire

1. Alaposan fertétlenitse a munkaterileteket RNaz-/DNaz-gatld tisztitdszerrel.
/N FIGYELEM!
A munkafolyamat minden eljardsahoz RNaz-/DNdz-mentes kdrnyezet sziikséges.

2. Gy6z6djon meg arrdl, hogy az amplifikacio elétti héciklus-szabalyozé programok be vannak allitva. Lasd a
Héciklus-szabalyozd programozadsa a(z) 44. oldalon.

3. Kovesse a gyartd utasitdsait az ultraszonikator beallitadsahoz.
4. Ha csak DNS mintékat dolgoz fel, folytassa kdzvetlenil a gDNS fragmentdldsa a(z) 50. oldalon.
5. Vegye ki az RNS kontrollokat a tarolébdl.
6. Vegye ki a reagenscsdveket a dobozbdl, és kdvesse a kiolvasztasi utasitasokat.
13 tablazat TruSight Oncology Comp RNA Library Prep (cikkszam: 20031127)
Reagens Tarolas Kiolvasztasi utasitasok Protokoll-lépés
EPH3 -25°Cés-15°C Olvassza ki szobahémérsékletre RNS semlegesitése és lagyitasa
kozott
FSM -25°Cés-15°C Olvassza ki szobahémérsékletre Elsé torzs cDNS-ének szintézise
kozott
RVT -25°Cés-15°C Tarolja hitve Els6 torzs cDNS-ének szintézise
kozott
SSM -25°Cés-15°C Olvassza ki szobahémérsékletre Masodik térzs cDNS-ének
kozott szintézise
Dokumentumszam: 200007789 v07 45 /150

IN VITRO DIAGNOSZTIKAI HASZNALATRA. CSAK EXPORTALASI CELOKRA.



TruSight Oncology Comprehensive (EU) termékismerteté illumina

14 tabldzat TruSight Oncology Comp Library Prep (hité) (cikkszam: 20031119)

Reagens Tarolas Kiolvasztasi utasitasok Protokoll-1épés

SPB (vildagoszold 2°Cés8°C Melegitse szobahémérsékletre 30 cDNS tisztitasa

cimke) kozott perc alatt.

RSB 2°Cés8°C Hozza szobahémérsékletre. cDNS tisztitasa
kdzott

RNS semlegesitése és lagyitasa

Ez a folyamat semlegesiti a tisztitott RNS-t, és random hexamerekkel feltdlti a cDNS-szintézis el6készitéséhez.

El6készités

Készitse el a kovetkezd reagenseket.
* EPH3—Tegye félre.

*  FSM—Vortex keverdvel keverje. Rovid ideig centrifugdlja, majd pipettdzza az 6sszekeveréshez.

A reagens fehér, termékkel kapcsolatos részecskéket tartalmazhat. Nincs szlikség felhasznaloi
mdveletre. Nincs hatassal a termék teljesitményére.

* RVT—ROvid ideig centrifugalja, majd pipettdzza az 6sszekeveréshez. Tarolja hltve.

MEGJ EGYZES Az RVT viszkdzus oldat. Pipettazas kozben minimalizalja a buborékképzédést.

2. Kombindlja mikrocentrifugacs6ben a kovetkezd térfogatokat az FSM + RVT torzselegy elkészitéséhez.
15 tdbldzat FSM + RVT torzselegy
Torzselegy komponens 4 konyvtar (pl) 8 konyvtar (ul) 16 konyvtar (ul) 24 konyvtar (ul)
FSM 36 72 144 216
RVT 4 8 16 24
Ez a tablazat tartalmazza a térfogattullépést. A szamitasokat Idsd a Reagensek kezelése a(z) 36. oldalon cim(i részben.
3. Pipettazza 10-szer a keveréshez.
4. Taroljaaz FSM + RVT torzselegyet hiitve az Elsé térzs cDNS-ének szintézise a(z) 47. oldalon.
Eljaras
1. Az extrahdlt RNS mintdkat és RNS kontrollokat tartsa h(itve kiolvasztas kozben.
Az RNS kontrollokat mintaként dolgozza fel a protokoll hatralévé részében.
2. Az RNS-t tarolja hltve, amikor nincs hasznalatban. A mintdk mennyiségi meghatarozasahoz lasd A
mintakkal kapcsolatos kévetelmények a(z) 27. oldalon.
3. Pipettazzon minden RNS mintat 10-szer az 6sszekeveréshez.

Dokumentumszam: 200007789 v07
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10.

11.
12.
13.

14.

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

Cimkézzen fel egy Uj, 96 cellas CF PCR lemezt (cDNS fragmentumok).
Adjon 8,5 Ul RNS mintat a CF PCR lemez egyedi celljaba.

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

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

Helyezze fel az 6ntapadds lemeztomitést az CF PCR lemezre.

/N FIGYELEM!

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

Razassa 1200 fordulat/perc sebességgel, 1 percig.

Centrifugalja 280g-vel 1 percig.

Helyezze egy héciklus-szabalyozéra, és futtassa az LQ-RNS programot.
Lasd a Héciklus-szabdlyozo programozasa a(z) 44. oldalon.

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

ElsO torzs cDNS-ének szintézise

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

Eljaras

n

o gk~ w

N

Vegye ki a CF PCR lemezt a h6ciklus-szabalyozdébdl.

Pipettdzza 10-szer az FSM + RVT t6rzselegy 6sszekeveréséhez. Gy6z6djon meg arrdl, hogy az FSM + RVT
keverék teljesen homogén.

Adjon 8 ul FSM + RVT torzselegyet minden mintacellaba.
Pipettazza 10-szer a keveréshez.
Dobja ki a maradék FSM + RVT torzselegyet.

Helyezze fel az 6ntapadds lemeztomitést az CF PCR lemezre.
A pérolgds megel6zése érdekében zarja le teljesen a széleket és a celldkat.

Razassa 1200 fordulat/perc sebességgel, 1 percig.

Centrifugalja 280g-vel 1 percig.

9. Helyezze egy héciklus-szabdlyozdra, és futtassa az 1stSS programot.
Lasd a Héciklus-szabdlyozd programozédsa a(z) 44. oldalon.
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10. Amikor a mintak elérik a 4 °C-ot, azonnal folytassa a kdvetkez§ lépéssel.
Az els6 szalmintak 4 °C-on legfeljebb 5 percig tarolhatok.

Masodik torzs cDNS-ének szintézise

Ez a folyamat eltavolitja az RNS mintat, és szintetizalja a két szald cDNS-t.
El6készités
1. Készitse el6 a kovetkez6 reagenst.

* SSM—Keverje 6ssze 10-szeri atforditassal. Roviden centrifugalja.
Eljaras
1. Vegye ki a CF PCR lemezt a héciklus-szabalyozdbdl.

Adjon 25 ul SSM-et minden cellaba.

3. Helyezze fel az 6ntapadds lemeztomitést az CF PCR lemezre.
A parolgas megel&zése érdekében zarja le teljesen a széleket és a cellakat.

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

6. Helyezze egy héciklus-szabalyozdra, és futtassa a 2ndSS programot.
Lasd a Héciklus-szabdlyozd programozdsa a(z) 44. oldalon.

7. Amikor a mintdk elérik a 4 °C-ot, tartsa nyomva 1 percig, majd azonnal folytassa a kdvetkezé Iépéssel.

cDNS tisztitasa

Ez a folyamat az SPB-t hasznadlja a cDNS tisztitdsdhoz a nem kivant reakciékomponensektél. A gyéngyok
moséasa kétszer, friss 80%-o0s EtOH segitségével torténik. A cDNS-t RSB-vel elualt.
El6készités
1. Készitse el a kovetkezd reagenseket.
* SPB—Ugyeljen arra, hogy a gyéngyok 30 percig szobahémérsékleten legyenek.

* RSB—Tegye félre az eljarasban vald hasznalathoz.

2. Készitsen friss 80%-0s EtOH-ot 15 ml-es vagy 50 ml-es kipos kémcsében, az aldbbiak szerint.

16 tablazat Készitsen friss 80%-o0s EtOH-t

Reagens 4 konyvtar 8 konyvtar 16 koényvtar 24 konyvtar

100% EtOH, tiszta 2 ml 4 ml 8 mi 12 mi

RNase/DNase-free water 500 I Tml 2ml 3ml
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Vortex keverével keverje 6ssze a friss 80%-0s EtOH-t.

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

6

Helyezze el a magnest.
Eljaras
Rogzitse

1. Vegye ki a CF PCR lemezt a héciklus-szabalyozdbdl.
2. Vortex keverével keverje az SPB-t a gyongyok Ujraszuszpendaldasahoz 1 percig.

3. Azonnal adjon 90 ul SPB-t a BIND1 MIDI lemez minden minta cellajaba.
Ha az SPB adagolasahoz csatornat hasznal, akkor 1,05-o0s tdbblettényez6t kell alkalmazni, amikor
mintanként elegendé anyagot oszt szét. Az SPB minden mintacelldba valé hozzaadasa utan dobja ki a
maradék anyagot.

4. Vigye at a teljes térfogatot (50 pl) minden mintabdl a CF PCR lemezrél a BIND1 MIDI lemez megfelel§
cellajaba.
Dobja ki az lires CF PCR lemezt.

6. Helyezze fel aragasztds lemeztdmitést a BIND1 MIDI lemezre.
Zarja le teljesen a széleket és a celldkat.

Razza 1800 fordulat/perc sebességgel, 2 percig.
Inkubdlja szobahémérsékleten 5 percig.
9. Helyezze a BIND1 MIDI lemezt 5 percre egy magneses allvanyra.

10. Tartsa alemezt a magneses allvanyon. 200 pl-re bedllitott pipettaval tavolitsa el és dobja ki az 6sszes
felliluszot mindegyik mintacellabdl a gyongypellet felzavarasa nélkdil.

Mosas

1. Végezze el a gydngyok mosasat a kdvetkezé mddon:

a. Tartsa a BIND1 MIDI-lemezt a magneses allvanyon, és adjon 200 pl friss 80%-o0s EtOH-ot minden egyes
cellaba.

b. Varjon fél percet.

c. 200 ul-re bedllitott pipettaval tavolitsa el és dobja ki az 6sszes fellilliszdt mindegyik cellabdl a
gyongypellet felzavarasa nélkdil.

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

Higitas
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1. Tavolitsa el a BIND1 MIDI lemezt a magneses allvanyrol.
2. Forditsa meg vagy vortexelje az RSB keveréséhez.

3. Adjon 22 pl RSB-t minden celldba.
4

Helyezze fel a ragasztds lemeztdomitést a BIND1 MIDI lemezre.
Zarja le teljesen a széleket és a cellakat.

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

Helyezze 2 percre egy magneses allvanyra.

® N o o

Cimkézzen fel egy uj, 96 cellas MIDI lemezt PCF-fel (tisztitott cDNS fragmentumok).
Ha megall a BIZTONSAGOS MEGSZAKITASI PONT a(z) 50. oldalon, hasznaljon PCR lemezt.

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

10. Artalmatlanitsa az lires BIND1 MIDI lemezt.

11. Adjon 30 pl RSB-t a PCF lemezen minden mintat tartalmazo cellaba.

12. Pipettazza 10-szer az 6sszekeveréshez.

13. Helyezze fel az 6ntapadds lemeztomitést a PCF lemezre, és tartsa h(itve.

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

15. Ha csak RNS-bél (cDNS) szarmazé mintakat dolgoz fel, és nem all meg a biztonsagos ledllitasi ponton,
folytassa az End Repair A-Tailing végrehajtasa a(z) 54. oldalon.
BIZTONSAGOS MEGSZAKITASI PONT

Ha megall, centrifugalja a PCF PCR lemezt 2809 erével 1 percig, és tarolja -25 °C és -15 °C kdzo6tt legfeljebb 7
napig.

Felkészulés a protokoll Iépéseire

1. Vegye ki a DNS kontrollokat a taroldbdl.
2. Vegye ki a reagenscsovet a dobozbdl, és kdvesse a kiolvasztasi utasitasokat.
17 tdbldzat TruSight Oncology Comp Library Prep (h(it6) (cikkszam: 20031119)

Reagens Tarolas Kiolvasztasi utasitasok Protokoll-1épés
TEB 2°Cés8°C Hozza szobah&mérsékletre. gDNS fragmentalasa
kozott

gDNS fragmentalasa

Ez a miivelet fragmentdlja a gDNS-t, és dsDNS fragmentumokat hoz Iétre 3' vagy 5' tdlnyulassal.
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El6készités

1. Kovesse a Nukleinsav-extrakcio, mennyiségi meghatarozads és tarolds a(z) 28. oldalon rész vonatkozd
ajanlasait a mintak kvantifikalasahoz.

2. Készitse el6 a kovetkez6 reagenst:

* TEB—Forditsa at vagy vortexelje a keveréshez.
Eljaras
A lemez el6készitése

1. Alemez el6készitéséhez valassza ki a kdvetkez6 lehetéségek egyikét.
* 1. opcio: A gDNS-mintdkat a cDNS-mintakkal egyidejlileg dolgozza fel a PCF MIDI lemezen.
a. Cimkézze fel a PCF MIDI lemez LP-vel (Konyvtarel6készités).
b. Tartsa h(itve, és tegye félre a Fragmentalt DNS atvitele a(z) 52. oldalon.

* 2. opcio: A gDNS-mintakat a cDNS-mintakkal egyidejlileg dolgozza fel, mig a PCF PCR lemez
fagyasztott.

Olvassza ki a PCF PCR lemezt szobahémérséklet(re.

Centrifugalja 280g-vel 1 percig.

Pipettdzza 10-szer a keveréshez.

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

Vigye at a teljes 50 ul mintat a PCF PCR lemezrél a LP MIDI lemez megfeleld celldjaba.
Dobja ki a PCF PCR lemezt.

Helyezze fel az 6ntapadds lemeztdomitést, és tarolja hlitve a Fragmentalt DNS atvitele a(z) 52.
oldalon.

-~ 0 o0 T o

@

* 3. opcio: Csak gDNS mintak feldolgozasa.

a. Cimkézzen fel egy Uj 96 cellas MIDI lemezt LP-vel (konytarelékészités).
Ha megall a BIZTONSAGOS MEGSZAKITASI PONT a(z) 52. oldalon, hasznaljon PCR lemezt.

b. Fedje be, és tegye félre a Fragmentalt DNS atvitele a(z) 52. oldalon.
gDNS higitasa

Olvassza ki a gDNS mintakat és a DNS kontrollokat szobahémérsékleten.
Pipettdzzon minden gDNS mintat 10-szer a keveréshez.
Roviden centrifugdlja a kémcsovet a cseppek 6sszegyljtéséhez.

Forditsa at vagy vortexelje a TEB keveréséhez.

aopowoN s

A TEB segitségével készitsen el minden egyes gDNS mintat 52 ul-es végleges térfogatban. A kdvetkez6
tablazat tartalmazza a bemeneti mennyiségeket és a minimalis koncentracidkat a mintatipus alapjan.
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* Avizsgalat minimalis extrakcids koncentraciot igényel, hogy legaldbb 40 pl TEB-t biztositson az 52 pl
térfogatbdl.

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

* A mintaveszteség megel6zése érdekében ne pipettdazzon 2 pl-nél kevesebb mintat ebbe a higitasba.

Mintatipus Beviteli 6sszeg (ng) Minimalis koncentracio (ng/ul)

FFPE 40 3,33

Kontroll 40 Lasd a kémcsé cimkéjét
Fragmentum

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

/N FIGYELEM!

Lassan toltse be a gDNS-t a csébe, ligyelve arra, hogy ne legyenek légrések a csé aljan. Tovabbi
informaciokért lasd a Vizsgdlat a(z) 31. oldalon és a gyarté utasitasait.
2. Rogzitse a csik tajolasat.

3. Fragmentalja a gDNS-t fragmentumokra ultraszonikator segitségével.
Fragmentalt DNS atvitele

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

2. A minta visszanyeréséhez kdvesse az ultraszonikator gyartdjanak utasitasait.
Egyes ultraszonikator csétipusoknal centrifugalas szlikséges a minta kémcsében térténé
konszolidalasahoz.

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

4. Helyezze fel aragasztds lemeztomitést az LP MIDI lemezre.

BIZTONSAGOS MEGSZAKITASI PONT

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

Felkészlilés a protokoll Iépéseire

Gy6z6djon meg arrdl, hogy az amplifikacié utani héciklus-szabalyozd programok be vannak allitva. Lasd a
Héciklus-szabalyozd programozadsa a(z) 44. oldalon.

1. Készitsen el6 egy jégtartd vodrot vagy azzal egyenértékli eszkdzt.

Dokumentumszam: 200007789 v07 52 /150

IN VITRO DIAGNOSZTIKAI HASZNALATRA. CSAK EXPORTALASI CELOKRA.



TruSight Oncology Comprehensive (EU) termékismerteté illumina

2. Vegye ki a reagenscsovet a dobozbdl, és kdvesse a kiolvasztasi utasitasokat.

18 tabldzat TruSight Oncology Comp Library Prep (fagyasztd) doboz (cikkszdm: 20031118)
Reagens Tarolas Kiolvasztasi utasitasok Protokoll-lépés
ERA1-A -25°Cés Térolja hdtve. End Repair A-Tailing
-15 °C kozott végrehajtasa

ERA1-B -25°Cés Olvassza ki szobahémérsékletre. End Repair A-Tailing
-15 °C kozo6tt végrehajtasa

ALB1 -25°Cés Olvassza ki szobahémérsékletre. Adapterek kotése
-15 °C kozott

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

SUA1T (kék -25°Cés Olvassza ki szobahémérsékletre. Adapterek kotése

kupak) -15 °C kozott

UMI (fehér -25°Cés Olvassza ki szobah6émérsékletre. Adapterek kotése

kupak) -15 °C k6zott

STL -25°Cés Olvassza ki szobahémérsékletre. Adapterek kotése
-15 °C kozott

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

19 tablazat TruSight Oncology Comp Library Prep (h(ité) doboz (cikkszam: 20031119)

Reagens Tarolas Kiolvasztasi utasitasok Protokoll-lépés

SPB (vilagoszdld 2°Cés8°C Melegitse szobahémérsékletre 30 A kotés tisztitasa

cimke) kozott perc alatt.

RSB 2°Cés8°C Hozzaszobahémérsékletre. A kOtés tisztitasa
kozott

20 tablazat TruSight Oncology Comp UP Index Primers doboz (cikkszam: 20031120)

Reagens Tarolas Kiolvasztasi utasitasok Protokoll-lépés

UPxx -25°Cés Olvassza ki a megfeleld PCR indexelése
-15 °C kozo6tt indexprimercsoveket szobahémérsékletre.

21tdblazat TruSight Oncology Comp CP Index Primers doboz (cikkszdm: 20031126)

Reagens Tarolas Kiolvasztasi utasitasok Protokoll-lépés

CPxx -25°Cés Olvassza ki a megfeleld PCR indexelése
-15 °C kozo6tt indexprimercsoveket szobahémérsékletre.
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End Repair A-Tailing végrehajtasa

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

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

Elokészités

1.

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

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

2. Készitse el a kovetkezd reagenseket.

* ERAT1-A—RO0vid ideig centrifugalja, majd pipettazza a keveréshez. Tarolja h(tve.

* ERA1-B—Vortexeléssel keverje 6ssze, majd rovid ideig centrifugalja. Ellenérizze, hogy nincsenek-e
kicsapddasok. Ha van, melegitse fel a kémcsovet 37 °C-ra, majd pipettdzza a 6sszekeveréshez, amig a
csapadék feloldddik.

3. Készitse el6 az ERAT torzselegyet mikrocentrifuga-csében.
22 tablazat ERA1 t6rzselegyn
Torzselegy komponens 4 konyvtar 8 konyvtar 16 konyvtar 24 konyvtar 48 konyvtar
ERA1-B 35 ul 69 ul 138 pl 207 415 pl
ERAT-A 13,5 ul 27 ul 54 ul 81l 161 pl
TEz a tablazat tartalmazza a térfogattullépést. A szamitasokat ldsd a Reagensek kezelése a(z) 36. oldalon cim(i
részben.
4. Pipettazzalassan 10-szer a homogenitas megérzése érdekében, majd centrifugalja réviden. Tarolja h(itve
az ERA1 torzselegyet.
5. Alemez el6készitéséhez valassza ki a kdvetkez6 lehetéségek egyikét.
* 1. opcié: Ha a mintdk MIDI lemezen vannak, az aldbbiak szerint készitse el6 6ket.
* Cimkézze fel Ujra a MIDI LP2 lemezt (2. kbnyvtar el6készitése).
* Haegyes mintak kiilon MIDI lemezeken vannak, helyezze at az 6sszes mintat ugyanannak a MIDI
lemeznek a celldiba a lemez elrendezésének megfeleléen.
* 2.o0pcio: Ha a lemez fagyasztott, készitse elé az alabbiak szerint.
a. Olvasszakia PCF PCR lemezt vagy az LP PCR lemezt szobahémérsékletlire.
b. Centrifugalja a lemezt 280g-vel 1 percig.
c. Pipettazza 10-szer a keveréshez.
d. Cimkézzen fel egy Uj 96 cellas MIDI lemezt LP2-vel (2. kdnyvtarel6készités).
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illumina

e. Vigye at a teljes 50 pl mintat a PCF PCR lemezrél vagy az LP PCR lemezrél az LP2 MIDI lemez

megfeleld celldjaba.
f. Dobjakia PCF PCR vagy LP PCR lemezt.

Eljaras

w

© N o g k&

Adjon 10 ul ERA1 torzselegyet az LP2 MIDI lemez minden cellajaba.
Dobja ki a maradék ERA1 térzselegyet.

Helyezze fel a ragasztds lemeztdomitést az LP2 MIDI lemezre.
A parolgds megel6zése érdekében zarja le teljesen a széleket és a celldkat.

Razza 1800 fordulat/perc sebességgel, 2 percig.

Inkubalja az el6melegitett mikrominta inkubatorban 30 °C-on 30 percig.
Azonnal vigye at egy masodik, elémelegitett mikrominta-inkubatorba.
Inkubalja 72 °C-on 20 percig.

Térolja hitve az LP2 MIDI lemezt 5 percig.

Adapterek kotése

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

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

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

El6készités

1.

Készitse el a kovetkezd reagenseket.

* ALB1—Vortex kever6vel keverje 0ssze legaldbb 10 masodpercig, majd rovid ideig centrifugalja.

* LIG3—Rovid ideig centrifugdlja, majd pipettdzza a keveréshez. Térolja hitve.

* SUAT—Vortex keverével keverje 6ssze legalabb 10 masodpercig, majd rovid ideig centrifugalja.

* UMI—Vortex keverdvel keverje 6ssze legaldbb 10 masodpercig, majd révid ideig centrifugalja.

* STL—Tegye félre az eljarasban vald haszndlathoz.

Eljaras

Vegye le az LP2 MIDI lemezt a jégrél vagy hasonld hideg forrasrol.

Adjon 60 pl ALB1-et az LP2 MIDI lemez minden cellajaba. Az ALB1 viszkdzus oldat. A buborékképzédés

minimalizalasa érdekében lassan pipettazzon.
Adjon 5 ul LIG3-at minden cellaba.

Az adaptereket az alabbiak szerint adja hozza.
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Ne kombinaljon kllonb6z4 tipusu adaptereket.

*  RNS mintacellak —10 yl SUA1 (kék kupak) minden RNS-bél szarmazé mintahoz.
* DNS mintacellak —10 pl UMI (fehér kupak) minden DNS-bél szarmazé mintahoz.

5. Helyezze fel aragasztds lemeztdmitést az LP2 MIDI lemezre.
Zarja le teljesen a széleket és a celldkat.

Razza 1800 fordulat/perc sebességgel, 2 percig.

Inkubdlja szobahémérsékleten 30 percig.

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

© © N o

10. Helyezze fel a ragasztds lemeztdmitést az LP2 MIDI lemezre.
A parolgds megel6zése érdekében zarja le teljesen a széleket és a cellakat.

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

A kotés tisztitasa

illumina

Ez a folyamat az SPB-t hasznalja az adapterrel 6sszekapcsolt cDNS vagy gDNS fragmentumok tisztitasara, és

eltavolitja a nemkivanatos termékeket. A gyongyok mosasa kétszer, friss 80%-0s etanollal torténik. Az

adapterrel 6sszekapcsolt mintak RSB-vel eludltak.
El6készités

1. Készitse el a kbvetkezd reagenseket.

* SPB—Ugyeljen arra, hogy a gydngydk 30 percig szobahémérsékleten legyenek.

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

23 tabldzat Készitsen friss 80%-0s etanololdatot.

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

Vortex kever6vel keverje 6ssze a friss 80%-os EtOH-t.

4. Helyezze el a magnest.
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Eljaras
Roégzitse

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

2. Azonnal adjon 112 ul SPB-t az LP2 MIDI lemez minden mintacellajaba.
Ha az SPB adagolasahoz csatornat hasznal, akkor 1,05-o0s tobblettényez6t kell alkalmazni, amikor
mintanként elegendé anyagot oszt szét. Az SPB minden mintacelldba valé hozzaadasa utan dobja ki a
maradék anyagot.

3. Helyezze fel aragasztds lemeztomitést az LP2 MIDI lemezre.
Zarja le teljesen a széleket és a cellakat.

Razza 1800 fordulat/perc sebességgel, 2 percig.
Inkubalja szobahémérsékleten 5 percig.

Helyezze az LP2 MIDI lemezt 10 percre a magneses allvanyra.

N o g &

200 pl-re beallitott pipettaval tavolitsa el és dobja ki az 6sszes felliliszét mindegyik cellabdl a gyongypellet
felzavarasa nélkiil.
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Mosas

1. Végezze el a gyongydk mosasat a kovetkez6é modon:

a. Tartsa az LP2 MIDI lemezt a magneses allvanyon, és adjon 200 pl friss 80%-0s EtOH-ot minden egyes
minta cellaba.

b. Varjon fél percet.

c. 200 pl-re beallitott pipettaval tavolitsa el és dobja ki az 6sszes fellilliszot mindegyik cellabdl a
gyongypellet felzavarasa nélkdl.

2. Mossa meg a gydngydket még egyszer.
Hasznaljon finom hegy( pipettat a maradék EtOH eltavolitasara minden egyes cellabdl.
4. Dobja ki a fel nem hasznalt 80%-o0s EtOH-t.

Higitas

—_

Tavolitsa el az LP2 MIDI lemezt a magneses allvanyrol.
Forditsa meg vagy vortexelje az RSB keveréséhez.
Adjon 27,5 pl RSB-t minden cellaba.

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

M 0N

Razza 1800 fordulat/perc sebességgel, 2 percig.

Inkubalja szobahémérsékleten 2 percig.

5
6
7. Helyezze az LP2 MIDI lemezt 2 percre egy magneses allvanyra.
8. Cimkézzen fel egy Uj 96 cellas LS PCR lemezt (konyvtarmintak).
9

Minden egyes eluatumbal vigyen at 25 ul-t az LP2 MIDI lemezrél az LS PCR lemez megfelel6 cellajaba.
10. Artalmatlanitsa az tires LP2 MIDI lemezt.

PCR indexelése

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

El6készités
1. Készitse el a kOvetkez6 reagenseket.

* EPM-Tarolja h(itve.

* UPxx—Vortex keverével keverje 6ssze, majd révid ideig centrifugalja. Az UPxx a futtatas bedllitasa
soran a(z) Local Run Manager szoftverben a Create Run (Futtatas |étrehozasa) képernyén kivalasztott
index primer.
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* CPxx—Vortex keverével keverje 6ssze, majd rovid ideig centrifugalja. A CPxx a futtatas beallitasa soran
a Local Run Manager szoftverben a Create Run (Futtatas Iétrehozésa) képernyén kivalasztott

indexprimer.
2. Gy6z6djon meg arrdl, hogy az egyes mintak indexei megfelelnek a TSO Comprehensive (EU) elemzési
modulnak a futtatas bedllitdsa soran. Mindenképpen kdvesse a Kényvtdrak szama €s indexek kivalasztdsa a
(z) 38. oldalon.
/N FIGYELEM!
A mintdk és az indexeld primerek kdzotti eltérések hibas eredményjelentést okoznak a pozitiv
mintaazonositas elvesztése miatt.
Eljaras
1. Adjon 5 pl megfelel6 indexprimert (UPxx vagy CPxx ) a megfelelé mintaireghez az LS PCR lemezen a
kivalasztott indexeknek megfeleléen.
/N FIGYELEM!
Egyszerre csak egy indexprimer csdvet nyisson ki és kezeljen. Hasznalat utan azonnal tegyen Uj
kupakot mindegyik indexcsére. Ne kombinadlja az indexprimereket.
2. Vortex keverdvel keverje az EPM-et 5 masodpercig, majd rovid ideig centrifugalja.
Adjon 20 pl EPM-et minden Uregbe.
Helyezze fel a ragasztds lemeztdémitést az LS PCR lemezre.
A parolgds megel6zése érdekében zarja le teljesen a széleket és a celldkat.
Rézassa 1200 fordulat/perc sebességgel, 1 percig.
6. Helyezze vissza az amplifikacid el6tti reagenseket a taroldba.
/N FIGYELEM!
Az amplifikacios termék atvitelének megel6zése érdekében az amplifikacié utani terlileten hajtsa
végre az 0sszes tovabbi lépést.
Centrifugadlja az LS PCR lemezt 280g-vel 1 percig.
8. Helyezze az el6ére beprogramozott, amplifikacié utani h6ciklus-szabalyozoéra, és futtassa az I-PCR
programot.
Lasd a Héciklus-szabdlyozd programozdsa a(z) 44. oldalon.
Ha folytatja Az elsd hibridizdcio bedllitasa a(z) 60. oldalon, kdvesse a reagensek kiolvasztéasara vonatkozé
utasitasokat a Protokoll el6készitése részben leirtak szerint.
9. AzI-PCR program befejezése utan centrifugélja az LS PCR lemezt 280g-vel 1 percig.

10. Cimkézze Ujra alemez ALS-t (Amplified Library Samples, amplifikalt kényvtarmintak).
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BIZTONSAGOS MEGSZAKITASI PONT
Ha megall, térolja az ALS PCR lemezt -25 °C és -15 °C kdz06tti hémérsékleten, legfeljebb 30 napig.

Felkésziilés a protokoll Iépéseire

1. Gyb6z6djon meg arrdl, hogy az amplifikacio utani héciklus-szabalyozo programok be vannak allitva. Lasd a
Héciklus-szabdlyozd programozadsa a(z) 44. oldalon.

2. Vegye ki areagenscsdvet a dobozbdl, és kévesse a kiolvasztasi utasitasokat.

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

Reagens Tarolas Kiolvasztasi utasitasok Protokoll-1épés
TCB1 2°Cés8°C Hozza szobahdémeérsékletre. Az elsé hibridizacid beallitasa
kozott

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

Reagens Tarolas Kiolvasztasi utasitasok Protokoll-1épés
TCA1 -25°Cés-15°C Olvassza ki szobahdmérsékletre. Az elsé hibridizacid beallitasa
kozott

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

Reagens Tarolas Kiolvasztasi utasitasok Protokoll-lépés

OPR1 (piros -25°Cés Olvassza ki szobahémérsékletre. Az elsé hibridizacio
kupak) -15 °C kozott bedllitasa

OPD2 (fehér -25°Cés Olvassza ki szobahémérsékletre. Az elsé hibridizacio
kupak) -15 °C kozott beallitasa

Az elso hibridizacio beallitasa

E folyamat soran az oligdk egy kdzos készlete hibridizal cDNS kdnyvtarakka, és az oligdok egy kozos készlete a
PCR indexelése a(z) 58. oldalon el6készitett gDNS kdnyvtarakka hibridizal. A megcélzott régidk dusitasa két
hibridizacids lépést igényel. Az elsé hibridizacié soran az oligdk hibridizalnak cDNS-sé és/vagy gDNS
koényvtarakka az éjszaka folyaman (8 6ra és 24 6ra kozo6tt).

El6készités
1. Készitse el a kOvetkez6 reagenseket.

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

* TCA1—Vortex keverével keverje 6ssze, majd révid ideig centrifugalja.
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3.

* OPR1—Vortex keverdével keverje 6ssze, majd révid ideig centrifugalja.
* OPD2—Vortex kever8vel keverje 6ssze, majd rovid ideig centrifugalja.

Ha az ALS PCR lemezt tarolta, olvassza ki szobahémérsékletre, majd centrifugalja 280g erével 1 percig.
Pipettazassal keverje 0ssze.

Lasson el egy U] 96 cellas PCR-lemezt a HYB felirattal (1. hibridizacio).

Eljaras

1.

10.
1.
12.

Vigyen at 20 pl-t minden cDNS és/vagy gDNS kdnyvtarbol az ALS PCR lemezrél a HYB1 PCR lemez
megfeleld celldjaba.

Helyezze fel a ragasztds lemeztdomitést az ALS PCR lemezre, és tegye félre.
A parolgas megel&zése érdekében zarja le teljesen a széleket és a cellakat.

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

Adjon 15 pl TCB1-et a HYB1 PCR lemez minden kdnyvtarcellajaba.

Adjon 10 ul TCA1-et a HYB1 PCR lemez minden kényvtarcelldjaba.

Adjon hozza szondakat.

Ne kombinaljon kiildnb6z4 tipusu szondakat. Cellanként csak egy szondakészletet adjon hozza.

* RNS konyvtarcellak—5 pl OPR1 (piros kupak) minden egyes, RNS-bél szarmaztatott konyvtarhoz.

* DNS TSO Comprehensive (EU) kdnyvtarcellak—5 pl OPD2 (fehér kupakos) minden egyes, DNS-bdI
szarmaztatott konyvtarhoz.

Helyezze fel a ragasztds lemeztdmitést a HYB1 PCR lemezre.
A pérolgds megel6zése érdekében zarja le teljesen a széleket és a celldkat.

Razza 1200 fordulat/perc sebességgel, 2 percig.

Helyezze a héciklus-szabalyozdra, és futtassa a HYB1 programot.
Lasd a Héciklus-szabdlyozd programozédsa a(z) 44. oldalon.

Hibridizalja 57 °C-on legaldbb 8 dran at, de legfeljebb 24 éran at.
Tegye vissza a hibridizacids reagenseket a taroléba.
Az ALS PCR-lemezt -25 °C és -15 °C koz0tt tarolja legfeljebb 30 napig.

Felkészulés a protokoll Iépéseire

1.

A 2. nap elején vegye ki a reagenscsovet a dobozbdl, és kdvesse a kiolvasztasi utasitasokat.

Dokumentumszam: 200007789 v07 61/150

IN VITRO DIAGNOSZTIKAI HASZNALATRA. CSAK EXPORTALASI CELOKRA.



TruSight Oncology Comprehensive (EU) termékismertetd

illumina

27 tablazat TruSight Oncology Comp Enrichment (h(ité) doboz (cikkszam: 20031123)

Reagens

SMB
(sotétkék
cimke)
ET2

HP3

TCB1

RSB

Tarolas
2°Cés8°C
kozott

2°Cés8°C
kozott
2°Cés8°C
kozott

2°Cés8°C
kozott
2°Cés8°C
kozott

Kiolvasztasi utasitasok
Melegitse szobahémérsékletre 30
perc alatt.

Hozza szobahdémérsékletre.

Hozza szobahdmérsékletre.

Hozza szobahdmérsékletre.

Hozza szobahdmérsékletre.

Protokoll-1épés

Elsé célok rogzitése
Masodik célok rogzitése

Elsé célok rogzitése
Masodik célok rogzitése

Elsé célok rogzitése
Masodik célok régzitése
Konyvtarak normalizalasa

Masodik hibridizacio beallitasa

Masodik célok rogzitése
Amplifikdlt dusitott kényvtar
tisztitasa

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

Reagens

EE2

EEW

TCA1

Tarolas
-25°Cés
-15 °C kozott

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

Kiolvasztasi utasitasok

Olvassza ki szobah6émérsékletre.

Olvassza ki szobah6émérsékletre.

Olvassza ki szobah6émérsékletre.

29 tablazat Tartalomkészlet doboz (cikkszam: 20031122)

Reagens
OPR1
(piros
kupak)
OPD2
(fehér
kupak)

Dokumentumszam: 200007789 v07

Tarolas

-25°Cés

-15 °C k6z6tt

-25°Cés
-15 °C kozott

Kiolvasztasi utasitasok

Olvassza ki szobahémérsékletre.

Olvassza ki szobah6émérsékletre.
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Protokoll-1épés

Elsé célok rogzitése
Masodik célok rogzitése
Konyvtarak normalizalasa

Elsé célok rogzitése

Masodik hibridizacio beallitasa

Protokoll-1épés

Masodik hibridizacio beallitasa

Masodik hibridizacio beallitasa
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Elsé célok rogzitése

illumina

Ez a lépés az SMB segitségével rogziti a célrégidkhoz hibridizalt szondakat. A gyongyodket EEW-vel haromszor
mossak. A dusitott kdnyvtarak friss EE2 + HP3 elucids keverékkel vannak kioldva, és ET2-vel semlegesitve.

Elokészités

1.

2. Készitse el a kOvetkez6 reagenseket.
* EEW—Vortex kever8vel keverje 1 percig.
* EE2—Vortex keverdvel keverje 6ssze, majd rovid ideig centrifugalja.
* HP3—Vortex keverdvel keverje 6ssze a HP3-at, majd rovid ideig centrifugalja.
* SMB—Ugyeljen arra, hogy a gyéngydk 30 percig szobahémérsékleten legyenek.
Ehhez az eljarashoz az SMB-t, és ne az SPB-t hasznalja.
* ET2—Tegye félre az eljarasban vald hasznalathoz.
3. Készitsen friss EE2 + HP3 ellcids keveréket mikrocentrifugas csében.
30 tablazat EE2 + HP3 ellcios keverék az els6 célok rogzitéséhez
Eltciés keverékkomponens 4 kdnyvtar 8 konyvtar 16 kényvtar 24 konyvtar 48 konyvtar
EE2 14 pl 228 456 pl 684 pl 1368 i
HP3 6l 12 24l 36 ul 72 pl
Ez a tablazat tartalmazza a térfogattullépést. A szamitasokat lasd a Reagensek kezelése a(z) 36. oldalon cim( részben.
4. Vortex keverével keverje az EE2 + HP3 ellcids keveréket, majd rovid ideig centrifugalja. Tegye félre a
Higitds a(z) 65. oldalon |épéshez.
Cimkézzen fel egy uj 96 cellas MIDI lemezt CAP1-gyel (1. kép).
6. Helyezze el a magnest.
Eljaras
Rogzitse
1. Vegye kia HYB1 PCR lemezt a héciklus-szabalyozébdl.
2. Centrifugalja a HYB1 PCR lemezt 280g-vel 1 percig.
3. Vortex keverdvel keverje az SPMB-t a gyongyok Ujraszuszpendalasahoz 1 percig.
4. Azonnal adjon 150 uyl SMB-t a CAP1 MIDI lemez minden kdnyvtarcellajaba.

Melegitsen el6 egy MIDI héblokkbetéttel ellatott mikrominta inkubatort 57 °C-ra.

Ha az SMB adagolasahoz csatornat hasznal, akkor a szétosztaskor alkalmazzon 1,15-0s tdbblettényez6t

annak érdekében, hogy mintanként elegendd anyag alljon rendelkezésre.

Az SMB minden egyes mintacelldba tortént adagolasa utan dobja ki a maradék anyagot.
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5. Allitsa a pipettat 50 pl-re és vigye &t a teljes térfogatot a HYB1 PCR lemez mindegyik kényvtarcellajabdl a
CAP1 MIDI lemez megfelel celldjaba.

6. Dobjakiaz lires HYB1 PCR lemezt.

Helyezze fel a ragasztds lemeztdmitést a CAP1 MIDI lemezre.
A pérolgds megel6zése érdekében zarja le teljesen a széleket és a celldkat.

8. R&zza 1800 fordulat/perc sebességgel, 2 percig.
Inkubalja az elémelegitett mikrominta inkubatorban 57 °C-on 25 percig.
10. Helyezze a CAP1 MIDI lemezt 2 percre egy magneses allvanyra.

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

/N FIGYELEM!

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

Mosas

1. Végezze el a gydngyok mosasat a kovetkezé mddon:

a. Tavolitsa el a CAP1MIDI lemezt a magneses allvanyrol.

b. Adjon 200 pyl EEW-t minden Uregbe.

c. Hasznaljon 150 pl-re allitott pipettat, és pipettazzon legaldbb 10-szer a keveréshez. Gy6z6djon meg
arrél, hogy az 6sszes gyongy Ujraszuszpendalt.
Gy6z6djon meg arrdl, hogy nincs jelen gydngypellet, dvatosan szivja fel a cella teljes gydngyoldatat a
hegybe. Ellendrizze szemrevételezéssel minden egyes cella aljat. Ha gyongypellet van jelen, allitsa a
pipettahegyet a pellet felé a mosasi Iépések soran a pellet kimozditdsahoz. Gy§z8djon meg arrdl, hogy a
gyongypellet teljesen bele legyen meritve az oldatba. Az oldatnak sdtétbarnanak és homogén édllagunak
kell lennie.

d. Helyezze fel aragasztds lemeztdmitést a CAP1 MIDI lemezre.

e. A pdrolgds megel6zése érdekében zarja le teljesen a széleket és a celldkat.
f. Rdazza 1800 fordulat/perc sebességgel, 4 percig.

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

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

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

2. Mossa meg a gydngyoket még egyszer.
3. Mossa meg a gydngyodket harmadik alkalommal.

4. Hasznadljon finom hegy( pipettat a maradék EtOH eltavolitdsara minden egyes cellabdl.
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Higitas

I

© ® N o

12.
13.
14.
15.
16.

Tavolitsa el a CAP1 MIDI lemezt a magneses allvanyrol.

Vortex keverével keverje 6ssze a friss EE2 + HP3 ellcids keveréket, majd rovid ideig centrifugalja.
Ovatosan adjon 17 ul EE2 + HP3 elliciés keveréket a CAP1 MIDI lemez minden egyes kdnyvtarcelldjaba.
Dobja ki a maradék EE2 + HP3 ellcids keveréket.

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

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

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

. Adjon 5 pl ET2-t az uj ELU1 PCR lemez megfelel konyvtarcelldjaba.

. Ovatosan vigyen &t 15 pl eludtumot a CAP1 MIDI lemez minden egyes kdnyvtarcelldjabdl az ELUT PCR lemez

megfeleld celldjaba.

Artalmatlanitsa az ires CAP1 MIDI lemezt.

Helyezze fel a ragasztds lemeztomitést az ELU1 PCR lemezre.

A pérolgds megel6zése érdekében zarja le teljesen a széleket és a celldkat.
Razza 1200 fordulat/perc sebességgel, 2 percig.

Helyezze vissza az EEW-t a taroldba.

Masodik hibridizacio beallitasa

Ez a Iépés masodszor is 6sszekapcsolja a dusitott cDNS és/vagy gDNS kényvtarak célzott régioit a régzité
szondakkal. A masodik hibridizacié biztositja a rogzitett régidok magas specifikussagat. A kdnyvtarak optimalis
dusitasa érdekében végezze el a masodik hibridizacids lépést 57 °C-on legalabb 1,5 6ran, de legfeljebb 4 éran

at.

El6készités

1.

Készitse el a kovetkezd reagenseket.

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

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

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

1. Ellen6rizze, hogy nincsenek-e csapadékok a TCB1-ben. Ha van, melegitse fel Ujra a csdvet, és vortex
keverdvel keverje a kristalyok feloldodasaig.

2. Adjon 15 ul TCB1-et az ELU1 PCR lemez minden kdnyvtarcellajaba.
Adjon 10 yl TCA1-et minden kényvtarcellaba.

4. Adjon hozza szondakat.
Ne kombinaljon kiilénb6zé tipusu szondakat.

* RNS konyvtarcelldak—5 pl OPR1 (piros kupak) minden egyes, RNS-bél szarmaztatott konyvtarhoz.

* DNS TSO Comprehensive (EU) kdnyvtarcellak—5 pl OPD2 (fehér kupakos) minden egyes, DNS-bdI
szarmaztatott konyvtarhoz.

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

6. Razza 1200 fordulat/perc sebességgel, 2 percig.

7. Helyezze héciklus-szabalyozoéra, és futtassa a HYB2 programot.
Lasd a Héciklus-szabdlyozd programozdsa a(z) 44. oldalon.

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

9. Tegye vissza a hibridizacids reagenseket a taroléba.

Masodik célok rogzitése

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

El6készités
1. Melegitsen elé egy MIDI héblokkbetéttel elldtott mikrominta inkubatort 57 °C-ra.
2. Készitse el a kovetkezd reagenseket.

* EE2—Vortex keverdvel keverje 6ssze, majd rovid ideig centrifugalja.

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

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

* RSB—Tegye félre az eljarasban vald hasznalathoz.
* ET2—Tegye félre az eljarasban valé hasznalathoz.

3. Készitsen friss EE2 + HP3 elucids keveréket mikrocentrifugas csében.
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31tablazat EE2 + HP3 ellcids keverék a masodik célok rogzitéséhez

Elicios keverékkomponens 4 konyvtar 8 konyvtar 16 konyvtar 24 konyvtar 48 konyvtar
EE2 114 pl 228 456 pl 684 pl 1368 pl
HP3 6 pl 12 24l 36yl 72 ul

Ez a tdbldzat tartalmazza a térfogattullépést. A szamitdsokat Idsd a Reagensek kezelése a(z) 36. oldalon cim(i részben.

4. Vortexeléssel keverje 0ssze, majd rovid ideig centrifugalja. Tegye félre a Higitds a(z) 68. oldalon Iépéshez.

5. Cimkézzen fel egy Uj 96 cellas MIDI lemezt CAP2-vel (2. kép).

6. Helyezze el a magnest.

Eljaras

Roégzitse

1. Vegye kiaz ELU1 PCR lemezt a héciklus-szabalyozdbdl.

2. Centrifugalja az ELU1 PCR-lemezt 280g-vel 1 percig.

3. Vortex keverdvel keverje az SPMB-t a gydngyok Ujraszuszpendalasahoz 1 percig.

4. Azonnal adjon 150 ul SMB-t a CAP2 MIDI lemez minden kdnyvtarcellajaba.
Ha az SMB adagolasahoz csatornat hasznal, akkor a szétosztaskor alkalmazzon 1,15-0s tobblettényezét
annak érdekében, hogy mintanként elegendd anyag alljon rendelkezésre.
Az SMB minden egyes mintacelldba tortént adagolasa utan dobja ki a maradék anyagot.

5. Allitsa a pipettat 50 ul-re és vigye &t a teljes térfogatot az ELU1 PCR lemez mindegyik cellajabdl a CAP2 MIDI
lemez megfelelé celldjaba.

6. Dobjakiaz tres ELU1 PCR lemezt.

7. Helyezze fel aragasztds lemeztomitést a CAP2 MIDI lemezre.
A parolgds megel6zése érdekében zarja le teljesen a széleket és a cellakat.
Razza 1800 fordulat/perc sebességgel, 2 percig.

9. Inkubalja mikrominta-inkubatorban 57 °C-on 25 percig.
Ha folytatja a Dusitott kényvtar amplifikdldasa a(z) 69. oldalon, kdvesse a Protokoll el6készité [épései
részben talalhatd, reagensek kiolvasztasara vonatkozé utasitasokat.

10. Helyezze 2 percre egy magneses allvanyra.

11. Tartsa a CAP2 MIDI lemezt a magneses allvanyon. 200 pl-re beallitott pipettaval tavolitsa el és dobja ki az

Osszes felliluszét minden egyes cellabdl, a gyéngypellet felzavarasa nélkiil.

/N FIGYELEM!

Azonnal folytassa a kovetkezd 1épéssel (Mosds a(z) 67. oldalon). Ne hagyja, hogy a gyongypellet
hosszabb ideig, folyadék jelenléte nélkiil legyen.

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

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

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

o

Razza 1800 fordulat/perc sebességgel, 4 percig.
6. Helyezze alemezt 2 percre a magneses allvanyra.

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

8. Hasznaljon finom hegyd pipettat a maradék EtOH eltavolitadsara minden egyes celldbdl.
Higitas

Tavolitsa el a CAP2 MIDI lemezt a magneses allvanyrol.
Vortex keverével keverje 6ssze a friss EE2 + HP3 elucids keveréket, majd révid ideig centrifugalja.
Adjon 22 Ul EE2 + HP3 elucids keveréket a CAP2 MIDI lemez minden egyes kdnyvtarcellajaba.

Dobja ki a maradék EE2 + HP3 ellcids keveréket.

I N

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

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

Cimkézzen fel egy Uj 96 cellas PCR-lemezt ELU2-vel (2. ellucio).

© ® N o

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

11. Ovatosan vigyen at 20 pl eludtumot a CAP2 MIDI lemez minden egyes kdnyvtarcelldjabdl az ELU2 PCR
lemez megfeleld celldjaba.

12. Artalmatlanitsa az tires CAP2 MIDI lemezt.

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

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

BIZTONSAGOS MEGSZAKITASI PONT

Ha megall, centrifugalja a ELU2 PCR lemezt 2809 erével 1 percig, és tarolja -25 °C és -15 °C kdzott legfeljebb 7
napig. Tegye vissza az RSB-t a taroldba.
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Felkészulés a protokoll Iépéseire

1. Készitsen el egy jégtartd vodrot vagy azzal egyenértékli eszkdzt.

2. Vegye ki a reagenscsovet a dobozbdl, és kdvesse a kiolvasztasi utasitasokat.

32 tabldzat TruSight Oncology Comp Enrichment (fagyasztd) doboz (cikkszam: 20031121)

Reagens Tarolas Kiolvasztasi utasitasok Protokoll-1épés

PPC3 -25°Cés-15°C Olvasszaki Dusitott konyvtar amplifikalasa
kozott szobah6émérsékletre.

EPM -25°Cés-15°C Tarolja hitve. Dusitott konyvtar amplifikalasa
kdzott

33 tablazat TruSight Oncology Comp Enrichment (h(it6) doboz (cikkszam: 20031123)

Reagens Tarolas Kiolvasztasi utasitasok Protokoll-1épés

SPB 2°Cés8°C Melegitse Amplifikalt dusitott konyvtar

(vildgoszold kozott szobahémérsékletre 30 perc  tisztitadsa

cimke) alatt.

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

El6készités a szekvenalashoz

Dusitott konyvtar amplifikalasa
Ez a lépés primereket hasznal a dusitott kdnyvtarak amplifikalasahoz.

Elokészités

1. HaazELU2 lemezt tarolta, olvassza fki el szobahémérsékletlire, majd centrifugdlja 280g erével 1 percig.

Eljaras
Vortex kever6vel keverje 0ssze a PPC3-at, majd rovid ideig centrifugdlja az 6sszekeveréshez.
Adjon 5 pl PPC3-at az ELU2 PCR lemez minden kdnyvtarcellajaba.

Vortex kever6vel keverje az EPM-et 5 masodpercig, majd rovid ideig centrifugalja.

Adjon 20 pl EPM-et minden kdnyvtarcelldba.

aoR W NS

Helyezze fel az 6ntapadds lemeztdmitést az ELU2 PCR lemezre.
A parolgas megel6zése érdekében zarja le teljesen a széleket és a cellakat.

o

Razza 1200 fordulat/perc sebességgel, 2 percig.

7. Helyezze egy héciklus-szabalyozodra, és futtassa az EL-PCR programot.
Lasd a Héciklus-szabdlyozd programozédsa a(z) 44. oldalon.
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Ha folytatja a Kényvtdrak normalizdldsa a(z) 72. oldalon, kbvesse a Protokoll el6készité [épései részben
talalhatd kiolvasztasi utasitasokat.

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

Amplifikalt dusitott konyvtar tisztitasa

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

El6készités
1. Készitse el a kovetkezd reagenseket.

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

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

34 tablazat Készitsen friss 80%-0s etanololdatot.

Reagens 4 kdnyvtar 8 konyvtar 16 konyvtar 24 konyvtar 48 konyvtar
100% EtOH, tiszta 2ml 4 ml 8 ml 12 ml 24 ml
RNase/DNase-free 500 pl Tmi 2ml 3ml 6 ml
water

Vortex keverdvel keverje 6ssze a friss 80%-0s EtOH-t.
4. Cimkézzen fel egy Uj 96 cellas MIDI lemezt BIND2-vel (Clean Up Binding).

Helyezze el a magnest.
Eljaras
Rogzitse

Vegye ki az ELU2 PCR lemezt a h6ciklus-szabalyozdbdl.

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

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

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

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

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

N o g s wN 2

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

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

Mosas

1. Végezze el a gydngyok mosasat a kovetkezé mddon:

a. Tartsa a BIND2 MIDI lemezt a magneses allvanyon, és helyezzen 200 i friss 80%-0s EtOH-ot minden
egyes celldba.

b. Varjon fél percet.

c. 200 ul-re beadllitott pipettaval tavolitsa el és dobja ki az 6sszes felliliszdét minden egyes cellabdl, a
gyongypellet felzavardsa nélkiil.

2. Mossa meg a gydongyoket még egyszer.
Hasznaljon finom hegy( pipettat a maradék EtOH eltavolitdsdra minden egyes cellabdl.
Dobja ki a fel nem hasznalt 80%-o0s EtOH-t.

Higitas

1. Tavolitsa el a BIND2 MIDI lemezt a magneses allvanyrol.

2. Forditsa at vagy vortexelje az RSB keveréséhez.

3. Adjon 32 ul RSB-t minden konyvtarcellaba.

4. Helyezze fel az 6ntapadds lemeztomitést a BIND2 MIDI lemezre.

Zarja le teljesen a széleket és a cellakat.

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

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

© © N o o

Minden egyes eluatumbdl vigyen at 30 pl-t a BIND2 MIDI lemezrél a PL PCR lemez megfeleld celldjaba.
10. Artalmatlanitsa az tires BIND2 MIDI lemezt.
11. Helyezze fel az ragasztos lemeztomitést a PL PCR lemezre.

12. Helyezze vissza az SPB-t a taroldba.

BIZTONSAGOS MEGSZAKITASI PONT

Ha megall, centrifugalja a PL PCR lemezt 2809 erével 1 percig, és tarolja -25 °C és -15 °C kdz6tt legfeljebb 30
napig. Tegye vissza az RSB-t a taroldéba.
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Felkészulés a protokoll Iépéseire

®

illumina

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

35 tadbldzat TruSight Oncology Comp Enrichment (fagyasztd) doboz (cikkszam: 20031121)

Reagens Tarolas Kiolvasztasi utasitasok

LNA1 -25°Cés-15°C Olvassza ki szobah6émérsékletre.
kozott

EE2 -25°Cés-15°C Olvassza ki szobah6émérsékletre.
kozott

Protokoll-1épés

Konyvtdrak normalizalasa

Konyvtarak normalizalasa

36 tdblazat TruSight Oncology Comp Enrichment (h(it6) doboz (cikkszam: 20031123)

Reagens Tarolas Kiolvasztasi utasitasok
LNB1 2°Cés8°C Melegitse szobahémérsékletre 30 perc alatt.
kozott
HP3 2°Cés8°C Hozza szobahdémérsékletre.
kozott
LNW1 2°Cés8°C Hozza szobahdmérsékletre.
kozott
LNS1 2°Cés8°C Hozza szobahémérsékletre.
kozott

Protokoll-1épés

Konyvtarak normalizalasa
Konyvtarak normalizalasa
El6készités a szekvendldshoz

Konyvtarak normalizalasa

Konyvtarak normalizalasa

2. Hamég aznap folytatja az E/6készités a szekvenalashoz a(z) 77. oldalon cimU részben leirtak szerint,
kovesse a Protokoll Iépései az el6készitéshez ciml részben taldlhatd kiolvasztasi utasitasokat.

Konyvtarak normalizalasa

Ez a folyamat LNB1 plusz adalékanyagokat (LNA1) hasznal az egyes kényvtarak mennyiségének
normalizalasahoz, hogy biztositsa a kdnyvtar egységes megjelenitését az 6sszevont kdnyvtarakban. A
gyongyok mosasa kétszer torténik LNW1-gyel. A kdnyvtarak friss EE2 + HP3 ellcids keverékkel eludltak, és

LNS1-gyel keriilnek semlegesitésre.
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El6készités
1. Készitse el a kovetkezd reagenseket.
* LNB1—Ugyeljen arra, hogy a gyéngyodk 30 percig szobahémérsékleten legyenek.
* LNA1T—Vortex keverével keverje 6ssze.
* EE2—Vortex keverdvel keverje 6ssze, majd révid ideig centrifugalja.
* HP3—Vortex keverével keverje 6ssze a HP3-at, majd rovid ideig centrifugalja.
* LNW1—Vortex keverével keverje 6ssze. Tegye félre eljdrasban valé hasznalathoz.
* LNS1—Vortex keverével keverje dssze. Tegye félre az eljaras soran torténé hasznalathoz.

2. Vortex kever6vel keverje az LNB-t a gyéngyok Ujraszuszpendalasahoz 1 percig.
Forditsa meg az LNB1 csévet, hogy meggy6z6djon arrdl, hogy az 6sszes gydngy ujraszuszpendalédott.

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

4. Azonnal készitse el6 a friss LNA1 + LNB1 térzselegyet egy kipos kémcsében.

/N FIGYELEM!

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

37 tabldzat LNAT1 + LNB1 torzselegy*

Torzselegy komponens 4 koényvtar 8 konyvtar 16 konyvtar 24 konyvtar 48 konyvtar
LNA1 305 pl 610 pl 1219 i 1829 pl 3658
LNB1 55 ul 110 pl 221l 331l 662 ul

* Ez a tablazat tartalmazza a térfogattullépést. A szamitdsokat ldsd a Reagensek kezelése a(z) 36. oldalon cimd
részben.

5. Vortex keverével keverje 6ssze az LNAT + LNB1 térzselegyet. Tegye félre a Régzitse a(z) 74. oldalon
I[épéshez.

6. Készitsen friss EE2 + HP3 ellcios keveréket mikrocentrifugacsében.

38 tablazat EE2 + HP3 ellcios keverék a konyvtarak normalizaldsahoz*

Elicios keverékkomponens 4 konyvtar 8 konyvtar 16 kényvtar 24 konyvtar 48 konyvtar
EE2 152 i 304 ul 608 pl 912 ul 1824 pl
HP3 8l 16 pl 32l 48 pl 96 pl

* Ez a tablazat tartalmazza a térfogattullépést. A szamitdsokat lasd a Reagensek kezelése a(z) 36. oldalon cimd
részben.

7. Vortex keverével keverje 6ssze a friss ellcids keveréket, majd rovid ideig centrifugalja. Tegye félre a Higitas
a(z) 75. oldalon Iépéshez.
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8. HaaPL PCR lemezt tarolta, olvassza ki szobah6mérsékleten, majd centrifugalja 280 g erével 1 percig.
Pipettazassal keverje 0ssze.

9. Cimkézzen fel egy Uj 96 cellas MIDI lemezt BBN-ként (gydngyalapu normalizalas).
10. Helyezze el a magnest.

Eljaras

Roégzitse

1. Vortex kever8vel keverje 6ssze az LNA1 + LNB1 torzselegyet.

2. Azonnal adjon 45 ul LNAT + LNB1 térzselegyet a BBN MIDI lemez minden kdnyvtarcellaba.
3. Dobjakiamaradék LNAT + LNB1 térzselegyet.

4. Adjon 20 ul-t az PL PCR lemez mindegyik cellabdl a BBN MIDI lemez megfelelé cellajaba.
5. Helyezze fel a ragasztds lemeztémitést a BBN MIDI lemezre.

Zarja le teljesen a széleket és a cellakat.

6. Razza 1800 fordulat/perc sebességgel, 30 percig.

7. Helyezze fel a ragasztds lemeztomitést a PL PCR lemezre, és helyezze vissza a taroldba.

8. Helyezze a BBN MIDI lemezt 2 percre egy magneses allvanyra.

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

Mosas

1. Végezze el a gydngyok mosasat a kovetkezé mddon:

Vegye le a BBN MIDI lemezt a magneses allvanyrol.

Adjon 45 pl LNW1-et minden konyvtarcellaba.

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

Razza 1800 fordulat/perc sebességgel, 5 percig.

-~ 0 o0 T o

Helyezze a BBN MIDI lemezt 2 percre egy magneses allvanyra.

Q@

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

2. Mossa meg a gydngyoket még egyszer.

3. Hasznaljon finom hegy pipettat a maradék felliliszé eltdvolitdsara az egyes celldkbdl.
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Higitas

S N
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10.
11.
12.
13.
14.

15.

Vegye le a BBN MIDI lemezt a magneses allvanyrol.

Vortex keverével keverje 6ssze a friss EE2 + HP3 ellcids keveréket, majd rovid ideig centrifugalja.
Adjon 32 pl EE2 + HP3 oldatot a BBN MIDI lemez minden kdnyvtarcelldjaba.

Dobja ki a maradék elucids keveréket.

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

Razza 1800 fordulat/perc sebességgel, 2 percig.
Helyezze 2 percre egy magneses allvanyra.
Cimkézzen fel egy uj 96 cellas PCR lemezt NL-ként (normalizalt konyvtarak).

Ovatosan vigyen at 30 pl eludtumot a BBN MIDI lemez minden egyes kdnyvtarcelldjabdl az NL PCR lemez
megfeleld celldjaba.

A FIGYELEM!

Ha a gyongyodket a pipettahegyekbe szivja fel, adagolja a gyongyoket vissza a magneses
allvanyon 1évé lemezbe, és varjon, amig a folyadék tiszta nem lesz (~2 perc), miel6tt az eljarads
kovetkezd lépésére l1épne.

Artalmatlanitsa az tires BBN MIDI lemezt.

Vortex keverdvel keverje 6ssze az LNS1-et.

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

Pipettazza 6tszor a keveréshez.

Helyezze fel a ragasztds lemeztdmitést az NL PCR lemezre.
Zarja le teljesen a széleket és a cellakat.

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

BIZTONSAGOS MEGSZAKITASI PONT

Ha megall, centrifugalja a NL PCR lemezt 2809 erével 1 percig, és tarolja -25 °C és -15 °C kozott legfeljebb 30
napig.
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Felkészulés a protokoll Iépéseire

Legaldbb egy 6raval a hasznalat el6tt kezdje el a szekvenalasi fogydeszkdzok el6készitését a NextSeq 550Dx
High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles) (cikkszam: 20028871) készletbél.

1. Vegye ki a konyvtari higitasi puffert (HT1) a -25 °C és -15 °C kdz06tti taroldbdl. Olvassza fel
szobahdmérsékletre, és tarolja hitve.

2. Kovesse a NextSeq 550Dx készlilék referencia utmutatd (dokumentumszam: 1000000009513)
dokumentumban taldlhato elékészitési utasitasokat a készletben taldlhatd egyéb fogydeszkdzok
tekintetében.

* NextSeq 550Dx High Output Reagent Cartridge v2 (300 ciklus)
* NextSeq 550Dx Buffer Cartridge v2 (300 ciklus)
* NextSeq 550Dx High Output Flow Cell Cartridge v2.5 (300 ciklus)
3. Vegye ki areagenscsdvet a dobozbdl, és kévesse a kiolvasztasi utasitasokat.

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

Reagens Tarolas Kiolvasztasi utasitasok Protokoll-1épés
PhiX Internal -25°Cés Olvassza ki szobah&mérsékletre. Tarolja h(tve. El6készités a
Control (PX3 vagy -15°C kozott szekvenalashoz
PhiX)

40 tablazat TruSight Oncology Comp Enrichment (h(it6) doboz (cikkszam: 20031123)

Reagens Tarolas Kiolvasztasi utasitasok Protokoll-1épés
HP3 2°Cés8°C Hozza szobahé&mérsékletre. El6készités a
k6zott szekvenaldshoz
RSB (rézsaszind 2°Cés8°C Hozza szobahémérsékletre. El6készités a
cimke) kozott szekvenalashoz
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Elokeszites a szekvenalashoz

El6készités

Tekintse at a Kényvtdrak szama és indexek kivalasztdsa a(z) 38. oldalon.
Cimkézzen fel egy dHP3 (higitott HP3) mikrocentrifuga-csovet.

Cimkézzen fel egy dPhiX (higitott PhiX) mikrocentrifuga-csévet.

Melegitsen el6 egy héblokkot 96 °C-ra a mikrocentrifuga-csévekhez.

I N

Készitsen el6 egy jégtarté vodrot vagy azzal egyenértékl eszkozt.

A PhiX kontroll higitasa és denaturalasa

1. Vortexeléssel keverje 0ssze a HP3-at, majd révid ideig centrifugalja.
2. Adja a kovetkez6 térfogatokat egy dHP3 mikrocentrifuga-csébe.

* 10uIHP3

* 190 ul RN4z-/DNaz-mentes viz

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

Vortexeléssel keverje 6ssze a PhiX kontrollt, majd rovid ideig centrifugalja.

o g W

Adja a kovetkezd térfogatokat egy dPhiX mikrocentrifuga-csébe.
* 8pulRSB
* 2yl PhiX kontroll
7. Adjon 10 pl dHP3-t a dPhiX cs6hoz.
Dobja ki a dHP3 csovet.
Vortexeléssel keverje 6ssze a dPhiX csovet, majd rovid ideig centrifugalja.
10. Inkubalja a dPhiX-et szobahémérsékleten 5 percig a denaturalds miatt.
11. Vortexelje a HT1-et a keveréshez.
12. Azonnal adjon hozza 980 pl el6h(tétt HT1-et a dPhiX-hez.
13. Vortexeléssel keverje 0ssze, majd rovid ideig centrifugalja.

14. Helyezze a PhiX-et h(itott helyre, amig fel nem hasznalja a masodik higitésra valo el6készitéshez.
A végs6 koncentracio 20 pM dPhiX.

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

Konyvtarak 6sszevonasa és semlegesitése: TSO Comprehensive (EU)

1. Haaz NL PCR lemezt térolta, olvassza ki szobahémérsékletre, majd centrifugdlja a lemezt 2809 erével 1
percig.
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—

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

A FIGYELEM!

Ugyeljen arra, hogy a kdnyvtarakat jél keverje 6ssze az optimalis teljesitmény érdekében.

Valassza az alabbi lehetéségek egyikét a kdnyvtarak 6sszegylijtéséhez, semlegesitéséhez és higitasahoz.

* 1. opcio: Az RNS-mintakbdl és a DNS-mintakbdl parhuzamosan szarmazd szekvenciakdnyvtarak. Lasd:
1. opcid: DNS és RNS kényvtdrak egyditta(z) 78. oldalon.

* 2. o0pcio: Csak DNS-mintakbdl szarmazo szekvenciakényvtarak. Lasd: 2. opcid: Csak DNS kényvtarak a
(z) 79. oldalon.

* 3. opcioé: Csak RNS mintakbdl szarmazo szekvenciakdnyvtarak. Lasd: 3. opcid: Csak RNS kényvtarak a
(z) 80. oldalon.

.opci6é: DNS és RNS kdnyvtarak egyutt

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

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

Vigyen at 10 ul-t minden normalizalt DNS kényvtarbdl az NL lemezrél a PDL kémcsé6be.
Ne egyesitsen két konyvtarat ugyanazzal az index primerrel.

Helyezze fel a ragasztds lemeztdmitést az NL PCR lemezre.
Zarja le teljesen a széleket és a celldkat.

Vortex keverével keverje 6ssze a PRL és PDL csOveket.
Centrifugdlja réviden a PRL és PDL kémcsoveket.

Inkubalja a PRL és PDL kémcsdveket héblokkban 96 °C-on 2 percig.
A PRL és PDL kémcsoveket tarolja hiltve 5 percig.

. Vortex keverdvel keverje 6ssze a PRL és PDL csoveket, majd rovid ideig centrifugalja.
. APRL és PDL kémcsoveket tarolja h(itve.

Az elsé higitas el6készitése

—_

aoR oW

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

Adjon 5 pl PRL-t a DIL1-hez.

Dobja ki a PDL és PRL cstveket.

Adjon 475 pl eléhitott HT1-et a DIL1 cs6hdz (1:20 higitas).
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6.

Vortex keverével keverje 0ssze a DIL1 cs6vet, majd rovid ideig centrifugalja.

Masodik higitas elékészitése

® N O o pw NS

10.

1.

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

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

Dobja ki a DIL1 csovet.

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

Vortex keverével keverje 6ssze az el6készitett 20 pM dPhiX-et, majd rovid ideig centrifugalja.
Adjon 2,5 ul el6készitett 20 pM dPhiX-et a DIL2 cs6hdz.

Vortexeléssel keverje 6ssze, majd rovid ideig centrifugalja.

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

Dobja ki a DIL2 csovet.

Centrifugadlja az NL PCR lemezt 2809 erével 1 percig, majd tarolja -25 °C és -15 °C kdz6tt legfeljebb 30
napig.
Folytassa a szekvenadldssal.

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

2. opcid: Csak DNS kdnyvtarak

© ® N o g &

Cimkézzen fel egy csavaros tetejl mikrocentrifuga-csévet PDL-lel (6sszevont DNS kényvtarak).

Vigyen at 10 ul-t minden normalizalt DNS kényvtarbdl az NL lemezrél a PDL kémcsébe.
Ne egyesitsen két konyvtarat ugyanazzal az index primerrel.

Helyezze fel a ragasztds lemeztdmitést az NL PCR lemezre.
Zarja le teljesen a széleket és a celldkat.

Vortex keverdvel keverje 6ssze a PDL csdvet.

Centrifugdlja réviden a PDL kémcsovet.

Inkubdlja a DAL-csovet flitéblokkon, 96 °C-on, 2 percig.

A PDL kémcsovet tarolja hlitve 5 percig.

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

A PDL kémcsovet tarolja hiitve.
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Az elsé higitas el6készitése

I N

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

Dobja ki a PDL csdvet.

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

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

Masodik higitas el6készitése

® N O o p w NS

10.

11.

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

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

Dobja ki a DIL1 csovet.

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

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

Vortexeléssel keverje 6ssze, majd rovid ideig centrifugalja.

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

Dobja ki a DIL2 csovet.

Centrifugadlja az NL PCR lemezt 2809 erével 1 percig, majd tarolja -25 °C és -15 °C kdz6tt legfeljebb 30
napig.
Folytassa a szekvenadldssal.

Tovabbi informacidkért 1asd: NextSeq 550Dx készlilék referencia utmutato (dokumentumszdam:
7000000009513).

3. opcid: Csak RNS kényvtarak

N o g bk

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

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

Helyezze fel a ragasztds lemeztdmitést az NL PCR lemezre.
A parolgds megel6zése érdekében zarja le teljesen a széleket és a celldkat.

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

A PRL kémcsdvet tarolja hiitve 5 percig.
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8.
9.

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

A PRL kémcsdvet tarolja hitve.

Az elsé higitas el6készitése

1
2
3.
4
5

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

Dobja ki a PRL csovet.

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

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

Masodik higitas el6készitése

® N> s NS

10.
1.

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

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

Dobja ki a DIL1 csovet.

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

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

Vortexeléssel keverje 6ssze, majd rovid ideig centrifugalja.

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

Tovabbi informacidkért 1asd: NextSeq 550Dx készlilék referencia utmutato (dokumentumszdam:
7000000009513).

Dobja ki a DIL2 csdvet.
Centrifugdlja az NL PCR lemezt 2809 erével 1 percig, és tarolja -25 °C és -15 °C kdzott legfeljebb 30 napig.

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

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

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

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

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

Tarsdiagnosztikai eredmények

Minden tarsdiagnosztikai (CDx) rendeltetésszer(i haszndlat esetén harom lehetséges eredmény érhetd el:

* Pozitiv—A rendszer egy varianst vagy biomarkert észlel és 1. szintlinek (CDx) osztalyozta.

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

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

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

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

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

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

vizsgalati szoftver KB-t hasznal, amely meghatdrozza, hogy minden egyes észlelt és alkalmas varians (2
tablazat) klinikailag jelent6s vagy potencidlisan klinikailag jelent&s-e a terapias, diagnosztikai vagy
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prognosztikai 6sszefliggések bizonyitékai alapjan. A KB azt is figyelembe veszi, hogy a vizsgalt tumortipusban
vannak-e tarsitasok (vagy sem). A KB nem foglalja magaban az érzékenységi vagy rakkockazati
Osszefliggéseket. A gyakori polimorfizmusok eltavolitasra kerilnek.

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

A minéségellenérzési hibak nem vezetnek eredményhez a hibas minéségellenérzési mérészamra vonatkozé
varianstipusoknal. Tovabbiinformacidkért 1asd: 41 tablazat és 42 tablazat. A nem megfeleld mélységu
tumorprofilozasi pozicidkat az Alacsony mélységl jelentés sorolja fel, nem pedig a TSO Comprehensive (EU)
jelentés.

Mindseg-ellenbrzés

* Anukleinsav mennyiségi meghatarozasaval kapcsolatos informacidkat és a minimalis bemeneti anyag
kovetelményeket lasd a Nukleinsav-extrakcio, mennyiségi meghatdrozds és tdrolds a(z) 28. oldalon.

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

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

41 tablazat TSO Comprehensive (EU) Eredmény minéségellenérzési mutatdi jelentése

. , o Mdszaki L, A specifikacios hiba
Kimenet tipusa Mérészam Leiras .
adatok hatasa*
Szekvenadlasi PCT_PF_READS = 80,0 A sz(ir6 (PF) atmené Szekvenalasi
futtatas (%) értékeinek szazalékos aranya.  futtatasok
PCT_Q30_R1(%)  =80,0 Az alapazonositasok atlagos ervenytelenitve.

A futtatds egyik
mintajahoz sem

szazaléka Q30 vagy annal
magasabb min6ségi

pontszammal az 1. mérésnél. jelentettek
. ; eredményt.
PCT_Q30_R2 (%) = 80,0 Az alapazonositasok atlagos
szazaléka Q30 vagy annal
magasabb minéségi
pontszammal a 2. mérésnél.
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Kimenet tipusa

konyvtarak

Mérészam

CONTAMINATION_
SCORE

MEDIAN_INSERT_
SIZE (bp)

MEDIAN_EXON_
COVERAGE
(szam)
PCT_EXON_50X
(%)

USABLE_MSI_
SITES (széam)

COVERAGE_MAD
(szam)

MEDIAN_BIN_
COUNT_CNV_
TARGET (szam)

Dokumentumszam: 200007789 v07

Mliszaki
adatok

= 3106
VAGY

> 3106 és
P_VALUE =
0,049

<0,210

TruSight Oncology Comprehensive (EU) termékismertetd

Leiras

A gyakori variansok VAF-je
segitségével a szennyez6dés
valdszinliségét értékel6
mérészam. A szennyezédési
pontszam az SNP-k VAF
eloszlasan alapul.

A er6sen atrendezett genomok
értékeléséhez hasznalt
szennyez6dés P-értéke, csak
akkor alkalmazhato, ha a
szennyez6dési pontszam a
fels6 specifikussagi hatarérték
felett van.

A minta median
fragmentumhossza.

Median exonfragmentum-
lefedés az 6sszes exonalapon.

Szazalékos exonbazisok 50X
fragmentum lefedettséggel.

Az MSI azonositashoz
hasznalhaté MSI-helyek szama
(azoknak a mikroszatellita-
helyeknek a szama,
amelyeknél elegenddk az
atfedd kiolvasasok az
azonositashoz.
mikroszatellita-instabilitas
azonositasahoz).

Az egyes CNV célrégidk
normalizalt szamanak
medianjatdl vald abszolut
eltérések medianja.

A CNV célérték szerinti atlagos
nyerstartalyszam.

IN VITRO DIAGNOSZTIKAI HASZNALATRA. CSAK EXPORTALASI CELOKRA.

illumina

A specifikacids hiba
hatasa*

Nem jelentettek
DNS-
eredményeket.

Nem jelentettek
TMB vagy kis
DNS varians
eredményeket.

Nincs MSI
eredmény
jelentve.

Nem jelentettek
génamplifikacids
eredményeket.
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. , s Mliszaki
Kimenet tipusa Mérészam adatok
RNS MEDIAN_INSERT_. =80,0
konyvtarak SIZE (bp)

MEDIAN_CV_ =0,93
GENE_500X

(egyltthato)

TOTAL_ON_ >
TARGET_READS 9.000.000
(szam)

* A sikeres eredmények PASS (SIKEREST) mutatnak.

Dokumentumszam: 200007789 v07

Leiras

A minta median
fragmentumhossza.

MEDIAN_CV_GENE_500X a
lefedettség egységességének
mérészama. Minden legalabb
500-szoros lefedettségli gén
esetében kiszamitjak a
géntestre vonatkozd
lefedettség variacids
koefficiensét. Ez a mérészam
ezeknek az értékeknek a
medianja. A magas érték
magas variacios szintet jelez,
és problémat jelez a konyvtar
el6készitésében, példaul
alacsony mintabemeneti
és/vagy szondalegordilési
problémakat. Ez a mérészam
az 0sszes leolvasassal
szamithato ki (beleértve a
duplikaltként megjeldlt
leolvasasokat is).

A célrégidkhoz térképezé
leolvasasok 6sszes szama. Ez
a mérészam az 6sszes
leolvasassal szamithato ki
(beleértve a duplikaltként
megjeldlt leolvasasokat is).
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illumina

A specifikacids hiba

hatasa*

Nem jelentettek
fuzidkat vagy
splice-varians
eredményeket.
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42 tabldzat TSO Comprehensive (EU)Eredménykontrollaléd mérészamok jelentése

Kimenet Rt - . TR~V [ a
e Mérészam Miiszaki adatok A specifikacios hiba hatasa*
Pozitiv ~ DNS kils6 kontroll A24 A kontroliminta eredményei alapjan
kontroll meghatarozott manudlisan érvénytelenitse a betegmintakat.
variansbdl 23 Az elemzémodul szoftvere nem érvényteleniti
észlelheté automatikusan a betegmintakat a
RNS kiils6 kontroll A13 kontrollminta eredményei alapjan.
meghatarozott
variansbdl 12
észlelhet6
Nem- DNS median exon =8 A kontroliminta eredményei alapjan
sablon  lefedettség ehhez: TSO manualisan érvénytelenitse a betegmintakat.
kontroll  Comprehensive (EU) Az elemzémodul szoftvere nem érvényteleniti
RNS gén a median <1 automatikusan a betegmintakat a
kiliszObérték felett kontrollminta eredményei alapjan.

* A sikeres eredmények PASS (SIKEREST) mutatnak.
* Ervénytelen szekvenalasi futtatdsok megismétiése.
* Ismételje meg a konyvtarak tesztelését a kovetkezé eredményekkel:
— Szennyezett DNS kényvtarak
— Ervénytelen RNS kdnyvtarak

— Atesztek megismételhetdk, hogy tobb varidns vagy biomarker eredményt kapjanak a DNS
kényvtarakhoz, amelyek egy, de nem az 6sszes varianstipusra érvénytelenitettek.

* A pozitiv kontrollokat varidnsazonositas esetén értékelik. Ha a pozitiv kontrollok nem felelnek meg a
variansazonositas specifikacidinak, manualisan érvénytelenitse a szekvenalasi futtatast. Az elemzémodul
szoftvere nem érvényteleniti automatikusan a betegmintdkat a kontrollminta eredményei alapjan.

* Az NTC-ket a DNS median exonlefedettsége és az RNS median metszete feletti gének alapjan értékelik. Ha
a negativ kontrollok nem felelnek meg a specifikacidoknak, manudlisan érvénytelenitse a
konyvtarel6készitési eseményt és az 6sszes kapcsolddd szekvenalasi futtatast. Az elemzémodul szoftvere
nem érvényteleniti automatikusan a betegmintakat a kontroliminta eredményei alapjan.

* Végezzen tovabbi mindségellenérzési intézkedéseket a helyi és/vagy orszagos el6irdsokkal vagy
akkreditacids kovetelményekkel 6sszhangban.

A szekvenalasi futtatasok vagy kdnyvtarak tesztjeinek megismétiésével kapcsolatos tovabbi informacidkért
lasd: Hibaelhdritds a(z) 87. oldalon.
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Hibaelharitas

illumina

A kovetkezd tablazat segitségével elharithatja a munkafolyamat soran felmerdlé problémakat. Ha egy minta
szekvenalasi futtatasa vagy konyvtar-el6készitése kétszer sikertelen, tovabbi hibaelharitasra lehet sziikség.
Vegye fel a kapcsolatot az lllumina miszaki ligyfélszolgalataval.

Medfigyelés

A szekvenalasi
futtatds nem felel meg
a minéségellendérzési
specifikdcidknak

Lehetséges ok

Keverési hiba

Higitasi hiba

A PRL/PDL
hédenaturacidja nem
teljes

Problémak a
fogyodeszkozok
el6készitésének
szekvendlasaval (példaul
nem megfeleld
felolvasztas,
paralecsapodas/térmelék
az dramlasi cellan)

Dusito probak helytelen
hasznadlata (példaul DNS
mintakhoz hasznalt OPR1
probak, RNS mintakhoz
hasznalt OPD2 probak)
Hiba a konyvtar-
el6készitési
munkafolyamatban az
els6 hibridizacios 1épés
soran vagy azt kdvetéen.

A mintabemenetre
vonatkozo kévetelmények
nem teljesiltek

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

Dokumentumszam: 200007789 v07

Ajanlott miivelet

* A Normalizalt Konyvtarak (NL) PCR-
lemezének szekvencidja. Lasd: El6készités a
szekvendldshoz a(z) 77. oldalon.

Amplified Libraries Samples (ALS) PCR lemez
konyvtarainak Ujradusitasa. Lasd: Az elsd
hibridizdcio beallitasa a(z) 60. oldalon.

A konyvtar el6készitésének megkezdése a
munkafolyamat elejétél. Lasd: RNS
semlegesitése és ldgyitdsa a(z) 46. oldalon
vagy a gDNS fragmentdldsa a(z) 50. oldalon.

Amplified Libraries Samples (ALS) PCR lemez
koényvtarainak Ujradusitdsa. Lasd: Az elsé
hibridizacio bedllitasa a(z) 60. oldalon.

87 /150

IN VITRO DIAGNOSZTIKAI HASZNALATRA. CSAK EXPORTALASI CELOKRA.



TruSight Oncology Comprehensive (EU) termékismertetd

Medfigyelés Lehetséges ok

Mdszer probléma

Hiba a jelentés
Iétrehozasanal vagy
altalanos miszerhiba
(haldzati hiba, hiba a
reagensek
betdltése/eltavolitasa
soran stb.).

Szoftver- vagy mlszerhiba

A mintabemenetre
vonatkozd kdvetelmények
nem teljesiltek.

A DNS kényvtar nem
felelmega
min&ségellenérzési
specifikdcidknak

Hasznalati vagy

berendezéshiba a vizsgalat

munkafolyamataban.

Dokumentumszam: 200007789 v07

illumina

Ajanlott mvelet

Vegye fel a kapcsolatot az lllumina miszaki
Ugyfélszolgalataval.

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

Biztositsa a megfelel mintabevitelt, és
ismételje meg a konyvtar elékészitését a
gDNS fragmentalasa |épésbél. Lasd: A
mintdkkal kapcsolatos kévetelmények a(z) 27.
oldalon, valamint Nukleinsav-extrakcid,
mennyiségi meghatarozas és tarolas a(z) 28.
oldalon.

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

o A Normalizalt Konyvtarak (NL) PCR-
lemezének szekvencidja. Lasd: El6készités a
szekvenalashoz a(z) 77. oldalon.

o Amplified Libraries Samples (ALS) PCR
lemez kényvtarainak Ujradusitasa. Lasd: Az
elsé hibridizacio bedllitasa a(z) 60. oldalon.

o A kdnyvtar el6készitésének megkezdése a
munkafolyamat elejétél. Lasd: gDNS
fragmentalasa a(z) 50. oldalon.
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Medfigyelés Lehetséges ok

CONTAMINATION_SCORE,
CONTAMINATION_P_VALUE
kritériumok nem teljesliltek.

A DNS konyvtar nem A hasznalhato
felelmega MSI sikertelen.
min&ségellenérzési

specifikacidknak

(folytatas).

Dokumentumszam: 200007789 v07

Ajanlott mvelet

A keresztszennyezddés elkerlilésével
kapcsolatos informaciokért tekintse at a
Figyelmeztetések és ovintézkedések részt.
Ellenérizze a lemezelrendezést és a
konyvtarindexelést, hogy megbizonyosodjon
arrdl, hogy az azonos indexhez tartozé
konyvtdrak nem kertltek egyditt
szekvenalasra.

Az érintett kOnyvtdrak esetében kezdje a
konyvtar el6készitését a munkafolyamat
elején. Lasd: gDNS fragmentaldsa a(z) 50.
oldalon.

Szennyez6dés léphetett fel a mintaextrakcid
soran. Eléfordulhat, hogy meg kell ismételni az
extrakcioét, hogy megbizonyosodjunk arrdl,
hogy a minta mentes a szennyezddéstél.

Tekintse at az ultraszonikator gyartodjanak
haszndlati és lizemeltetési bedllitasait
(beleértve a vizszintet és a csétipust).
Gondoskodjon a megfelelé mintabevitelrél a
vizsgalathoz.

Lasd: A mintakkal kapcsolatos kévetelmények
a(z) 27. oldalon, valamint Nukleinsav-
extrakcio, mennyiségi meghatarozds és
tarolds a(z) 28. oldalon.

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

Az RNS konyvtar nem
felelmega
min&ségellendrzési
specifikacidknak.

Az RNS konyvtar nem
felelmega
min&ségellendrzési
specifikacidoknak.

Lehetséges ok

El6fordulhat, hogy a minta
tulsdgosan fragmentalt,
vagy nukleinsav-karosodasa
van, ami befolyasolja az
elégséges egyedi
konyvtarak létrehozdsanak
lehetéségét.

A mintabemenetre
vonatkozo kdvetelmények
nem teljesultek.

Hasznalati vagy
berendezéshiba a vizsgalat
munkafolyamataban.

Dokumentumszam: 200007789 v07

Ajanlott mvelet

Tekintse at az Ultraszonikdtor konfiguracios
beéllitasok DNS fragmentacidhoz a(z) 25.
oldalon és az ultraszonikator gyartéjanak
hasznalati és lizemeltetési beallitasait
(beleértve a vizszintet és a csétipust).
Gondoskodjon a megfelel6 mintabevitelrél a
vizsgdlathoz.

Lasd: A mintakkal kapcsolatos kévetelmények
a(z) 27. oldalon, valamint Nukleinsav-
extrakcido, mennyiségi meghatarozas és
tarolds a(z) 28. oldalon.

Uj mintaextrakciora és/vagy a gDNS
fragmentaldsa lépés megismétlésére lehet
szlikség, ha a minta tulsagosan fragmentalt
vagy seérlt.

Biztositsa a megfelel§ mintabevitelt, és
ismételje meg a konyvtar elékészitését az RNS
semlegesitése és lagyitasa lépésbol.

Lasd: A mintakkal kapcsolatos kévetelmények
a(z) 27. oldalon, valamint Nukleinsav-
extrakcido, mennyiségi meghatarozas és
tarolds a(z) 28. oldalon.

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

o A Normalizalt Konyvtarak (NL) PCR-
lemezének szekvencidja. Lasd: El6készités a
szekvenalashoz a(z) 77. oldalon.

o Amplified Libraries Samples (ALS) PCR
lemez kényvtarainak Ujradusitasa. Lasd: Az
elsé hibridizacio bedllitdsa a(z) 60. oldalon.

o A kdnyvtar el6készitésének megkezdése a
munkafolyamat elejétél. Lasd: RNS
semlegesitése és ldgyitdsa a(z) 46. oldalon.

90/150

IN VITRO DIAGNOSZTIKAI HASZNALATRA. CSAK EXPORTALASI CELOKRA.



TruSight Oncology Comprehensive (EU) termékismerteté illumina

Medfigyelés Lehetséges ok

El6fordulhat, hogy a minta
tulsdgosan fragmentalt,
vagy nukleinsav-karosodasa
van, ami befolyasolja az
elégséges egyedi
konyvtarak létrehozdsanak

lehetéségét.
Pozitiv kontroll hiba A pozitiv kontrollhoz a
(DNS/RNS). mintabemenetre vonatkozd
kévetelmények nem
teljesdltek.

Hasznalati vagy
berendezéshiba a vizsgalat
munkafolyamataban.

Dokumentumszam: 200007789 v07

Ajanlott mvelet

Gondoskodjon a megfelelé mintabevitelrdl.
Lasd: A mintdkkal kapcsolatos kévetelmények
a(z) 27. oldalon, valamint Nukleinsav-
extrakcido, mennyiségi meghatarozas és
tarolds a(z) 28. oldalon.

Uj mintaextrakciéra lehet sziikség, ha a minta
tulsagosan fragmentalt vagy sérilt.

Gondoskodjon a megfelel6 bevitelrdl a

vizsgdlathoz.

Ellendrizze a lemez elrendezését, és

gy6z6djon meg arrdl, hogy a megfelelé

reagensek (szondak, indexek) a megfeleld
celldakban vannak.

Gy6z6djon meg réla, hogy a pozitivkontroll-

minta taroldsa a cimkének megfeleléen

tortént.

Minden olyan minta esetben, amely a pozitiv

kontrollon osztozik, ismételje meg a konyvtar

el6készitését a kbvetkezb lépések egyikével,
attél fliggben, hogy hol tortént a hasznalat
vagy a berendezés hibaja. Ha ismeretlen vagy
mas hiba tortént, a futtatas hibaelharitdsahoz

Iépjen kapcsolatba a lllumina m(iszaki

tdmogatassal.

o A Normalizalt Konyvtarak (NL) PCR-
lemezének szekvencidja. Lasd: E/6készités a
szekvendldshoz a(z) 77. oldalon.

o Amplified Libraries Samples (ALS) PCR
lemez kényvtarainak Ujradusitasa. Lasd: Az
elsé hibridizacio bedllitasa a(z) 60. oldalon.

o A kdnyvtar el6készitésének megkezdése a
munkafolyamat elejétél. Lasd: RNS
semlegesitése és ldgyitdsa a(z) 46. oldalon
vagy a gDNS fragmentaldsa a(z) 50. oldalon.

91/150

IN VITRO DIAGNOSZTIKAI HASZNALATRA. CSAK EXPORTALASI CELOKRA.



TruSight Oncology Comprehensive (EU) termékismerteté illumina

Megfigyelés Lehetséges ok Ajanlott muivelet

NTC hiba (DNS/RNS).  Keresztszennyez&dés A munkateriletek fert6tlenitésére és a
tortént vagy a munkateriilet  keresztszennyez6dés elkerlilésére vonatkozé
elszennyez6dott. informaciokat lasd a Figyelmeztetések és

Ovintézkedések részben.
Ellenérizze a lemezelrendezést és a
koényvtarindexelést, hogy megbizonyosodjon
arrdél, hogy az azonos indexhez tartozé
Konyvtar helytelen koényvtarak nem kerliltek egyiitt
indexelése. szekvendlasra.
Ismételje meg a kdnyvtarel6készitést a
munkafolyamat elejérél minden olyan
konyvtarra, amely Sablon nélkili kontrollal

rendelkezik.

A szoftver azt jelzi, Tumortipus helytelen A kontrollok helyes azonositasaval végezze el

hogy a pozitivés/vagy hozzarendelése aLocal Run  ismét az elemzést az Elemzési modul

negativ kontrollok nem Manager futtatas munkafolyamati Utmutato szerint (lasd Local

szerepeltek a tervezésénél. Run Manager TruSight Oncology

szekvenalasi Comprehensive (EU) elemzési modul

futtatasban. Munkafolyamat utmutatd (dokumentumszam:
200008661)).
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Teljesitményjellemzdk

A TSO Comprehensive (EU) egy 517 génnel rendelkez8, célzott NGS panel. A kis DNS varidnsok—egy
nukleotidvarians (SNV), toébb nukleotidvarians (MNV), inszercidk és deléciék—mind az 517 génbdl alkalmasak
jelentésre. A génamplifikaciok alkalmasak a MET és az ERBB2 génekbdl torténé jelentésre. A fuzidk a 23 génrdl
jelentheték. A splice-variansok alkalmasak a MET és EGFR génekbdl torténd jelentésre. A jelentéshez a
varidnsokat ki kell mutatni, és bizonyitékkal kell rendelkeznilik a KB TSO Comprehensive (EU) vizsgalatban, és a

tesztelt szovettipus alapjan alkalmasnak kell lennilik. A jelentéshez az NTRK fuzidkhoz a fuzids partnernek 5'-
nek kell lennie, az NTRK-kindz doménnek pedig épnek kell lennie.

Kis DNS variansok esetében a panelben a célzott gének validalasanak reprezentativ megkozelitését végezték el
az SNV-ket, MNV-ket, inszercidkat és delécidokat képviselé adatokkal. A génamplifikaciok, fuzidk és splice-
variansok esetében a vizsgalatot génszinten végezték. A TMB-t és az MSI-t a jelzett helyeken értékelték. Az
NTRK fuzids CDx allitasok esetében az FFPE mintak fuzidit az igényre jellemzd teljesitményre 6sszpontositd
vizsgalatokban tesztelték (mint példaul a detektalasi hatarérték, a laboratériumon bellili precizitas, a
reprodukalhatdsag, a pontossag és a klinikai teljesitmény).

A 43 tablazat a kiilonb6z6 vizsgalatokban kiszamitott mérészamok definicidit tartalmazza.

43 tablazat Mérészamok meghatarozasa

Kifejezés
Pozitiv szazalékos
egyezés (PPA)

Negativ
szazalékos
egyezés (NPA)

Teljes szazalékos
megallapodas
(OPA)

Pozitiv szazalékos
konkordancia
(PPC)

Negativ
szazalékos
konkordancia
(NPC)

Pozitiv szazalékos
azonositas (PPC)

Dokumentumszam: 200007789 v07

Definicio
Az 6sszes pozitivbdl helyesen azonositott pozitivok szédzalékos aranya egy ortogonalis
modszerhez képest.

Az 6sszes negativbdl helyesen azonositott negativok szazalékos aranya egy
ortogonalis médszerhez képest.

Az ortogonalis mddszerhez képest a teljes megfigyelés alapjan helyesen azonositott
pozitiv és negativ eredmények szazalékos aranya.

A pozitiv azonositdsok szdzalékos aranya, amelyeket a pozitiv eredmények alapjan
helyesen azonositottak egy kontroll dllapothoz képest kozvetlen paros
0sszehasonlitdsban.

A helyesen azonositott negativ azonositasok szézalékos aranya az 6sszes negativ
értékbdl egy kontrolldllapothoz képest kdzvetlen paros 6sszehasonlitasban.

Azon megfigyelések szazalékos ardnya, amelyek pozitivak egy adott célhoz, azon
megfigyelések k6zott, amelyek varhatdéan pozitivak lesznek a célhoz.
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Kifejezés Definicio
Negativ Azon megfigyelések szazalékos aranya, amelyek negativak a cél szempontjabdl, azon
szazalékos megfigyelések k6zott, amelyek varhatéan negativak lesznek a cél szempontjabél.

azonositas (NPC)

Keresztszennyezddés

A keresztszennyezédési vizsgalatot annak értékelésére végezték, hogy az alpozitiv eredmények a
mintakonyvtarak el6készitése soran az egyik cellabdl a masikba térténd mintaatvitel miatti szennyezédés vagy
az egymas utani futtatasok kdzotti szennyez6dés miatt fordultak eld. Ezt az elemzést kis DNS varidnsok
(amelyek a TMB-t is érintik), fuziok, génamplifikaciok és MSI esetében végezték. Kbnyvtarakat készitettek a
jellemzett mintakbdl, sakkmintaszerlen felvaltva vett mintakkal, hogy értékeljék a cellak kozotti
szennyezd6dést, valamint felvaltva vett indexekkel, hogy értékeljék a szekvenald futtatasok kdzotti
szennyez6dést, amikor a szekvendlast egymas utan ugyanazon a NextSeq 550Dx késziléken végzik. A
keresztszennyezédési vizsgalat nulla szennyez6dési eseményt mutatott ki az egyes mintakban észlelt
variansok vizsgalataval, dlpozitiv eredmények kimutatasa nélkiil.

Két QC mérészamot (CONTAMINATION_SCORE és P_VALUE) terveztek a TSO Comprehensive (EU) vizsgdlaban
a DNS-mintakban Iévé mintaszennyez&dés kimutatasara. Ertékelték a szennyezésérzékelés szenzitivitasat. Az
FFPE tumor DNS mintdkat kiilonb6z8 mennyiség(i FFPE normal DNS mintakkal keverték, hogy szandékosan
szennyezett mintakat hozzanak létre.

Osszesen 1112 kontaminaciés megfigyelést generaltak, és a megfigyelések 95%-aban (1054) észleltek
kontamindciot. A detektdldsi aranyt 96%-ra (939/976) névelték, amikor a szennyezédés szazalékos aranya 10%
és 90% kozott volt (tomeg/tomeg). A 10% és 90% kdzotti szennyezbédéses 37 megfigyelésbdl ott, ahol nem
mutattak ki a szennyezédést, 12 nem felelt meg annak a lefedettségi specifikacidnak, hogy kis DNS varidnsokat
azonositson. Az alacsony lefedettség zavarja a szennyez6dés kimutatasat, de a kis DNS varidansok esetén nem
szamoltak be arrdl, hogy az enyhitené a szennyezddés hatasait. Tizenot megfigyelés nem felelt meg a
génamplifikacids specifikacidonak (median tartalyszam, QC metrikus) a génamplifikacioé azonositasa
szempontjabodl. A mintdk esetén nem szamoltak be a génamplifikacié eredményérél.

A vizsgalat azt igazolta, hogy a TSO Comprehensive (EU) vizsgalat varhatdéan alacsony keresztszennyez6dést

okoz cellaktdl-cellakig, illetve futtatastol-futtatasig. Ezek az eredmények a szoftver szennyez6dési mutatdival
egyltt csokkentik a mintaszennyezédés miatti hamis varians eredmények kockazatat.

Nukleinsav-extrakcios készlet értékelése

Harom kereskedelmi forgalomban kaphatd DNS és RNS extrakcios készletet értékeltek a TSO Comprehensive
(EU) segitségével. A harom extrakcios készlet izoldlja mind a DNS-t, mind az RNS-t ugyanazon FFPE
szovetmetszetekbdl. A készletek paraffinmentesité szeriikben és nukleinsavkoté Iépésiikben kiilénboztek (44
tablazat). Az 1. készlet volt a TSO Comprehensive (EU) teljesitmény meghatdrozasahoz hasznalt predominans
extrakcios készlet.
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44 tablazat A készlet jellemzdi

Készlet Paraffinmentesit6 szer Nukleinsavkotés

1 Jogvédett Oszlop

2 Xylol Oszlop

3 Asvanyi olaj Magneses gyongyok

A 45 tablazat és a 46 tablazat 6sszefoglalja az extrakcids készleteknek a kdnyvtar érvényességére és a
variansok azonositasara gyakorolt hatasait. Ha az extrakcios készlet atlaga jelentésen eltéré volt, a kiilébnbséget
jelentették. Az extrakcids készletek kdzotti atlagos kiilonbségeket az 1. készlettel szamitottak ki kontrollként,
mivel a(z) TSO Comprehensive (EU) analitikai vizsgalatokhoz hasznalt nukleinsavak nagy részét az 1. készlettel
extrahaltak. Az 1. készlethez viszonyitott atlagos kiilonbség a beszamold szerint azt mutatja, hogy a kiilénb6z6
extrakcios készletek hogyan befolyasolnak a tobbi TSO Comprehensive (EU) analitikai vizsgalatot.

45 tablazat Az extrakcios készlet hatasai a konyvtar érvényességére

Varians tipusa Konyvtar QC mérészamok Atlagos kiilonbség az 1. készlethez képest
Kis DNS Median exon lefedettség A 2. készlet 56 leolvasassal
variansok/TMB (szammeértéke) alacsonyabb
PCT Exon50X (%) A 3. készlet 0,298%-kal magasabb
Median inszercié méret (bp) A 2. és 3. készlet 3 bp-vel alacsonyabb
DNS MSI Hasznalhatd MSI helyek A 3. készlet 8 hellyel magasabb
DNS MAD lefedettség (szammértéke) A 2. készlet 0,0043-del alacsonyabb
génamplifikacio Medidn tartalyszam A 2. készlet 0,5825-del alacsonyabb, a
3. készlet 0,3086-del magasabb
RNS Median inszercié méret (bp) A 3. készlet 2 bp-vel magasabb
(Fuziok/splice- Naplé (median CV Gene500X ) A 2. készlet 0,029-del magasabb
variansok) Osszesitve a célleolvasasokon Nincs jelentés kiilonbség

A 2. és a 3. extrakcids készlet esetében megfigyelték, hogy megndvekedett az alatdamaszto leolvasasok szama,
igy az extrakcios készlet kivalasztasa miatt a fuzidk és a splice-varidnsok az LoD k&zelében nagyobb
valdszinlséggel észlelheték.

46 tablazat Az extrakcios készlet hatasai a varidnsazonositasra

Varians tipusa (egységek) Variansazonositas (atlagkiilonbség az 1. készlethez képest)

Kis DNS variansok Technikailag nem jelent&s

(VAF) Célzott variansok: a készleten beliili variancia alacsony volt a maradékhoz
képest

Nem célzott variansok: Nincs jelentés kiilonbség az elsé két VAF tartalyban.
Nincs jelentds kiilonbség, ha statisztikai szignifikanciat figyeltek meg.
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Varians tipusa (egységek) Variansazonositas (atlagkiilonbség az 1. készlethez képest)
TMB (mutacio Technikailag nem jelentds, a készleten bellili variancia alacsony volt a
megabazisonként) maradékhoz képest

MSI (instabil helyek %- A 3.készlet 1,9%-kal alacsonyabb az instabil helyeknél

a)

Génamplifikacio 2. készlet (0,06) és 3. készlet (0,08) magasabb atfedettségi valtozassal
(atfedettségi valtozas)

Fuzié (alatamasztod A 2. készlet 51%-0s, a 3. készlet pedig 23%-0s ndvekedést mutatott az

leolvasasok) aldtamasztoé leolvasasokban

Splice variansok A 2.és a 3. készletben 48%-kal ndvekedtek az alatamasztd leolvasasok

(aldatamasztd
leolvasasok)

Zavaro anyagok

Ertékelték a potencidlis endogén és exogén anyagoknak a TSO Comprehensive (EU) vizsgélat teljesitményére
gyakorolt hatasat. A nukleinsav-extrakcios folyamat soran endogén anyagokat, melanint és hemoglobint,
oltottak be a mintakba. Exogén anyagok (etanol, xilol és proteinaz-K) voltak jelen a nukleinsav-extrakcios
folyamat soran, és a kényvtar el6készitése el6tt a tisztitott nukleinsavba is beoltottak ket. Ahol interferenciat
figyeltek meg a beoltott proteinaz K-val, a proteindz K megndvekedett koncentraciodjat is értékelték az
extrakcids folyamat soran. Az agybdl, az eml6bél, a vastagbélbdl, a tlid6bél, a medullaris pajzsmirigybdl, az
NSCLC-bdl, a petefészekbdl, a prosztatabdl, a nyalbdl, a bérbdl, a lagyszovetbdl és a pajzsmirigy szovetébdl
szarmazo FFPE-mintakhoz anyagokat adtak hozza — nyolc mintat extrahaltak DNS-elemzéshez, és 13 mintat
extrahdltak RNS-elemzéshez. A 16 egyedi minta mindegyikénél volt egy-egy beoltas nélkiili endogén kontroll és
puffer vagy vizbeoltdsos exogén kontroll. A nekrdzis hatasat az agy-, a vastagbél- és a tlid6szovetekbdl
szarmazd masik nyolc FFPE-mintds halmazon értékelték. Minden nekrézismintanal makrodisszektalt
nemnekroézis-kontroll volt. Minden interferenciat illetéen anyagonként és mintanként négy replikatumot
vizsgaltak a TSO Comprehensive (EU) vizsgalattal, és 6sszehasonlitottak a megfelel6 kontroll feltétellel a kis
DNS variansok, génamplifikacidok, RNS fuzidk és RNS splice-variansok kimutatasa, valamint az MSI| statusz és a
TMB pontszam tekintetében. CDx és tumorprofilozasi varidnsokat is tartalmaztak.

DNS varians kimutatasa

A melanin (0,2 pg/ml), a hemoglobin (2 mg/ml), az etanol (5%), a proteindz-K (0,04 mg/ml nukleinsavban) és a
xilol (0,0001%) nem zavarjak a TMB pontszamot, az MSI statuszt, a kis DNS variansokat és a génamplifikaciokat.

RNS varians kimutatasa

Az adatok nem tdmasztjak ald, hogy a melanin (0,2 pg/ml), az etanol (5%) és a xilol (0,0001%) zavarna az RNS
fuzidkat vagy a splice-varidansokat. A (2 mg/ml) hemoglobin (csékkent alatamaszté leolvasasokkal) zavarta a
MET gén hdrom kiilénb6z6 splice-variansat. Az AR gén (hdrom kiilénb6z6 minta alapjan) és az EGFR gén (egy
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minta alapjan) splice-varidansat nem befolydsolta. Ha a laboratérium RNS-t futtat a vizsgalattal, akkor kerilni
kell, illetve minimalizalni kell a hemoglobinnal rendelkez6 szovetet, amikor szeleteket nyernek ki a
szbvetblokkbdl.

A proteinaz K (0,04 mg/ml nukleinsavban) zavarta az RNS flizidkat és a splice-varidnsokat. A proteindz K-t 2,6
mg/ml és 5,2 mg/ml koncentraciéval tesztelték az extrahaldsi folyamat soran, ami 2-szerese és 4-szerese a
kereskedelmi forgalomban kaphaté készletben taldlhatd standard koncentracionak. A fuzidkat 4x gatoltak, de a
proteinaz K-t nem géatoltak 2x. A splice-variansoknal a proteindz K-t 2x gatoltak. A proteinaz K-t vagy azzal
egyenértékl enzimet nem szabad novelni az extrakcié soran az extrakcios készletben megadott standard
koncentraciébdl.

Nekrozis

A nekrotikus szdvet legfeljebb 70%-0s jelenléte nem zavarja a TMB pontszamot, az MSI statuszt, a kis DNS
variansokat és az RNS splice-variansok kimutatasat. Az RNS fuzidk (tdmogatd leclvasasok) és a génamplifikacio
(hanyszoros valtozas) észlelése csokkent a (terliletenként) = 25%-0s nekrotikus tartalommal rendelkezé
mintakban a szbvet teriiletén. Ha a mintametszetek a teljes szdvetteriileten tébb mint 25% nekroézist
tartalmaznak, akkor makrodisszekciét kell végezni a nekrotikus széveten.

Stabilitas
Valos idejli stabilitas

Valds idejl stabilitast hasznaltak a TSO Comprehensive (EU) vizsgalati készlet eltarthatésaganak
meghatarozdsahoz, ha a cimkén szerepld feltételek szerint taroljak. A vizsgalat elrendezése harom reagenstétel
tesztelésén alapult, és a CLSI EP25-A dokumentumban leirt klasszikus stabilitasi vizsgalati elrendezést
alkalmazta. A készleteket végsé készletezett konfiguracidban taroltak a vizsgalat id6tartama alatt, a termék
cimkéjén meghatarozott tarolasi kériilmények kozott. A fagyasztott készlet komponenseit -15 °C és -25 °C
kozOtt taroltdk. A h(itott készlet komponenseit 2-8 °C-on taroltak.

A készleteket meghatarozott id6pontokban tesztelték a megjelenés és a készlet funkciondlis kibocsatasi
kritériumai szempontjabdl. Ezenkiviil a minéségellendrzési kontrollanyag variansazonositasi és minta
min&ségellendrzési metrikus trendjeit is elemezték. Az eltarthatdsagi id6t minden reagens esetében
meghataroztak. A lejarati datumok a gyartas datuma és az eltarthatdsagi id6 alapjan kertilnek kijeldlésre. A
készlet lejarata a legkorabban lejard reagens alapjan keriil hozzarendelésre.

A készlet hasznalat kozbeni stabilitasa

A TSO Comprehensive (EU) tesztkészlet haszndlat kdzbeni stabilitdsat standard hasznalati kdriilmények kozott
értékelték a szavatossagiid6 alatt, hogy alatamasszak a tobb készlet felhasznalast. A reagenskészletet
tobbszords fagyasztasnak/kiolvasztasnak vetették ala, és tesztelték, hogy aldatdmasszak a készlet legfeljebb 4
felhasznalasat. Ezenkivll 6sszesen 8 RNS és 8 DNS konyvtarat készitettek el 3-szor a tamogatott kdnyvtarak
maximalis szamanak vizsgalatdhoz (készletenként 24 DNS és 24 RNS kdnyvtar). Minden tesztelt fagyasztasi-
kiolvasztasi ciklusra és id6pontra az 6sszes funkcionalis készletkiadasi kritérium teljesiilt. A = 25 hénapos
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reagensekkel rendelkezé FFPE-mintak vizsgdlatat azért végezték, hogy értékeljék a hasznalat kdzbeni
tesztelés hatasat a variansok azonositasara. A célzott variansok minéségi elemzése azt mutatja, hogy a
haszndlatban 1évé események nem befolydsoltak a varidnsok azonositasat.

A nukleinsav stabilitasa

A nukleinsavak (DNS és RNS) stabilitasat és a TruSight Oncology Comprehensive (EU) (TSO Comprehensive
(EU)) vizsgalathoz kapcsoloddé mennyiségi meghatarozasukat tdbb szdvettipusbdl szarmazd FFPE-mintak
segitségével értékelték. Az FFPE blokkokat kimetszették, és az 6sszes nukleinsavat egyszerre extrahaltak. Az
extrahalt nukleinsavat alaposan 6sszekeverték, kvantifikaltak, ellenérizték a nukleinsav minéségét, és két
készletnyi egyszer hasznalatos csébe osztottak a két idépontban torténd lefagyasztashoz. TO kontroll
(kiindulas) és T1teszt (= 28 nap). Az 6sszes extrahalt RNS-t -85 °C és -65 °C kozott taroltak, és az 6sszes
extrahalt DNS-t -25 °C és -15 °C k6z06tt taroltak a jelzett id6tartam soran, majd a TSO Comprehensive (EU)
vizsgalat soran tobb replikdtum és kezeld bevonasaval dolgoztak fel. A T1 teszt allapotat 6sszehasonlitottak az
MSI allapot, a TMB pontszam, a génamplifikaciok, a kis DNS varidnsok, az RNS fuzidk és az RNS splice variansok
kontrolljaval. Az adatok azt mutatjak, hogy a nukleinsavak és a TSO Comprehensive (EU) vizsgalattal vald
hasznalathoz kapcsolddé mennyiségi meghatarozasuk az ajanlott hémérsékleten tarolva legfeljebb 28 napig
stabil (RNS -85 °C és -65 °C kozott, DNS -25 °C és -15 °C kdzott).

Konyvtari stabilitas

A TSO Comprehensive (EU) vizsgalattal el6készitett konyvtarak stabilitasat 8 FFPE DNS és 8 FFPE RNS minta
segitségével értékelték ki 9 kiilonbdz6 szovettipusbdl, amelyeket a vizsgalattal haromszor teszteltek. A
normalizalt kényvtar (NL) PCR lemez kdnyvtarait a 0. napon 6sszevontak és szekvenaltak. Az NL PCR lemezen
lévé konyvtarak maradék térfogatat fagyasztva taroltak (-25 °C és -15 °C kzott), majd a 30. napon
0sszevontak és szekvenaltak. Technikailag elhanyagolhato volt minden statisztikailag szignifikans eredmény a
kis DNS variansok esetében a 0. nap és a 30. nap kozo6tt. Az MSI statusz, a TMB pontszam, a génamplifikacidk,
az RNS fuzidk és az RNS splice-variansok tekintetében nem volt statisztikai kiildnbség a 0. és a 30. nap kdzo6tt.
Az adatok azt jelzik, hogy a TSO Comprehensive (EU) vizsgalatbdl Iétrehozott kdnyvtarak -25 °C és -15 °C
kodzott legfeljebb 30 napig stabilak.

Targylemezre rogzitett FFPE sz6vetstabilitas

A TruSight Oncology Comprehensive (EU) (TSO Comprehensive (EU)) vizsgdlathoz hasznalt, targylemezre
rogzitett FFPE-szovetek stabilitasat kiilonb6zé egyedi mintakbdl metszett FFPE-blokkok (5 um-es metszetei)
alapjan értékelték, targylemezekre rogzitéssel, majd szobahémérsékleten (22 °C) taroltak 2 id6pontig. Az RNS-
t extrahdltak és -65 C és -85 C kdzott taroltak, a DNS-t pedig extrahaltak és -15 C és -25 C kdzott taroltak
kevesebb mint 1 hétig a vizsgalat elétt. A nukleinsav-anyagot kvantifikaltak, majd 24 6ran beliil feldolgoztak a
TSO Comprehensive (EU) vizsgalattal minden egyes id6pontra vonatkozdéan. Minden egyes idépontban tébb
replikdtumot és kezel6t teszteltek mintdnként a TSO Comprehensive (EU) vizsgalattal, és 6sszehasonlitottak a
TO idéponttal az MSI, TMB, génamplifikaciok, kis DNS variansok, RNS fuzidk és RNS splice variansok esetében,
beleértve a CDx és tumor profilozasi variansokat. A varidnsazonositast értékelték, és minden elfogadasi
kritériumnak megfelelt, jelezve, hogy a TSO Comprehensive (EU) vizsgdlathoz hasznalt, targylemezre helyezett
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FFPE-szOvetek szobahémérsékleten legfeljebb 4 hétig (28 napig) stabilak. Megjegyzend§, hogy 4 hét (28 nap)
utan 10%-os csOkkenést észleltek az MSI konyvtar QC érvényességi aranyaban a kezel6 és a tarolasi id6é
kombinacidja miatt, és az RNS fuzidk és splice-ok kortilbelll 25%-0s cstkkenést mutattak a leolvasas
tamogatasaban a targylemezeken valo 4 hétig (28 nap) torténd tarolas utan.

Nukleinsav bemeneti titralasi védelembesorolas

A TSO Comprehensive (EU) vizsgalat nukleinsav-bemenetét 17 szdvettipust magaban foglalé 33 FFPE-mintabdl
szarmazo DNS vizsgdlataval értékelték 10 ng és 500 ng kdzotti bemeneti szinteken, és 5 FFPE-mintabdl
szarmazo RNS vizsgalataval 5 szbvettipusbdl 10 ng és 85 ng kdzotti bemeneti szinteken. A konyvtari
min&ségellendrzési mérészamokat értékelték, és azok mintafliggéek voltak. A DNS-eredmények azt mutattak,
hogy néhany, de nem minden DNS-minta min6ségellenérzési mérészam reagal a névleges 40 ng-os bemenet
feletti megndvekedett bemenetre:

* MEDIAN_INSERT_SIZE nem valaszolt a 30 ng feletti bemenetre.
* MEDIAN_EXON_COVERAGE pozitiv korrelacidt mutatott a névekvé bemenettel.
* PCT_EXON_50X a bevitel ndvelésével 80 ng-ig ndvekedett.

* USABLE_MSI_SITES a bemenet ndvekedésével nétt. Néhany minta, amelynek kevesebb mint 40 USABLE_
MSI_SITES 40 ng-nal, megfelelt a specifikacidénak magasabb bemeneteknél, ami lehetévé tenné az MSI
pontszam kiszamitdsat.

* MEDIAN_BIN_COUNT_CNV_TARGET a bemenet névekedésével nétt.
* Novekvd bemenet, hogy novelje a COVERAGE_MAD értéket a felsé specifikacios hatarérték felé.

Az RNS minta minéségellenérzési mérészamai 10 ng-rél 40 ng-re néttek (MEDIAN_INSERT_SIZE és TOTAL_ON_
TARGET_READS) vagy csokkentek (MEDIAN_CV_GENE_500X), de altaldaban nem valtoztak 40 ng és 85 ng
kozott.

Vak hatarérték

Az alpozitiv eredmények szdzalékos aranyat (a teljes varhatd negativ értékbdl) FFPE normal vagy jéindulatu,
szomszédos szovet ismételt vizsgalataval értékelték, amely nem tartalmazhat szomatikus variansokat kis DNS
variansok, génamplifikaciok, MSI, RNS fuzidk és RNS splice-varidnsok esetében. Az alpozitiv eredményeket
nem elemezték TMB-re, mivel nincs klinikai hatarérték. Hat DNS és 6 RNS FFPE mintat futtattak kétszer 2
kezelével, 3 napon keresztiil mind a 2 reagenstétel esetében. A mintdk egy alhalmazat Ujra 0sszesitették, és
Ujraszekvenaltak 3x csak DNS és 3x csak RNS formatumban, hogy kiértékeljék az alpozitiv eredményeket tobb,
az eszkoz altal tamogatott multiplex konfiguracidval. Ezenkivil 30 tovabbi RNS-mintat futtattak kétszer,
amelyeket 1 reagenstétellel dolgoztak fel, 2 kezeld kézott osztva. Osszesen 168 lehetséges megfigyelés tortént
a DNS-re és 228 megfigyelés az RNS-re vonatkozdan, amelyet az egyes varianstipusokhoz tartozé érvénytelen
konyvtarak csokkentettek. Az alpozitiv eredmények szazalékos aranyat génszinten szamitottak ki az
amplifikacidk esetében, és pozicidszinten (korilbelll 1,9 millié pozicid) a kis DNS variansok esetében. Az
alpozitiv eredmények szazalékos aranyat a DNS varianstipusokra az 47 tablazat mutatja. Az RNS-fuzidk és a
splice-varidnsok alpozitiv értékeinek szazalékos aranya 0% volt, amint azt a 48 tablazat mutatja.
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47 tdblazat Alpozitiv eredmények DNS-varidnstipus szerint

Varians tipusa Alpozitivak

Génamplifikacidok 0% (0/9912)

Kis DNS variansok 0,0001% (271/295 801 567)
MSI 0% (0/156)

TMB NA*

* Az dlpozitiv eredmények nem alkalmazhatdk, mivel a TMB-t pontszamként jelentik, és nincs kvalitativ kimenetele.

48 tablazat Alpozitiv eredmények RNS-varidnstipus szerint

Varians tipusa Alpozitivak
Fuzié 0% (0/226)
Splice-varidns 0% (0/226)

Kimutatasi hatarérték

Két vizsgalatot végeztek a kimutatasi hatarértékek értékelésére a TSO Comprehensive (EU) esetében. Az 1.
vizsgalat a RET kis DNS variansait, a RET fuzidkat és az NTRK1-3 fuzidkat értékelte. A 2. vizsgalat egyéb
tumorprofilozasi variansokat értékelt.

1. vizsgalat

Az NTRK1, NTRK3 és RET kis DNS varidnsok és az NTRK1-3 és RET fuzidk kimutatdsi hatarértékeit (LoDs)
hataroztdk meg. Az LoD a legalacsonyabb analitérték (példaul varians allélgyakorisdg vagy alatamaszté
leolvasasok), amely kovetkezetesen kimutathatd (95%-os detektalasi hatarérték vagy 5%-os Il. tipusu hiba). A
vizsgalatban RET kis DNS varidnsokkal (medulldris pajzsmirigyrak), RET fuzidkkal (papillaris pajzsmirigyrak,
atipusos Spitz tumor) és NTRK1-3 fuzidval (alacsony foku glioma, glioblastoma multiforme, myofibroblasztikus
szarkdma, szarkdma, szekrécids emlérak, vastagbélrak) rendelkez6 FFPE-szbveteket, valamint NTRK1 és
NTRKS3 kis DNS variansokat tartalmazé FFPE-kezelt sejtvonalat hasznaltak. Mindegyik mintat legalabb 5
tesztszintre higitottak (korilbelll 0,01-0,10 VAF kozo6tt kis DNS varidansok esetén és 2-25 alatdmasztd kiolvasas
fuzidk esetén).3 kezel6 és 3 szekvenalasi miszer altal Iétrehozott variansonként tételenként 18 megfigyelés
tortént a kdnyvtarel6készitést elindité 3 nem egymast kévetd napon, minden egyes mintatesztszint 2
ismétlésével. Két reagenstételt teszteltek.

A DNS varidnsok esetében a 2 tételt fliggetleniil elemezték probit regresszidval vagy a talalati arany
megkozelitéssel (legalacsonyabb tesztszint = 95%-0s taldlati arany (pontbecslés)) az egyes variansok LoD
értékének tételenkénti meghatarozasahoz. A két reagenstétel nagyobb LoD-értékét vették fel a varians
kimutatasi hatarértékeként (49 tablazat).

RNS fuzidk esetén FFPE sejtvonalakat hasznaltak az egyes fuzids gének LoD értékeinek becslésére. Az LoD-
okat ezutan FFPE-szovetekkel ellendrizték duplikalt konyvtarel6készitésekkel 3 kezeld, 3 m(liszer és 3
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illumina

reagenstétel segitségével, hogy varidnsonként 54 megfigyelést hozzanak Iétre az FFPE-sejtvonalakkal
létrehozott LoD kdzelében. Az egyes fuziok esetében a megallapitott kimutatasi hatarértékek (50 tablazat) a
legalacsonyabb atlagos tamogatd kiolvasasok, amelyek =95%-os talalati aranyt (pontbecslés) értek el.

49 tablazat Az NTRK1, NTRK3 és RET kis DNS variansok kimutatasi hatarértékei

Marker

NTRK1 G595R
(SNV)*

NTRK3 F617L
(SNV)*

NTRK3 G623R
(SNV)*

NTRK3 G696A
(SNV)*

RET C618R
(SNV)

RET M9O18T
(SNV)

RET C634Y
(MNV)

RET D898_E901del

(delécid)*

kr. = kromoszoma

Kromoszéma

1. kr.

15. kr.

15. kr.

15. kr.

10. kr.

10. kr.

10. kr.

10. kr.

Elhelyezkedés

156846342

88476283

88476265

88472468

43609096

43617416

43609949

43615611

Referencia

G

GC

GAGATGTTTATGA

Alternativa

AT

G

Kimutatasi
hatarérték
(Varians
allélgyakorisag)

0,038

0,032

0,036

0,027

0,053

0,045

0,045

0,055

* Ezeket a DNS-varidnsokat probit regresszidval elemezték; a tobbi DNS-varidnst a talalati ardny megkozelitéssel

elemezték.

50 tablazat Az NTRK és RET fuzidk kimutatasi hatarértéke

Gén

NTRK1

NTRK2

Fazio

TPM3-NTRK1
BCAN-NTRK1
STRN-NTRK2
ETV6-NTRK2
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Kimutatasi hatarérték

el Fazi6 (Alatamaszto leolvasasok)
NTRK3 KANK1-NTRK3 13,5

ETV6-NTRK3 16,2
RET NCOA4-RET 15,8

KIFSB-RET 16,6

2. vizsgalat

A TSO Comprehensive (EU) altal jelentett tumorprofil-variansok kimutatasi hatarértékeit (LoD-k) értékelték. Az
LoD a legalacsonyabb analitérték (varians allélgyakorisag, atfedettségi valtozas vagy aldtdmasztd leolvasdsok),
amely kovetkezetesen kimutathatd (95%-os talalati arany vagy 5%-os Il. tipusu hiba). A variansokat tartalmazé
17 szbvettipusbdl szarmazd FFPE-mintakat tobb tesztszintre higitottak. Szintenként hat megfigyelést hozott
Iétre két kezeld, akik kiilonb6z6 reagenstételeket és mliszereket hasznaltak.

DNS-varidansok

10 kis DNS varidns osztaly (6sszesen 25 varians) és 2 DNS gén amplifikacié (ERBB2 és MET) LoD értékét
hataroztak meg és 6sszegezték tartomanyokként (51 tablazat). Az 1. vizsgalat LoD-varidnsait is tartalmazza. Az
5 bp-nél nagyobb 3 inszercid kozil ketténél 0,034 és 0,036 VAF volt az LoD, a harmadiknal pedig 0,215 VAF
volt az LoD. Az utébbi egy alacsony komplexitasu régidban tortént inszercid, ahol az inszercié tovabbi
ismétléseket tesz lehet6vé, befolydsolja az igazitast, és tobb leolvasast igényel a kdvetkezetes kimutatashoz.
Ezért bizonyos alacsony komplexitasu genomikai kontextusok befolydsolhatjak a > 5 bp inszerciok észlelését.
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511tdbldzat Kis DNS-varidnsok és génamplifikaciok kimutatasi hatarértéke

illumina

, i . L. . o Variansok A
Tipus (mértékegység LoD-hoz) Variansosztaly / genomikai kontextus széma Tartomany
Kis DNS-variansok (varidns SNV-k 5 0,016-0,064
allélgyakorisag) MNV-k 3 0,022-0,048
Inszerciod (1-2 bp) homopolimer 2 0,086-0,104
ismétlédések kdzelében
Inszercié (1-2 bp) dinukleotid 2 0,038-0,051
ismétlédések kdzelében
Inszercid (3-5 bp) 2 0,030-
0,056
Inszercid (> 5 bp és legfeljebb 25 bp) 3 0,034-0,215
Delécié (1-2 bp) homopolimer 2 0,094-0,100
ismétlédések kdzelében
Delécié (1-2 bp) dinukleotid ismétlédések 2 0,033-0,070
kozelében
Delécié (3-5 bp) 2 0,028-
0,064
Delécid (> 5 és legfeljebb 25 bp) 2 0,047-0,055
Génamplifikaciok (hanyszoros Gén szerint (ERBB2, MET) 2 2,034-2,195

valtozas)
Fazidk

Az LoD-értékeket 18 fuzidra hatdroztak meg, 20 gént szamitva a TSO Comprehensive (EU) panelben, amelyek
10 és 54,7 kozotti tartomanyban voltak az alatamasztd leolvasasok alapjan (52 tablazat). A masik vizsgalatban
tovabbi 3 gént (NTRK1 - 3) teszteltek. A RET gént itt és a masik LoD vizsgalatban tesztelték. Tizenhat LoD-vel
rendelkezé fuzional az adatok 6sszeegyeztethetdk voltak a 16 aldtdmaszto leolvasasbdl allé kézds LoD-vel,
kétoldalas, 95%-0s fels6 konfidencia-hatarértéket (UCL) haszndlva. A két fuzid LoD értéke 24,7 és 44,2 volt,
ami nem felelt meg a k6zds LoD értéknek.

Az FGFR2-SRPK2 fuzid 24,7 alatamasztd leolvasasi LoD értékkel ismételt atfedési régiokkal rendelkezett a
toréspontban, ahogy azt a TSO Comprehensive (EU) vizsgalati szoftver megjegyzéssel Iatta el. Egy torésponton
belll az ismétl6d6 régidk altalaban alacsonyabb szintl bizonyitékokkal rendelkeznek, mivel a leolvasasok a
genom mas részeit térképezhetik fel, vagy nem igazodnak egymashoz. Ezenkiviil az ismételt régidk
megnehezitik az 6sszeszerelési folyamatot (a fuzids szekvencidk azonositdsara hasznaljak), és tovabbi
bizonyitékokat igényelnek a helyes szekvencia felépitéséhez. A SEPT14-EGFR egy masik példa a téréspontban
homoldg szekvenciaju fuzidra.
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illumina

A 44,2 LoD értékkel rendelkezd fuzids BCL2-IGHJ5 aldtdmasztd leolvasasok nagyon rovid génnel (IGHJ5)
rendelkeztek, ahol a téréspont egy hasadékolt rovid illesztéseket igényld exon kezdete kdzelében volt.

Kovetkezésképpen tobb leolvasasra volt sziikség a kdvetkezetes kimutatashoz.

52 tablazat A fuziok kimutatasi hatarértéke

Fazié ,A” gén téréspontja ,B”" gén téréspontja LoD K6z6s LoD
NCOA4-RET 51582937 43612030 10,0 igen
TMPRSS2-ERG 39817543 42880007 13,2 igen
KIFSB-RET 32311775 43612032 14,5 igen
ACPP-ETV1 132036419 14028762 17,2 igen
FGFR3-TACC3 1801536 1736997 17,5 igen
EML4-ALK 29446394 42553391 20,2 igen
FGFR1-GSR 38274821 30569602 23,7 igen
EGFR-GALNT13 55087056 155295102 24 igen
ESR1-CCDC170 151857451 152023138 24,3 igen
FGFR2-SRPK2 123353223 104926165 24,7 nem
HNRNPUL1-AXL 41743847 41782201 26.3 igen
CD74-ROS1;,GOPC 149784243 117645578 28,2 igen
SPIDR-NRG1 32453345 48353103 28,2 igen
RAF1-VGLL4 12641189 11606492 28,5 igen
DHX8;ETV4-STAT3 41613847 40474300 30,5 igen
MKRN1-BRAF 140487383 140158806 31,2 igen
BCL2-IGHJ5 60793496 106330066 44,2 nem
PAX3-FOXO1 41134997 223084859 54,7 igen

Splice-variansok

A két RNS splice-varians, a MET és az EGFR LoD alatamaszto értéke rendre 18,7, illetve 24,8 volt.
Tumor tartalma

A vizsgalat eredményei ismertetik a klinikai mintdk tumortartalmara vonatkozé ajanlasokat. Altaldban minél
nagyobb a tumortartalom, annal nagyobb a ,jel” (VAF, atfedettségi valtozas vagy alatamaszto leolvasasok) a
tumorban lévé varidnsok esetében. A minimalis tumortartalomra vonatkozd ajanlasok az alabbi
megfigyeléseken alapulnak. A kis DNS variansok LoD értékei nem nagyobbak 0,104 VAF-nél (kivéve a TP53
behelyezését). A tumorban Iévé driver mutacidk kimutatdsahoz (0,50 varians allélgyakorisag) 20%-o0s
tumortartalom ajanlott, hogy ezek a mutaciok 0,10 VAF-vel rendelkezzenek, és LoD-on vagy afelett legyenek. A
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20%-0s tumortartalom mellett az 5,5-szeres valtozasra amplifikalt gének (11 kdpia) kdvetkezetesen kimutatdsra
kerlilnének az 1,8-szeres atfedettségi valtozas észlelési hatara alapjan. 20%-os tumortartalom mellett a 80
tdmogato leolvasdssal rendelkezd fuzidkat kdvetkezetesen 16 tdmogatd leolvasas kimutatdsi hatarértéke
alapjan mutatnak ki.

Reprodukalhatésag

Két vizsgalatot végeztek a TSO Comprehensive (EU) vizsgalat reprodukalhatésaganak értékelésére. Az 1.
vizsgdlat az NTRK és RET fuzids varidnsok mellett a RET kis DNS varidnsokat értékelte. A 2. vizsgalat tovabbi
tumorprofilozasi variansokat értékelt.

1. vizsgalat

Ezt a vizsgalatot azért végezték, hogy értékeljék a TSO Comprehensive (EU) vizsgalat reprodukalhatdsagat 3
vizsgaldhelyen (1 belsé, 2 kiils6), vizsgaldhelyenként 2 kezelbvel, 2 futtatason belili replikdtummal és 3 nem
egymast kdvetd tesztelési nappal. A tesztelést egy reprodukalhatdsagi panellel végezték, amely specifikus
ismert RET kis DNS varidnsokat tartalmazé DNS mintéakat és specifikus ismert NTRK1 - 3 és RET fuzids
variansokat tartalmazé RNS mintakat tartalmazott formalinnal fixalt, paraffinba agyazott (FFPE)
szovetmintakbdl és sejtvonalakbdl. A panel alacsony variansszinttel és magas variansszinttel rendelkezé DNS-
és RNS-paneltagokat tartalmazott, mindegyik variansosztaly esetében azonos szamu alacsony és magas
kategdridju paneltaggal. A magas szintli paneltagok az LoD korilbellll 2-3-szorosat, az alacsony szintU
paneltagok pedig korilbeliil az LoD-t céloztak meg. Minden vizsgalohelyen, minden kezelé két példanyban
tesztelte a paneltagokat 3-szor, célonként 6 megfigyelést generalva paneltagonként. Mindhdrom
vizsgalohelyrél paneltagonként 36 megfigyelést generaltak (3 vizsgalohely/készilék x 2 kezel6 x 2 futtatdson
bellli replikdtum x 3 kezdési nap).

Elsédleges végpontként a célzott kis DNS varidnsok és a célzott RNS flizids varidnsok szazalékos pozitiv (PPC)
és szazalékos negativ (PNC) azonositasait hatdroztak meg magas szinten. A célzott kis DNS variansok és az
alacsony szintl célzott RNS fuzids varidnsok PPC-it és PNC-it masodlagos végpontokként szamitottak ki. A
kétoldalas 95%-0s konfidencia-intervallumok (Cl-k) az 6sszes végponthoz kapcsoldddan a Wilson-pontszam
moédszerrel lettek szamitva. Els6dleges elemzéseket végeztek a PPC és a PNC (hozzatartozd 95%-os Cl-kkel)
becslésére a célzott magas szintl paneltagokban, egy adott célhoz tartozé TSO Comprehensive (EU) vizsgalati
megfigyelések kombindldsaval az adott varidnsosztalyt képvisel6 paneltagok csoportjdban (példaul kis DNS
variansok és RNS fuzidk) a klilénb6zé vizsgaldhelyek/mlszerek, kezel6k és futtatasok kdzott. Minden egyes
célzott varidns esetében a mas paneltagok magas szint(, ugyanahhoz a varidnstipushoz célzott, de a tobbségi
szabaly altal meghatdrozott varianst nem tartalmazé TSO Comprehensive (EU) vizsgalati megfigyeléseit
kombinadltak a szamitott PNC-vel. Az dltalanos PPC és PNC az alacsony szintl célzott panelelemekre
vonatkozdan hasonlé médon keriilt meghatarozasra.

Dokumentumszam: 200007789 v07 105/150

IN VITRO DIAGNOSZTIKAI HASZNALATRA. CSAK EXPORTALASI CELOKRA.



'VUIMOTIO ISYTYLHOdXI MVSO 'VHLVITYNZSVYH IVMILZSONOVIA OYLIA NI

0GL /90l

£LOA 68/£0000¢ :wWezsuwnjuswnyod

RET kis DNS variansok

A magas szintl kis DNS varians panelelemek teljes PPC-értéke 100,0% volt (207/207; 95% Cl: 98,2% - 100,0%) (53 tablazat). A magas
szintl kis DNS varians panelelemek teljes PNC-értéke 100,0% volt (1035/1035; 95% Cl: 99,6% - 100,0%) (54 tablazat). Az alacsony

szintl célzott kis DNS varians paneltagok esetében a teljes PPC az alacsony szint(i célzott kis DNS varians paneltagok esetében 99,1%

volt (210/212; 95% Cl: 96,6% — 99,7%), a teljes PNC pedig 100,0% (1026/1026; 95% Cl: 99,6% —100,0%).

53 tablazat A TSO Comprehensive (EU) vizsgalat PPC-je a RET kis DNS varidansok kimutatdsahoz magas és alacsony szintd, célzott
panelelemeknél

Variansszint

Magas

Magas

Magas

Magas

Magas

Magas

Magas

Alacsony

Varians tipusa

SNV

SNV

SNV

MNV

Delécid

Inzercio

Minden kis DNS

varians magas
SNV

Célzott varians
(nukleotid)

chr10_43617416_T_C

chr10_43609949_G_C

chr10_43614996_G_A

chr10_43609949_GC_
AT

chr10_43615611_
GAGATGTTTATGA_G

chr10_43609946_T_
TGTGCCGCAC

Minden kis DNS
varians magas

chr10_43617416_T_C

Célzott varians
(aminosav)

RET M918T

RET C634S

RET V804M

RET C634Y

RET D898_E901del

RET C634_

T636dup

Minden kis DNS
varians magas

RET M918T

34

36

33

35

33

36

207

35

Atlagos
VAF

0,156

0,140

0,116

0,195

0,199

0,095

NA

0,042

Pozitiv azonositasok

(s . 95% CI*

szazalékos aranya (%)

100,0% (89,8%,
(34/34) 100,0%)
100,0% (90,4%,
(36/36) 100,0%)
100,0% (89,6%,
(33/33) 100,0%)
100,0% (90,1%,
(35/35) 100,0%)
100,0% (89,6%,
(33/33) 100,0%)
100,0% (90,4%,
(36/36) 100,0%)
100,0% (98,2%,
(207/207) 100,0%)
100,0% (90,1%,
(35/35) 100,0%)
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Variansszint

Alacsony

Alacsony

Alacsony

Alacsony

Alacsony

Alacsony

Roviditések: N/A, nem alkalmazhatd; VAF, varidnsallél gyakorisaga.

Varians tipusa

SNV

SNV

MNV

Delécio

Inzercio

Minden kis DNS
varians alacsony

Célzott varians
(nukleotid)

chr10_43601830_G_A

chr10_43613840_G_C

chr10_43609949_GC_
AT

chr10_43615611_
GAGATGTTTATGA_G

chr10_43609946_T_
TGTGCCGCAC

Minden kis DNS
varidns alacsony

Célzott varians
(aminosav)

RET V292M

RET E768D

RET C634Y

RET D898_E901del

RET C634_

T636dup

Minden kis DNS
varians alacsony

* 95%-0s kétoldalas konfidencia-intervallumok a Wilson-pontszam mddszerrel szamitva.

35

36

36

36

212

Atlagos
VAF

0,033

0,044

0,071

0,065

0,037

NA

Pozitiv azonositasok
szazalékos aranya (%)

94,3%
(33/35)
100,0%
(36/36)
100,0%
(36/36)
100,0%
(34/34)
100,0%
(36/36)
99,1%
(210/212)

95% CI*

(81,4%,
98,4%)

(90,4%,
100,0%)
(90,4%,
100,0%)
(89,8%,
100,0%)
(90,4%,
100,0%)
(96,6%,
99,7%)
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54 tablazat A TSO Comprehensive (EU) vizsgalat PNC-je a RET kis DNS variansok kimutatasahoz magas és alacsony szintd,
célzott panelelemeknél

Variansszint

Magas

Magas

Magas

Magas

Magas

Magas

Magas

Alacsony

Alacsony

Alacsony

Alacsony

Varians tipusa

SNV

SNV

SNV

MNV

Delécid

Inzercid

Minden kis DNS
varians magas

SNV

SNV

SNV

MNV

Célzott varians
(nukleotid)

chr10_43617416_T_C

chr10_43609949_G_C

chr10_43614996_G_A

chr10_43609949_GC_AT

chr10_43615611_

GAGATGTTTATGAG

chr10_43609946_T_
TGTGCCGCAC

Minden kis DNS varians

magas

chr10_43617416_T_C

chr10_43601830_G_A

chr10_43613840_G_C

chr10_43609949_GC_AT

Célzott varians
(aminosav)

RET M918T

RET C634S

RET V804M

RET C634Y

RET D898_

E9O01del

RET C634_
T636dup

Minden kis
DNS varians
magas

RET M918T
RET V292M

RET E768D

RET C634Y

173

171

174

172

174

171

1035

177

143

176

176

Negativ azonositasok
szazalékos aranya (%)

100,0%
(173/173)
100,0%
(171171)
100,0%
(174/174)
100,0%
(172/172)
100,0%
(174/174)
100,0%
(171171)
100,0%
(1035/1035)

100,0%
(1771177)
100,0%
(143/143)
100,0%
(176/176)
100,0%
(176/176)

95% CI?

(97,8%,
100,0%)
(97,8%,
100,0%)
(97,8%,
100,0%)
(97,8%,
100,0%)
(97,8%,
100,0%)
(97,8%,
100,0%)
(99,6%,
100,0%)

(97,9%,
100,0%)
(97,4%,
100,0%)
(97,9%,
100,0%)
(97,9%,
100,0%)
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Célzott varians Célzott varians

Variansszint Varians tipusa

(nukleotid) (aminosav)
Alacsony Delécié chr10_43615611_ RET D898_
GAGATGTTTATGA_G E901del
Alacsony Inzercio chr10_43609946_T_ RET C634_
TGTGCCGCAC T636dup
Alacsony Minden kis DNS Minden kis DNS varians Minden kis
varians alacsony  alacsony DNS variadns
alacsony

178

176

1026

Negativ azonositasok
szazalékos aranya (%)
100,0%

(178/178)

100,0%
(176/176)
100,0%
(1026/1026)

95% CI?

(97,9%,
100,0%)
(97,9%,
100,0%)
(99,6%,
100,0%)

1Az 6sszes megfigyelés 6sszevonva olyan paneltag-valtozé kombinacidkbdl, amelyeknél a tobbségi azonositds negativ (a célzott varidnsok fuzidkat

tartalmaznak, és kevesebb mint 50%-uk ad pozitiv eredményt).

295%-0s kétoldalas konfidencia-intervallumok a Wilson-pontszam médszerrel szamitva.
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A 55 tablazat a variansallél gyakorisagok (VAF-ek) varianciakomponenseinek elemzését mutatja be a panel minden egyes tagja
esetében kortlbelll 36 megfigyelésen keresztiil. Kiszamitottak a szérdst (SD) és a szazalékos variacids egyltthatdt (%CV; 6sszes és
mindegyik forrdsra) minden egyes célzott RET kis DNS variansra.

55 tablazat TSO Comprehensive (EU) A VAF vizsgalat varianciakomponenseinek elemzése a célzott kis DNS-varidnsok
paneltagjainal

., X ., Célzott . . L Kezel6 o .
L, i Varians Célzott varians L, Atlagos  Vizsgalohely Nap SD Replikatum  Teljes SD
Variansszint 3 . varians n SD
tipusa (nukleotid) . VAF SD (%CV) (%CV) SD (%CV) (%CV)
(aminosav) (%CV)
Magas SNV chr10_43617416_ RET 34 0,156 0,011 0,000 0,000 0,017 0,020
T_C MO18T (7,2%) (0,0%) (0,0%) (10,8%) (13,0%)
Magas SNV chr10_43609949_ RET 36 0,140 0,006 0,000 0,005 0,014 0,017
G_C C634S (4,6%) (0,0%) (3,7%) (10,2%) (11,8%)
Magas SNV chr10_43614996_ RET 33 0,116 0,005 0,000 0,002 0,012 0,013
G_A V804M (4,1%) (0,0%) (1,7%)  (10,7%) (11,6%)
Magas MNV chr10_43609949_ RET 35 0,195 0,000 0,000 0,009 0,012 0,015
GC_AT Cc634Y (0,0%) (0,0%) (4,4%) (6,0%) (7,5%)
Magas Delécié chr10_43615611_ RET 33 0,199 0,000 0,000 0,011 0,017 0,020
GAGATGTTTATG D898_ (0,0%) (0,0%) (5,5%) (8,6%) (10,2%)
A_G E9O01del
Magas Inzercié chr10_43609946_ RET 36 0,095 0,003 0,000 0,000 0,009 0,010
T_TGTGCCGCAC C634_ (3,0%) (0,0%) (0,0%) (9,6%) (10,1%)
T636dup
Alacsony SNV chr10_43617416_ RET 35 0,042 0,000 0,000 0,000 0,009 0,009
T_C M918T (0,0%) (0,0%) (0,0%) (22,2%) (22,2%)
Alacsony SNV chr10_43601830_ RET 35 0,033 0,000 0,003 0,002 0,007 0,008
G_A V292M (0,0%) (9,8%) (6,2%) (21,7%) (24,6%)
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Variansszint

Alacsony

Alacsony

Alacsony

Alacsony

Varians
tipusa
SNV

MNV

Delécid

Inzercid

Célzott varians
(nukleotid)

chr10_43613840_
G_C

chr10_43609949_
GC_AT

chr10_43615611_
GAGATGTTTATG
A_G

chr10_43609946_
T_TGTGCCGCAC

Célzott
varians
(aminosav)
RET
E768D

RET
C634Y

RET
D898_
E9O01del

RET
C634_
T636dup

n

36

36

34

36

Atlagos
VAF
0,044

0,071

0,065

0,037

Vizsgaldhely
SD (%CV)

0,003
(6,0%)

0,000
(0,0%)

0,002
(2,5%)

0,005
(13,8%)

Kezel6
SD
(%CV)
0,000
(0,0%)

0,008
(10,7%)

0,006
(9,9%)

0,000
(0,0%)

Nap SD
(%CV)

0,000
(0,0%)

0,000
(0,0%)

0,004
(6,4%)

0,003
(9,1%)

Replikatum
SD (%CV)

0,008
(17,5%)

0,0M
(14,9%)

0,010
(16,2%)

0,006
(15,9%)

Teljes SD
(%CV)

0,008
(18,5%)

0,013
(18,4%)

0,013
(20,2%)

0,008
(22,9%)
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NTRK1-3 és RET fuziék

A magas szintl RNS fluzids panelelemeknél a teljes PPC-érték 99,3% volt (285/287; 95% Cl: 97,5% - 99,8%) (56
tablazat). A PPC 100% volt minden magas szint(i panelelemnél, kivéve a BCAN-NTRK1 panelelemet

(PPC =94,4% [34/36;95% CI: 81,9% — 98,5%]). A magas szint(i RNS fluzids panelelemek teljes PNC-értéke
100,0% volt (1724/1724; 95% CI: 99,8% - 100,0%) (57 tablazat). Az alacsony szint( célzott RNS fuzids
panelelemek esetében a teljes PPC 95,4% volt (272/285; 95% Cl: 92,3%, 97,3%), a teljes PNC pedig 100,0%
(1851/1851; 95% Cl: 99,8% - 100,0%).

56 tablazat A TSO Comprehensive (EU) vizsgalat PPC-je az NTRK és RET fuziok kimutatasahoz magas és
alacsony szintd, célzott panelelemeknél

., . B L Atlagos alatamaszto Pozitiv azonositasok szazalékos
Variansszint Célzott fuzio n A , 95% CI*
leolvasasok aranya (%)
Magas LMNA-NTRK1 36 37,9 100,0% (36/36) (90,4%,
100,0%)
Magas BCAN-NTRK1 36 33,6 94,4% (34/36) (81,9%,
98,5%)
Magas ETV6-NTRK2 36 24,6 100,0% (36/36) (90,4%,
100,0%)
Magas TRIM24-NTRK2 36 36,6 100,0% (36/36) (90,4%,
100,0%)
Magas ETV6-NTRK3 36 56,4 100,0% (36/36) (90,4%,
100,0%)
Magas BTBD1-NTRK3 35 32,9 100,0% (35/35) (90,1%,
100,0%)
Magas NCOA4-RET 36 36,7 100,0% (36/36) (90,4%,
100,0%)
Magas CCDCB6-RET 36 33,4 100,0% (36/36) (90,4%,
100,0%)
Magas Minden fuzié 287 36,5 99,3% (285/287) (97,5%,
magas 99,8%)
Alacsony LMNA-NTRK1 36 13,8 94,4% (34/36) (81,9%,
98,5%)
Alacsony BCAN-NTRK1 36 16,9 80,6% (29/36) (65,0%,
90,2%)
Alacsony ETV6-NTRK2 35 15,2 94,3% (33/35) (81,4%,
98,4%)
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Varidnsszint Célzott fiizi6 n Atlagos'alétémaszté Po’zitl’v azonositasok szazalékos 95% C*
leolvasasok aranya (%)
Alacsony STRN-NTRK2 36 13,6 100,0% (36/36) (90,4%,
100,0%)
Alacsony ETV6-NTRK3 36 24,8 100,0% (36/36) (90,4%,
100,0%)
Alacsony BTBD1-NTRK3 36 18,1 100,0% (36/36) (90,4%,
100,0%)
Alacsony NCOA4-RET 36 15,8 97,2% (35/36) (85,8%,
99,5%)
Alacsony KIFSB-RET 34 16,6 97,1% (33/34) (85,1%,
99,5%)
Alacsony Minden fuzié 285 16,8 95,4% (272/285) (92,3%,
alacsony 97,3%)

* 95%-0s kétoldalas konfidencia-intervallumok (Cl) a Wilson-pontszdm mddszerrel szamitva.

57 tablazat A TSO Comprehensive (EU) vizsgalat PNC-je az NTRK és RET fuzidk kimutatasahoz magas és
alacsony szint(i, nem célzott panelelemeknél

Negativ azonositasok szazalékos aranya

Variansszint Célzott fuziok n' %) 95% CI?
Magas LMNA-NTRK1 180 100,0% (180/180) (97,9%,
100,0%)
Magas BCAN-NTRK1 251 100,0% (251/251) (98,5%,
100,0%)
Magas ETV6-NTRK2 251 100,0% (251/251) (98,5%,
100,0%)
Magas TRIM24-NTRK2 216 100,0% (216/216) (98,2%,
100,0%)
Magas ETV6-NTRK3 144 100,0% (144/144) (97,4%,
100,0%)
Magas BTBD1-NTRK3 216 100,0% (216/216) (98,2%,
100,0%)
Magas NCOA4-RET 215 100,0% (215/215) (98,2%,
100,0%)
Magas CCDCG6-RET 251 100,0% (251/251) (98,5%,
100,0%)
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Variansszint

Magas

Alacsony

Alacsony

Alacsony

Alacsony

Alacsony

Alacsony

Alacsony

Alacsony

Alacsony

Célzott fuziok

Osszes fzi6 - magas

LMNA-NTRK1

BCAN-NTRK1

ETV6-NTRK2

STRN-NTRK2

ETV6-NTRK3

BTBD1-NTRK3

NCOA4-RET

KIF5B-RET

Osszes fuzi6 -
alacsony

n’l

1724

213

249

250

249

177

249

213

251

1851

Negativ azonositasok szazalékos aranya
(%)

100,0% (1724/1724)

100,0% (213/213)

100,0% (249/249)

100,0% (250/250)

100,0% (249/249)

100,0% (177/177)

100,0% (249/249)

100,0% (213/213)

100,0% (251/251)

100,0% (1851/1851)

95% CI?

®

illumina

(99,8%,
100,0%)
(98,2%,
100,0%)
(98,5%,
100,0%)
(98,5%,
100,0%)
(98,5%,
100,0%)
(97,9%,
100,0%)
(98,5%,
100,0%)
(98,2%,
100,0%)
(98,5%,
100,0%)
(99,8%,
100,0%)

1 Az 6sszes megfigyelés 6sszevonva olyan paneltag-valtozé kombindcidkbdl, amelyeknél a tobbségi azonositads negativ (a
célzott variansok fuzidkat tartalmaznak, és kevesebb mint 50%-uk ad pozitiv eredményt).

295%-0s kétoldalas konfidencia-intervallumok (Cl) a Wilson-pontszam mddszerrel szamitva.

Az 58 tablazat az alatamaszto leolvasasok varianciakomponenseinek elemzését mutatja be az egyes célzott
fuzidk kortlbelll 36 megfigyelésén bellil. Az SD-t és a %CV-t (6sszesen és minden forrasra) minden egyes
célzott fuziora kiszamitottak és bemutattak.

58 tablazat TSO Comprehensive (EU)A vizsgalati variacio 6sszetevéinek elemzése az alatamasztd
leolvasasok tekintetében a célzott RNS fuzids panel tagjainal

Variansszint

Magas

Dokumentumszam: 200007789 v07

Fuzio n
LMNA- 36
NTRK1

alatamaszto
leolvasasok

Vizsgaléhelyi Zgze'ﬁ Nap SD
SD (%CV) oy V)
3,52 3,37 6,93
(9%) (9%) (18%)
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Replikatum
SD (%CV)

9,04
(24%)

Teljes
SD
(%CV)
12,39
(33%)
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Variansszint

Magas

Magas

Magas

Magas

Magas

Magas

Magas

Alacsony

Alacsony

Alacsony

Alacsony

Alacsony

Alacsony

Alacsony

Alacsony

Fuzio

BCAN-
NTRK1

ETV6-
NTRK2

TRIM24-
NTRK2

ETVG-
NTRK3

BTBD1-
NTRK3

NCOA4-
RET

CCDCe6-
RET

LMNA-
NTRK1

BCAN-
NTRK1

ETV6-
NTRK2

STRN-
NTRK2

ETVG-
NTRK3

BTBD1-
NTRK3

NCOA4-
RET

KIF5B-
RET

36

36

36

36

35

36

36

36

36

35

36

36

36

36

34

Atlagos
alatamaszto
leolvasasok

33,6

24,6

36,6

56,4

32,9

36,7

33,4

13,8

16,9

15,2

13,6

24,8

18,1

15,8

16,6

%CV:Szazalékos variacios koefficiens.

SD:Szoras.

Dokumentumszam: 200007789 v07

Vizsgaldhelyi
SD (%CV)

13,75
(41%)
8,03
(33%)
1,44
(31%)
1,49
(20%)
1,49
(5%)
4,64
(13%)
7,25
(22%)
1,79
(13%)
2,92
(17%)
0,00
(0%)
1,77
(13%)
6,03
(24%)
0,93
(5%)
2,08
(13%)
2,07
(12%)

Kezel6
SD
(%CV)
7,87
(23%)

3,50
(14%)
4,24
(12%)
10,20
(18%)
2,65
(8%)
4,09
(11%)
2,56
(8%)
0,00
(0%)
2,98
(18%)
3,41
(22%)
0,61
(5%)
3,46
(14%)
0,00
(0%)
1,03
(7%)
0,00
(0%)
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Nap SD
(%CV)
5,40
(16%)
4,20
(17%)
6,82
(19%)
9,25
(16%)
2,16
(7%)
6,17
(17%)
6,53
(20%)
2,74
(20%)
4,61
(27%)
3,83
(25%)
2,33
(17%)
0,00
(0%)
0,00
(0%)
0,00
(0%)
1,58
(10%)

Replikatum
SD (%CV)
8,95
(27%)
4,86
(20%)
6,87
(19%)
8,69
(15%)
10,47
(32%)
5,20
(14%)
5,51
(16%)
4,37
(32%)
5,82
(34%)
4,39
(29%)
2,57
(19%)
6,39
(26%)
6,64
(37%)
51
(32%)
5,83
(35%)

illumina

Teljes
SD
(%CV)

18,98
(57%)

10,86
(44%)

15,57
(43%)

19,93
(35%)

11,11
(34%)

10,17
(28%)

11,49
(34%)

5,47
(40%)

8,52
(50%)

6,75
(45%)

3,95
(29%)

9,44
(38%)

6,71
(37%)

5,61
(36%)

6,39
(39%)
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2. vizsgalat

Egy masodik vizsgalatot végeztek a TSO Comprehensive (EU) vizsgalat reprodukalhatésaganak értékelésére 3
vizsgaldhelyen (2 kiils6 és 1 belsd), vizsgaldhelyenként 2 kezelbvel/késziiléken, 3 egyedi reagenstételen, 4
vizsgalati napon (nem egymast kdvetd) és 2 szekvenalasi futtatdason mintakdnyvtaranként.

A tesztelést 41 FFPE-szOvetmintabdl és 1 FFPE-sejtvonalbdl extrahalt DNS- és RNS-mintakkal végezték

(1 FFPE-szbvetmintaval és 2 paneltag Iétrehozasahoz hasznalt FFPE-sejtvonallal). A szovetmintak a kdvetkez6
tipusokbdl alltak: hugyhdlyag, csont, agy, emld, vastagbél, énbél, vese, maj, tiido, petefészek, prosztata, bér,
lagyszévet, gyomor, pajzsmirigy és méh. Osszesen 44 panelelemet teszteltek, beleértve a DNS panelelemeket
kis DNS variansokkal (SNV-k, MNV-k, inszercidk és delécidk), génamplifikaciokkal, kiilénb6zé TMB
pontszamokkal, magas MSI pontszamokkal és RNS paneltagokkal génfuzidkkal és splice-variansokkal. A
paneltagok tébbségénél ismert célvariansok voltak a variansspecifikus kimutatasi hatarérték (~2-3xLoD) kb.
2-3-szorosanak megfelel6 szinteken.

Az LoD az analit olyan koncentracidja, ahol a megfigyelt vizsgalati eredmények pozitivak (a TSO
Comprehensive (EU) vizsgalat hatarértékéhez képest észlelt valtozd) az idé = 95%-aban. Az atlagos megfigyelt
variansszintek kategoriai korilbelll < 2xLoD (< 1,5xLoD megfigyelt variansszintek esetén), ~2-3xLoD (1,5xLoD
és 3,4xLoD medfigyelt varidnsszintek kozott) és korilbelll > 3xLoD (> 3,4xLoD megfigyelt varidnsszintek
esetén).

A kis DNS variansok, génamplifikaciok, MSI-magas (MSI-H) és RNS variansok szazalékos pozitiv azonositasait
(PPC-k) a megfigyelések szekvendldsi futtatasok és vizsgaldhelyek kdzotti kombindldsdval szamitottak ki. A
szazalékos negativ azonositasokat (PNC) hasonldan szamitottak ki a kis DNS varidnsok, a génamplifikaciok és
az RNS varidnsok esetében. Minden ismert célvaridns esetében az azonos varidnstipusu, de mas variansokat
tartalmazoé paneltagok TSO Comprehensive (EU) vizsgalati megfigyeléseit, amelyek nem ugyanabbdl a
forrasmintabdl szdrmaztak, és nem feleltek meg az adott varidns tdbbségi szabalyanak (az azonositasok

< 50%-a volt pozitiv), a vizsgaldhelyek, kezel6k/mUiszerek, napok, reagenstételek és szekvenalasi futtatasok
k6zott kombinaltdk a PNC kiszamitasahoz. A kétoldalas 95%-0s konfidencia-intervallumok (CI-k) a Wilson-
pontszam maddszerrel lettek szamitva.

Kis DNS varidansok

Az 59 tablazat a célzott kis DNS variansok PPC-it mutatja. A PPC-k 91,3% kdz6tt voltak a BRAF SNV-knél, és
100% kozott a kis méretli DNS-variansok tébbségénél.

59 tablazat A TSO Comprehensive (EU) vizsgalat PPC-je a kis DNS variansok kimutatdsahoz kombinalt,
célzott panelelemeknél

Pozitiv
Me.g’figyeI't \{ariéns Célzott varidns (nukleotid) Célz‘ott varians Atlagos az?nosll'tésok 05% CI3
variansszint'  tipusa (aminosav) VAF? szazalékos
aranya (%)
~2-3xLOD DELECIO  chr5_112175751_CT_C APC 0,181  100,0% (87,9%,
L1488fsTer19 (28/28) 100,0%)
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Medfigyelt
variansszint'

~2-3xLOD

~2-3xLOD

~2-3xLOD

<2xLOD

~2-3xLOD

~2-3xLOD

~2-3xLOD

~2-3xLOD

~2-3xLOD

~2-3xLOD

~2-3xLOD

~2-3xLOD

~2-3xLOD

<2xLOD

~2-3xLOD

Varians
tipusa

DELECIO

INZERCIO

INZERCIO

INZERCIO

SNV

DELECIO

SNV

DELECIO

INZERCIO

SNV

MNV

INZERCIO

DELECIO

INZERCIO

INZERCIO

Célzott varians (nukleotid)

chr5_112175675_AAG_A

chr5_112175951_G_GA

chr5_112175675_A_AAG

chr1_.27024001_C_CG

chr7_140453136_A_T

chr7_55242465_
GGAATTAAGAGAAGC
A_G

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

Célzott varians
(aminosav)

APC
S1465WfsTer3

APC
T1556NfsTer3

APC S1465fs
*9

ARID1A
Q372fs*28

BRAF VG60OOE

EGFRE746_
A750del

EGFRL858R

EP300
H2324fs*29

ERBB2 Y772_
A775dup

IDH1 R132H
KRAS G121

NOTCH1
R1598fs*12

PTEN T319fs*1

TP53 P152_
P153dup

TP53
R333HfsTer5

T A megfigyelt atlagos varians allélgyakorisagbdl szamitott variansszint.
2 A megfigyelt vizsgalati eredményekbdl szamitott atlagos varians allélgyakorisag.

3 Kétoldalas 95%-0s konfidencia-intervallumok a Wilson-pontszam médszerrel szamitva.

Dokumentumszam: 200007789 v07
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Atlagos
VAF?2

0,166

0,227

0,100

0,084

0,045

0,112

0,045

0,245

0,075

0,155

0,111

0,146

0,157

0,157

0,154

Pozitiv
azonositasok
szazalékos
aranya (%)
100,0%
(40/40)

100,0%
(32/32)
100,0%
(48/48)
100,0%
(4/4)
91,3%
(42/46)
100,0%
(46/46)

100,0%
(38/38)
100,0%
(44/44)
100,0%
(36/36)
100,0%
(36/36)
100,0%
(38/38)
100,0%
(48/48)
100,0%
(44/44)
100,0%
(2/2)

100,0%
(48/48)

illumina

95% CI®

(91,2%,
100,0%)

(89,3%,
100,0%)

(92,6%,
100,0%)

(51,0%,
100,0%)

(79,7%,
96,6%)

(92,3%,
100,0%)

(90,8%,
100,0%)

(92,0%,
100,0%)

(90,4%,
100,0%)

(90,4%,
100,0%)

(90,8%,
100,0%)

(92,6%,
100,0%)

(92,0%,
100,0%)

(34,2%,
100,0%)

(92,6%,
100,0%)
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A PNC-k 100%-0sak voltak a kis DNS-variansokban.

illumina

A 60 tablazat a VAF-eredmények varianciakomponens-elemzését mutatja be az egyes variacids forrasokra és
az 0sszes variaciora az 6sszes panelelemben, a célzott kis DNS-varidnsokkal.

60 tablazat A VAF varianciakomponens-elemzése a célzott kis DNS-varidnsok esetében

Célzott varians

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_
GGAATTAAGAGAAGC

A_G

chr7_55259515_T_G

chr7_140453136_A_T

chr7_140453136_AC_

T

chr9_139399350_C_CG

chr10_89720798_

GTACT_G

Dokumentumszam: 200007789 v07

36

44

48

28

46

32

46

38

46

46

48

Atlagos
VAF

0,155

0,130

0,100

0,166

0,181

0,155

0,227

0,12

0,045

0,045

0,130

0,146

0,157

Vizsgaldhelyi
SD (%CV)

0,008
(4,9)

0,000
(0,0)
0,000
(0,0)
0,000
(0,0)
0,000
(0,0)
0,000
(0,0)
0,000
(0,0)

0,000
(0,0)

0,003
(6,0)

0,000
(0,0)
0,000
(0,0)
0,015
(10,2)

0,000
(0,0)

Kezel6
(vizsgaldhely)
SD (%CV)
0,006 (4,1)
0,000 (0,0)
0,000 (0,0)
0,000 (0,0)
0,000 (0,0)
0,009 (5,6)

0,006 (2,5)

0,004 (3,8)

0,000 (0,0)

0,000 (0,0)

0,004 (2,9)

0,000 (0,0)

0,003 (2,0)
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Nap
(vizsgalodhely,
kezel6) SD
(%CV)
0,034
(22,1)

0,013
(10,3)
0,010
(10,4)
0,024
(14,2)
0,029
(15,8)
0,023
(14,9)
0,034
(15.1)

0,015
(13,7)

0,012
(27,3)

0,016
(34,9)
0,017
(13,4)
0,012
(8,2)

0,021
(13,6)

Tétel
SD
(%CV)

0,000
(0,0)
0,014
(11,1)
0,003
(2,9)
0,000
(0,0)
0,019
(10,8)
0,015
(9,7)
0,000
(0,0)

0,005
(4,7

0,000
(0,0)

0,000
(0,0)
0,003
(2,6)
0,000
(0,0)

0,002
(1,6)

Futtatas
SD
(%CV)

0,016
(10,2)
0,008
(6,1)
0,003
(3,3)
0,0Mm
(6,7)
0,008
(4,7)
0,008
(5,9)
0,0Mm
(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)

Teljes
SD
(%CV)

0,039
(25,2)

0,021
(16,3)

0,011
(11,3)

0,026
(15,7)

0,036
(19,7)

0,030
(19,4)

0,036
(16,1)

0,018
(16,3)

0,013
(28,8)

0,017
(36,9)

0,019
(14,8)

0,020
(13,4)

0,024
(15,3)
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. Nap 2 . .

, : L, . Kezel6 . L, Tétel Futtatas Teljes
, ., Atlagos  Vizsgaldhelyi . . (vizsgaldhely,

Célzott varians N VAF SD (%CV) (vizsgaldhely) kezeld) SD SD SD SD

SD (%CV) (%CV) (%CV) (%CV)
(%CV)

chr12_.25398284_CC_ 38 0,1 0,000 0,000 (0,0) 0,019 0,003 0,008 0,020
AT (0,0 (16,8) (2,5 (7,3 (18,9)
chr17_7574002_CG_C 44 0,158 0,007 0,000 (0,0) 0,021 0,013 0,013 0,029
(4,2) (13,5) (8,6) (8,2) (18,4)
chr17_7574029_C_ 48 0,154 0,000 0,000 (0,0) 0,017 0,006 0,010 0,021
CGGAT (0,0) (11,0 (3,8) (6,6) (13,4)
chr17_37880981_A_ 36 0,075 0,013 0,006 (8,1) 0,013 0,000 0,004 0,019
AGCATACGTGATG (16,9) (16,7) (0,0) (4,7) (25,5)
chr22_41574678_GC_G 44 0,245 0,006 0,002 (0,6) 0,019(7,9) 0,000 0,005 0,021
(2,4) (0,00 (21 (8,6)

Két kis DNS-célzott varians volt, amelyeknél a megfigyelések szama tul kicsi volt ahhoz, hogy egy
varianciakomponens-modellt lehessen illeszteni. E két megcélzott varians esetében a teljes SD 0,027 volt a
chr1_27024001_C_CG variansnal és 0,001 a chr17_7578470_C_CGGGCGG variansnal.

Génamplifikacidk

A 61 tablazat a célzott génamplifikacidok PPC-it mutatja. A PPC 100,0% volt a MET és 100,0% az ERBB2
esetében.

61tablazat A TSO Comprehensive (EU) vizsgalat PPC-je a génamplifikacidk kimutatasahoz kombinalt,
célzott panelelemeknél

Medfigyelt Célzott Medfigyelt atfedettségi valtozas Pozitiv azonositasok szazalékos 05% CI
variansszint’ varians k6zépértéke? aranya (%) °
~2-3xLOD MET 5,14 100,0% (92,6%,
(48/48) 100,0%)
<2xLOD ERBB2 2,33 100,0% (92,4%,
(47]47) 100,0%)

T A medfigyelt atfedettségi valtozasi kozépérték alapjan kiszamitott variansszint.
2 A megfigyelt vizsgalati eredményekbdl szamitott atlagos atfedettségi valtozas.
3 Kétoldalas 95%-0s konfidencia-intervallumok a Wilson-pontszam maodszerrel szamitva.

A PNC-k 100%-osak voltak a génamplifikacidk kdzott.

A 62 tablazat bemutatja az atfedettségi valtozas eredményeinek varianciakomponens-elemzését az egyes
variacios forrasokra és az 6sszes variacidra vonatkozoan az 6sszes panelelemben, a célzott
génamplifikacidkkal.
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illumina

62 tablazat A célzott génamplifikacidk varianciakomponens-elemzése atfedettségi valtozas esetén

Nap

Célzott Atlagos Vi sI6helvi Kezel6 . s16hel Tétel Futtatas Teljes
e.z’o atfedettségi 1zsgalonelyl (vizsgalohely) (VIZSQ,?O b SD SD SD

varians , ) SD (%CV) kezeld) SD

valtozas SD (%CV) (%CV) (%CV) (%CV)
(%CV)
ERBB2 47 2,33 0,02 0,01 0,02 0,01 0,01 0,03
(0,6) (0,4) (0,9) (0,4) (0,5 (1,3)
MET 48 5,14 0,05 0,12 0,14 0,00 0,03 0,19
(1,0) (2,4) (2,6) (0,00 (0,6) (3,7)
MSI

A 63 tablazat a célzott MSI-H panelelemek PPC-it mutatja. A PPC-k 100%-0sak voltak mindkét MSI-H paneltag

esetében.

63 tablazat A TSO Comprehensive (EU) vizsgdlat PPC-je az MSI-H statusz kimutatasahoz kombinalt,

célzott panelelemeknél

Paneltag Atlagos MSI pontszam® N Pozitiv azonositasok szazalékos aranya (%) 95% CI2

TPSBD4 60,5 36 100,0% (36/36) (90,4%, 100,0%)
TPSBD6 55,7 32 100,0% (32/32) (89,3%, 100,0%)
Minden tag 68 100,0% (68/68) (94,7%,100,0%)

T A megfigyelt vizsgalati eredményekbdl kiszamitott atlagos megfigyelt MSI pontszam.

2 Kétoldalas 95%-o0s konfidencia-intervallumok a Wilson-pontszam mdédszerrel szamitva.

A 64 tablazat bemutatja az MSI pontszam eredményeinek varianciakomponens-elemzését az egyes variacios
forrasokra és az 6sszes variaciéra vonatkozoan az 6sszes, MSI-H statuszhoz célzott panelelemben.

64 tablazat Az MSI pontszam eltérési 0sszetevdinek elemzése a célzott MSI-H paneltagok esetében

Atlagos Vi sI6helvi Kezel6 Nap Tétel Futtatas Teljes

Panetag N MSI s::z?gacl:(\)/)e V' (vizsgélohely)  (vizsgalohely, sD ) )
pontszam ° SD (%CV) kezel6) SD (%CV)  (%CV)  (%CV) (%CV)

TPSBD4 36 60,5 0,0 (0) 0,0 (0) 2,1(3) 00 213 30

(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

A TMB pontszamok reprodukalhatésaganak értékeléséhez a pontszam kvantitativ elemzését végezték el a TMB
panel célzott tagjaiban, ami a vart TMB pontszamok tartomanyat jelentette. A 65 tablazat bemutatjaa TMB
pontszam eredményeinek varianciakomponens-elemzését az egyes variacids forrdsokra és az 6sszes
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variaciéra vonatkozéan a TMB paneltagokban. A TMB 6sszpontszam teljes szérdsa 1,0 (%CV = 13) volt az egyik
paneltagnal (atlagos TMB pontszam = 7,6) és 1,1 (%CV = 2) a masik paneltagnal (dtlagos TMB pontszam =
63,2).

65 tablazat A TMB pontszdm eltérési 0sszetevdinek elemzése a célzott TMB paneltagok esetében

Atlagos . L, . Kezel6 Nap Tétel Futtatas Teljes
Vizsgaldhelyi i . . 2z
Paneltag N TMB SD (%CV) (vizsgalohely) (vizsgalohely, sSD SD sSD
pontszam ° SD (%CV) kezel6) SD (%CV) (%CV) (%CV) (%CV)
TPSBD3 28 7,6 0,2 (2) 0,0 (0) 0,8 (10) 0,0 0,5(7) 1,0
(0) (13)
TPSBD4 44 63,2 0,3(1 0,6 (1) 0,4 (1) 0,0 0,7 (1) 1,1(2)
(0)

1 TMB paneltag volt, amelyhez a megfigyelések szdma tul kicsi volt (N = 2) egy illesztend6 varianciakomponens-modellhez.
Ennél a paneltagnal a teljes széras 1,7 volt.

RNS-variansok

A 66 tablazat a célzott RNS variansok PPC-it mutatja. A PPC-k a KIFSB-RET esetében 91,7%-t6l a legtébb RNS-
varians esetében 100%-ig terjedtek.

66 tablazat A TSO Comprehensive (EU) vizsgalat PPC-je az RNS varidnsok kimutatasahoz kombinalt,
célzott panelelemeknél

Me.g’figyeI't \{ariéns Célzott varians Atlagos,alétémaszté Po'zitiv’azonosll'tésok 95% O3
variansszint’ tipusa leolvasasok? szazalékos aranya (%)
~2-3xLOD Fuzié ACPP-ETV1 44,7 100,0% (46/46) (92,3%,
100,0%)
~2-3xLOD Fuzié BCL2-IGHJ5 124,9 100,0% (46/46) (92,3%,
100,0%)
~2-3xLOD Fuzid CD74- 56,6 100,0% (48/48) (92,6%,
ROS1;,GOPC 100,0%)
~2-3xLOD Fazio DHX8;ETVA4- 48,9 100,0% (46/46) (92,3%,
STAT3 100,0%)
~2-3xLOD Fuzié EGFR- 49,8 100,0% (46/46) (92,3%,
GALNT13 100,0%)
~2-3xLOD Fuzié EML4-ALK 49,3 100,0% (48/48) (92,6%,
100,0%)
~2-3xLOD Fuzidé ESR1- 451 100,0% (46/46) (92,3%,
CCDC170 100,0%)
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Medfigyelt
variansszint'

~2-3xLOD

~2-3xLOD

~2-3xLOD

~2-3xLOD

<2xLOD

<2xLOD

<2xLOD

<2xLOD

~2-3xLOD

~2-3xLOD

~2-3xLOD

~2-3xLOD

T A megdfigyelt dtlagos aldtdmaszto leolvasasokbdl szamitott varidnsszint.

Varians
tipusa

Fuzid

Fuzid

Fuzid

Fuzid

Fuzid

Fuzid

Fuzid

Fuzid

Fuzid

Fuzid

Splice-

varians

Splice-
varians

Célzott varians

FGFR1-GSR
FGFR2-SRPK2
FGFR3-TACC3
HNRNPUL1-
AXL
KIF5B-RET
MKRN1-BRAF
PAX3-FOXO1
RAF1-VGLL4
SPIDR-NRG1
TMPRSS2-
ERG

EGFR vlli

MET 14. exon
atugrasa

Atlagos alatamaszté

leolvasasok?

61,1

53,4

53,5

58,0

11,6

33,4

70,1

15,9

51,5

43,5

64,0

61,2

Pozitiv azonositasok
szazalékos aranya (%)

100,0% (46/46)

100,0% (48/48)

100,0% (48/48)

100,0% (48/48)

91,7% (44/48)

100,0% (48/48)

100,0% (48/48)

100,0% (46/46)

100,0% (48/48)

97,9% (47/48)

100,0% (46/46)

100,0% (48/48)

2 A megfigyelt vizsgalati eredményekbdl szamitott atlagos alatamasztd leolvasasok.

3 Kétoldalas 95%-0s konfidencia-intervallumok a Wilson-pontszam modszerrel szamitva.
A PNC 100% volt minden egyes célzott RNS varians esetében, kivéve az FGFR2-SRPK2 fuziét (PNC = 99,60%
(984/988; 95% Cl: 98,96% - 99,84%).

illumina

95% CI®

(92,3%,
100,0%)
(92,6%,
100,0%)
(92,6%,
100,0%)
(92,6%,
100,0%)
(80,4%,
96,7%)

(92,6%,
100,0%)
(92,6%,
100,0%)
(92,3%,
100,0%)
(92,6%,
100,0%)
(89,1%,
99,6%)

(92,3%,
100,0%)
(92,6%,
100,0%)

A 67 tablazat az egyes variacios forrasok és az dsszes variacios panelelem varianciakomponens-elemzését
mutatja a célzott RNS variansokkal.
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67 tablazat A célzott RNS-varidnsok alatdmaszté leolvasasainak varianciakomponens-elemzése

Nap

Atlagos Vi sI6helvi Kezel6 K si6hel Tétel Futtatas Teljes
Célzott varians N alatamaszto 1zsgalonelyl (vizsgalohely) (wzsqla el SD SD SD
, SD (%CV) kezel6) SD
leolvasasok SD (%CV) (%CV) (%CV) (%CV)
(%CV)
ACPP-ETV1 46 44,7 10,38 0,00 13,01 5,90 2,28 17,80
(23) (0) (29) (13) (5) (40)
BCL2-IGHJ5 46 124,9 38,22 13,24 29,08 9,51 8,30 51,39
(31) (1) (23) (8) (7) (41)
CD74- 48 56,6 0,00 3,98 17,18 0,00 3,00 17,89
ROS1;GOPC (0) (7) (30) (0) (5) (32)
DHX8;ETV4- 46 48,9 18,27 13,42 17,01 0,00 1,50 28,38
STAT3 (37) (27) (35) (0) (3) (58)
EGFR- 46 49,8 0,00 6,90 14,86 2,08 2,82 16,75
GALNT13 (0) (14) (30) (4) (6) (34)
EML4-ALK 48 49,3 0,00 12,18 19,10 8,83 1,94 24,39
(0) (25) (39) (18) (4) (49)
ESR1- 46 451 2,30 0,00 12,37 0,00 8,08 14,95
CCDC170 (5) (0) (27) (0) (18) (33)
FGFR1-GSR 46 611 8,57 1,31 11,15 9,23 5,18 17,65
(14) (2) (18) (15) (8) (29)
FGFR2- 48 53,4 3,18 10,90 15,85 15,29 3,10 24,97
SRPK2 (6) (20) (30) (29) (6) (47)
FGFR3- 48 53,5 17,43 0,00 12,38 5,81 3,46 22,42
TACC3 (33) (0) (23) (1) (6) (42)
HNRNPUL1- 48 58,0 0,00 12,15 18,22 0,00 3,96 22,26
AXL (0) (21) (31) (0) (7) (38)
KIF5B-RET 48 11,6 0,89 0,00 3,97 1,44 1,09 4,45
(8) (0) (34) (12) (9) (38)
MKRN1- 48 33,4 6,98 8,19 13,02 6,63 4,00 18,58
BRAF (21) (25) (39) (20) (12) (56)
PAX3- 48 70 12,45 10,79 17,91 3,02 2,42 24,65
FOXO1 (18) (15) (26) (4) (3) (35)
RAF1-VGLL4 46 15,9 1,46 1,52 3,80 4,42 1,23 6,32
(9) (10) (24) (28) (8) (40)
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Atlagos Vizsailshelvi Kezel6 Na'p $15hel Tétel Futtatas  Teljes

Célzott varians N alatamaszto sgalohelyl (vizsgalohely) (VIZSQ!’aO oW, SD SD SD
, SD (%CV) kezel6) SD
leolvasasok SD (%CV) (%CV) (%CV) (%CV)
(%CV)
SPIDR-NRG1 48 51,5 4,78 0,00 10,69 5,94 3,29 13,54
(9) (0) (21) (12) (6) (26)

TMPRSS2- 48 43,5 5,63 8,81 9,98 0,00 6,21 15,73
ERG (13) (20) (23) (0) (14) (36)
EGFR vl 46 64,0 12,70 0,42 17,69 0,00 2,34 21,90
splice- (20) (M (28) (0) (4) (34)
varians
MET 14-es 48 61,2 11,42 3,43 19,84 7,55 2,10 24,43
exont (19) (6) (32) (12) (3) (40)
kihagyd
splice-
varians

Laboratdériumon bellili precizitas

Két vizsgalatot végeztek a laboratériumon beliili precizitas értékelésére a TSO Comprehensive (EU)-hoz. Az
1. vizsgdlat az NTRK és RET fuzidkat, valamint a RET kis DNS varidsokat értékelte. A 2. vizsgalat a TMB-t és az
MSI-t értékelte.

1. vizsgalat

A laboratériumon bellli precizitdst NTRK1-3 fuzid (alacsonyabb foku glioma, Glioblastoma Multiforme,
miofibroblasztos szarkdma, eml& szekrécids carcinoma), RET flzié (pajzsmirigyrak és ismeretlen rakbdl
szarmazo bérszdvet) és RET kis DNS-variansok (medullaris pajzsmirigyrak) esetében értékelték a jelzett rakok
FFPE szdveteivel. Minden mintat két variansszinten teszteltek: ~1x LoD (alacsony varidnsszint) és ~2-3x LoD
(magas variansszint), kivéve a CCDC6-RET telité mintat, amelyet csak alacsony variansszinten teszteltek.
Minden egyes tesztszinten mindegyik mintat két példanyban futtattak minden kdnyvtar-elékészitési
eseményben, harom (3) kezelén keresztiil. Minden kezelé harom (3) nem egymast kdvetd napon kezdte el a
konyvtar el6készitését, és harom (3) kijeldlt NextSeq 550Dx mUiszeren sorba rendezte 6ket. Harom (3)
reagenstételt teszteltek, amelyek szintenként 54 megfigyelést generaltak. Egyes szinteken kevesebb mint 54
megfigyelés tortént az érvénytelen konyvtarak miatt.

Kvalitativ elemzés

A varidnsok azonositasanak kvalitativ egyezését kilon értékelték egy adott varians két variansara vonatkozdan
az 0sszes valtozd (kezeldk, reagenstételek, mlszerek, napok és replikdtumok) 6sszesitett megfigyeléseibdl. A
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pozitiv azonositdsok szdzalékos aranyat (PPC) és a negativ azonositasok szazalékos aranyat (PNC), valamint a
kapcsolodé kétoldalas 95%-0s konfidencia-intervallumot (Wilson-pontszam) a 68 tablazat (kis DNS variansok)
és a 69 tablazat (RNS fuzidk) foglalja 6ssze.

Magas variadnsszinten (~2-3x LoD) a(z) TSO Comprehensive (EU) vizsgalat 100%-ot mutatott a PPC és PNC
esetében, az 6sszes vizsgalt variansnal.

Alacsony varidnsszinten (~1x LoD) a kis DNS variansok PPC értéke 83,3% és 98,1% kozo6tt, az RNS fuziok PPC
értéke pedig 90,7% és 100% kozott volt. A < 95%-0s PPC-vel rendelkez6 variansok esetében az atlagos VAF-ek
(RET C634Y és RET D898_E901del) vagy az alatamaszté leolvasasok (NCOA4-RET és BCAN-NTRKT1) a
vonatkozé kimutatasi hatarértékek alatt voltak. Alacsony variansszinten minden varians esetében 100%-0s
PNC-t értek el.

68 tablazat Kvalitativeredmények a célzott DNS-varidanshoz

Varians Atlagos

Variansszint Varians e VAF PPC (95% CI) PNC (95% CI)
Alacsony RET C634Y MNV 0,028 83,3% (45/54)  100,0%
(~1x LoD) (713%-910%)  (215/215)
(98,2% -
100,0%)
RET D898_E901del DELECIO 0,048 87,0% (47/54) 100,0%
(75,6% - 93,6%)  (215/215)
(98,2% —
100,0%)
RET C618R SNV 0,045 94,4% (51/54) 100,0%
(84,9%-98,1%)  (215/215)
(98,2% -
100,0%)
RET M918T SNV 0,042 96,2% (51/53) 100,0%
(87,2% -99,0%) (216/216)
(98,3% —
100,0%)
RET D631_L633delinsE* DELECIO 0,056 98,1% (53/54) 100,0%
(90,2% -99,7%)  (215/215)
(98,2% -
100,0%)
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- . - Varians Atlagos
Variansszint Varians e VAE
Magas RET C634Y MNV 0,095
(~3x LoD)

RET D898_E901del DELECIO 0,088
RET C618R SNV 0,146
RET M918 SNV 0,078
RET D631_L633delinsE*  DELECIO 0,161

PPC (95% CI)

100,0% (54/54)
(93,4% -
100,0%)

100,0% (54/54)
(93,4% -
100,0%)

100,0% (54/54)
(93,4% -
100,0%)

100,0% (52/52)
(93,1% -
100,0%)
100,0% (32/32)
(89,3% -
100,0%)

illumina

PNC (95% CI)

100,0%
(192/192)
(98,0% -
100,0%)

100,0%
(192/192)
(98,0% -
100,0%)

100,0%
(192/192)
(98,0% -
100,0%)

100,0%
(194/194)
(98,1% -100,0%)

100,0%
(214/214)
(98,2% -
100,0%)

* A nukleotidvaltozasok az egyes varidnsok esetében a Kimutatasi hatarérték szakaszban vannak felsorolva, kivéve a RET
D631_L633delinsE-t, amely a 10. kromoszdma, 43609940 pozicio, referencia ACGAGCT, alternativ A.
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69 tabldzat Kvalitativ eredmények a célzott RNS-fuzidkhoz

Variansszint

Alacsony

Magas

Fuzié
TPM3-NTRK1

BCAN-NTRK1

ETV6-NTRK2

ETV6-NTRK3

ETV6-NTRK3 (FFPE

sejtvonal)

NCOA4-RET

CCDCG6-RET

TPM3-NTRK1

BCAN-NTRK1

ETV6-NTRK2

ETV6-NTRK3
ETV6-NTRK3
(FFPE sejtvonal)

NCOA4-RET

CCDCG6-RET

Dokumentumszam: 200007789 v07

Atlagos alatamasztd
leolvasasok

20,2

221

20,3

16,2

231

13,3

18,7

571

53,2

52,0

4,7
28,3

24,8

NA

PPC (95% CI)
100,0% (54/54)
(93,4%,100,0%)

94,4% (51/54)
(84,9%, 98,1%)

100,0% (54/54)
(93,4%,100,0%)

100,0% (54/54)
(93,4%,100,0%)

98,1% (53/54)
(90,2%, 99,7%)

90,7% (49/54)
(80,1%, 96,0%)

98,1% (53/54)
(90,2%, 99,7%)

100,0% (54/54)
(93,4%,100,0%)

100,0% (54/54)
(93,4%,100,0%)

100,0% (54/54)
(93,4%,100,0%)

100,0% (54/54)
(93,4%,100,0%)

100,0% (54/54)
(93,4%,100,0%)

100,0% (54/54)
(93,4%,100,0%)

Nincs tesztelve
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illumina

PNC (95% ClI)

100,0% (537/537)
(99,3%, 100,0%)

100,0% (591/591)
(99,4%,100,0%)

100,0% (591/591)
(99,4%,100,0%)

100,0% (537/537)
(99,3%, 100,0%)

100,0% (537/537)
(99,3%, 100,0%)

100,0% (591/591)
(99,4%,100,0%)

100,0% (481/481)
(99,2%,100,0%)

100,0%
(535/535)
(99,3%, 100,0%)
100,0%
(535/535)
(99,3%, 100,0%)

100,0% (481/481)
(99,2%,100,0%)

100,0% (481/481)
(99,2%, 100,0%)
100,0%
(589/589)
(99,4%,100,0%)
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Kvantitativ elemzés

Korlatozott maximalis valdszinliségl (REML) varianciakomponens-elemzést végeztek az alapul szolgalé folyamatos valtozé (VAF a kis
koefficiens (CV)] 0sszetevdk becslésére minden egyes variacios forrasra [kezel6k, mlszerek, napok, reagenstételek, maradék és
0sszes]. Az eredményeket a kis DNS variansok 70 tablazat és az RNS fuzidk 71 tablazat tartalmazza.

A VAF valtozasa a binomialis aranyra vart atlaggal névekedett. Az alatamaszté leolvasasok eltérései a szamlalasi adatoknal vart atlaggal
novekedtek. A maradék komponens volt a legnagyobb hozzajaruld a teljes variancidhoz mind a kis DNS variansok, mind az RNS fuzidk
esetében mindkét szinten, ami azt a kdvetkeztetést tamasztja ald, hogy e variansok TSO Comprehensive (EU) szerinti detektalasa
robusztus a kezelék, tételek, mlszerek és napok szamara.

70 tablazat Kvantitativ SD- és CV-eredmények a célzott kis DNS-varidnsok esetében

VAF szint Varians V'ariéns
tipusa
Alacsony  RET D898_ DELECIO
(~1x LoD) E901del
RET C618R SNV
RET M918T SNV
RET C634Y MNV
RET D631_ DELECIO
L633delinsE

N Ervényes
kisérletek
54

54

53

54

54

Atlagos
VAF

0,048
0,046
0,042

0,028

0,056

Kezel6
SD
(%CV)
0,000
(0,0)

0,000
(0,0)
0,000
(0,0)
0,000
(0,0)

0,000
(0,0)

Késziilék
SD (%CV)

0,000
(0,0)
0,000
(0,0)
0,001
(3,0)
0,000
(0,0)

0,002
(3,0)

Tétel SD
(%CV)

0,000
(0,0)
0,000
(0,0)
0,000
(0,0)
0,001
(3,3)

0,006
(11,6)

Nap SD
(%CV)

0,004
(8,7)
0,000
(0,0)
0,000
(0,0)
0,000
(0,0)

0,000
(0,0)

Maradék
SD (%CV)

0,014
(30,0)
0,014
(31,3)
0,011

(25,6)
0,009
(30,7)

0,010
(18,5)

Osszes
SD
(%CV)
0,015
(31,2)

0,014
(31,3)
0,011

(25,7)
0,009
(30,9)

0,012
(22,0)
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VAF szint

Magas
(~3x LoD)

Varians

RET D898_

E901del

RET C618R

RET M9O18T

RET C634Y

RET D631_
L633delinsE

Varians
tipusa
DELECIO
SNV
SNV

MNV

DELECIO

N Ervényes
kisérletek
54

54

52

54

52

Atlagos
VAF
0,088
0,146
0,078

0,095

0,164

Kezeld
SD
(%CV)
0,000
(0,0)

0,003
(1.7)
0,002
(3.1)
0,000
(0,0)

0,000
(0,0)

Késziilék
SD (%CV)

0,000
(0,0)
0,000
(0,0)
0,000
(0,0)
0,002
(2,5)

0,000
(0,0)

Tétel SD
(%CV)

0,001
(1,4)
0,020
(13,7)
0,000
(0,0)
0,002
(2

0,005
(3,0

Nap SD
(%CV)

0,006
(7,0)
0,002
(1,1)
0,007
9,1
0,000
(0,0)

0,000
(0,0)

Maradék
SD (%CV)

0,017
(19,2)
0,018
(12,6)
0,018
(23,)
0,014
(15,0)

0,020
(12,7)

Osszes
SD
(%CV)
0,018
(20,5)

0,027
(18,7)
0,020
(25,0)
0,015
(15,3)

0,020
(12,4)
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71tablazat Kvantitativ SD és CV eredmények a célzott RNS fuziok esetében

Leolvasasi szint
alatamasztasa

Alacsony

Fazio

TPM3-NTRK1

BCAN-NTRK1

ETV6-NTRK2

ETV6-NTRKS

ETV6-NTRK3

(sejtvonal)

NCOA4-RET

CCDC6-RET

N Ervényes

kisérletek

54

54

54

54

54

54

54

Atlagos
alatamaszto
leolvasasok

20,2
22,1
20,3
16,2
23,1

13,3

18,7

Kezel6
SD
(%CV)
2,3
(1,5)

3,4
(15,3)
0,0
(0,0)
2,3
(14,0)
4,6
(19,7)
1,7
(12,6)
0,0
(0,0)

Mliszer
SD
(%CV)
0,9
(4,7)

1,4
(6,4)
3,2
(15,7)
2,4
(14,6)
1,2
(5,1
0,0
(0,0
1,1
(6,1)

Tétel SD
(%CV)

3,3
(16,4)
1,8
(8,0)
4,4
(21,5)
2,2
(13,4)
0,0
(0,0)
0,0
(0,0)
5,4
(29,1)

Nap SD
(%CV)

0,8
(4,1)
0,0
(0,0)
0,0
(0,0)
0,0
(0,0)
0,0
(0,0)
1,7
(12,6)
0,0
(0,0)

Maradék
SD (%CV)

5,7
(28,2)
6,0
(27,2)
8,3
(40,8)
4,7
(28,7)
6,7
(29,1)
5,1
(38,3)
6,2
(33,0)

Teljes SD
(%CV)
7.1
(35,2)
7,3
(32,9)
9,9
(48,7)
6,1
(37,5)
8,2
(35,5)
5,6
(42,2)
8,3
(44,4)
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Leolvasasi szint
alatamasztasa

Magas

Fuzié

TPM3-NTRK1

BCAN-NTRK1

ETV6-NTRK2

ETV6-NTRKS

ETV6-NTRKS

(sejtvonal)

NCOA4-RET

N Ervényes

kisérletek

54

54

54

54

54

54

Atlagos
alatamaszto
leolvasasok

57,1

53,2

52

41,7

28,3

24,8

Kezelé
SD
(%CV)
1,2
(19,6)

8,2
(15,5)
0,0
(0,0)
7,2
(17,2)
7,9
(28,0)
31
(12,3)

Mlszer
SD
(%CV)
1,2
(2,1

0,8
(1,4)
4,1
(7.8)
0,4
(1,0)
1,0
(3,6)
0,0
(0,0)

Tétel SD
(%CV)

5,7
(9,9)
5,6
(10,5)
7
(13,6)
6,4
(15,4)
0,0
(0,0)
5,9
(23,9)

Nap SD
(%CV)
2,0
(3,5)
29
(5,4)
5,7
(11,0
0,0
(0,0)
0,0
(0,0)
0,0
(0,0)

Maradék
SD (%CV)

11,9
(20,8)
11,3
(21,3)
12,9
(24,9)
10,7
(25,8)
9,1
(32,0)
6,8
(27,3)

Teljes SD
(%CV)

17,4
(30,9)
15,4
(28,9)
16,3
(31,4)
14,4
(34,6)
12,1
(42,6)
9,5
(38,3)
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2. vizsgalat

A laboratériumon beliili precizitast a TMB és MSI szempontjabdl értékelték. Ot NSCLC FFPE DNS mintat
hasznaltak a TMB-hez és hét CRC FFPE mintat az MSl-hez, beleértve mind a mikroszatellita stabil (MSS), mind a
magas MSI (MSI-H) értékl mintakat, a pontossag kiilonb6z6 szinteken torténd értékeléséhez a pontszamok
kiilonb6z6 tartomanyaiban. Mindegyik mintat két példanyban futtattdk harom (3) kezeld segitségével, harom
(3) napon keresztiil, harom (3) kdnyvtari el6készitéssel, harom (3) reagenstételhez, harom NextSeq 550Dx
mUiszer hasznalataval, amelyek szintenként 54 megfigyelést generaltak.

Kvalitativ konkordanciat értékeltek az MSI-statusz szempontjabdl. A TSO Comprehensive (EU) vizsgdlat 100%-
0s egyezést mutatott a pozitiv és a negativ azonositasok szazalékos aranyara az MS| statusz esetében. A TMB
esetében a TSO Comprehensive (EU) vizsgalat TMB pontszamot jelent; kvalitativ konkordancia nem
alkalmazhatd.

A TMB és MSI pontszamok teljes variacidjat, valamint a forras szerinti hozzajarulast (mlszerek, kezel6k, tételek,
napok és maradvany) egy varianciakomponens-modell segitségével szamszer(sitették a pontszamok
kiilénb6z6 tartomanyaiban. A standard devidciot (SD) és a variacids egylitthatét (CV) a TMB esetében a 72
tablazat, az MSl esetében pedig a 73 tablazat ismerteti szint szerint. Egyes szinteken kevesebb mint 54
megfigyelés tértént az érvénytelen kényvtarak miatt.

72 tablazat Kvantitativ TMB pontszam SD és CV eredmények

, ., Kezel6 Készulék Tétel Nap Maradék Osszes
X Atlagos TMB N Ervényes
Szint B . . sD sSD SD SD SD SsD
pontszam kisérletek
(%CV) (%CV) (%CV) (%CV) (%CV) (%CV)
L1 0,3 52 0,00 0,06 0,00 0,08 0,40 0,41
(0%) (23%) (0%) (30%) (146%) (151%)
L2 8,4 53 0,00 0,14 0,00 0,00 0,71 0,73
(0%)  (2%) (0%)  (0%) (8%) (9%)
L3 15,1 54 0,00 0,00 0,20 0,00 1,16 1,18
(0%)  (0%) (1%)  (0%) (8%) (8%)
L4 20,3 53 0,00 0,00 0,06 0,00 0,56 0,57
(0%)  (0%) (0%)  (0%) (3%) (3%)
LS 42,3 54 0,00 0,00 0,15 0,00 1,37 1,38
(0%)  (0%) (0%)  (0%) (3%) (3%)
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73 tablazat Kvantitativ MSI pontszdam SD és CV eredmények

, , o, Kezel6 Késziilék Tétel Nap Maradék Osszes
MSI Level Atlagos MSI N Ervényes
. . . . SD SD SD SD SD SD
statusz (Szint) pontszam (%) kisérletek
(%CV) (%CV) (%CV) (%CV) (%CV) (%CV)
MS- L1 0,80 53 0,35 0,00 0,15 0,00 0,52 0,64
stabil (43%) (0%) (18%)  (0%) (66%) (81%)
L2 5,90 53 0,47 0,00 0,84 0,00 1,26 1,58
(8%) (0%) (14%)  (0%) (21%) (27%)
MSI- L3 48,68 53 0,19 0,00 0,00 1,19 2,48 2,76
magas (0%) (0%) (0%) (2%) (5%) (6%)
L4 56,85 54 1,66 0,00 1,92 0,00 3,07 3,98
(3%) (0%) (3%) (0%)  (5%) (7%)
L5 72,62 54 0,00 0,47 034 062 1,28 1,54
(0%) (1%) (0%) (1%) (2%) (2%)
L6 75,29 54 0,00 0,42 0,09 0,00 1,46 1,52
(0%) (1%) (0%) (0%)  (2%) (2%)
L7 78,38 54 0,00 0,00 0,00 0,45 0,95 1,06
(0%) (0%) (0%) (1%) (1%) (1%)

A TMB pontszamok eltérése altaldban az atlaggal n6, ahogy az a szamadatok elméleti eloszlasatdl varhatd. Az
MSI pontszamok eltérése az MSI pontszamhoz kdzeli szintekre = 50 nagyobb, mint a 0-hoz kézelebbi MSI
pontszamok eltérése, vagy 100 az aranyadatok elméleti eloszlasatdl valo eltérésnek megfeleléen. A maradék
O0sszetevd maradt a legnagyobb hozzajaruldja mind az MSI, mind a TMB pontszamok teljes varianciajanak, ami
azt a kdvetkeztetést tdmasztja ald, hogy a pontszamok robusztusak a kezel6k, tételek, mliszerek és napok
szamara.

A 20,00%-0s kiliszobérték koriili C5 és C95 értékeket az MSI-re precizids profil segitségével hataroztak meg
(74 tablazat).

74 tablazat C5-C95 intervallumok MSI-hez
Pontszam C5 C95

MSI 1717% 23,32%

Mivel azonban mind az MSI, mind a TMB &sszetett biomarkerek, az analitikai teljesitmény mintanként valtozhat.
Ez azt jelenti, hogy a TMB variacié nem csak a TMB értéktél fiigg, hanem a minta variansainak 6sszetételétél is,
példaul a varians tipusatol (SNV, Indel) és a VAF szinttél (a bevonasi hatarértékhez vald kdzelségtél).
Hasonldképpen, az MSI varidcié nem csak az MSI értéktél fligg, hanem a minta helyeinek dsszetételétdl is,
példaul az instabil helyek szamatdl és a helyenkénti instabilitas mennyiségétél.

A tumortartalom TMB és MSI pontszamokra gyakorolt hatasat értékelték. A legtébb minta esetében a = 30%-0s
tumortartalom elhanyagolhaté hatassal volt a megabazisonként koriilbelll 10 mutacié feletti TMB

pontszamokra. A TMB pontszamok viszonylag valtozatlanok maradtak a tumortartalom névekedésével. Az MSI-
H mintak esetében a tumortartalom pozitiv, linearis korreldciét mutatott az MSI-pontszammal. Az MSI-H mintak

Dokumentumszam: 200007789 v07 133/150

IN VITRO DIAGNOSZTIKAI HASZNALATRA. CSAK EXPORTALASI CELOKRA.



TruSight Oncology Comprehensive (EU) termékismerteté illumina

atlagosan MSI-H besoroldstak maradtak, amikor a tumortartalom = 30% volt. Az endometridlis mintak a tobbi
szovettipustdl eltéréen viselkedtek, és ugy talaltak, hogy nagyobb mennyiségu tumortartalomra van sziikséglk
ahhoz, hogy MSI-H-nak azonositsak 6ket.

Tumorprofilozas pontossaga

A varidnsok TSO Comprehensive (EU) vizsgalatonkénti kimutatdsat 6sszehasonlitottdk a referenciamédszerek
eredményeivel. A DNS kis variansait és a TMB-t egy klséleg validalt teljes exom NGS mddszerrel hasonlitottak
Ossze. A génamplifikaciokat ugyanazzal a teljes exom NGS mddszerrel vagy validalt kettds in-situ hibridizacios
(DISH) médszerrel hasonlitottak 6ssze a HER2 amplifikacidokhoz. Az MSI-t validalt MSI-PCR teszttel
Osszehasonlitva értékelték. Az RNS splice-varidnsokat validalt kvantitativ PCR (QPCR) mddszerrel hasonlitottak
0ssze. A ROS1 és ALK fuzidkat validalt FISH vizsgalatokkal hasonlitottak 0ssze. Minden mas fuziét
Osszehasonlitottak egy 0sszetett mddszerrel, amely egy validalt RNS teljes exom NGS vizsgalatbdl (RNGS1),
egy célzott NGS panelbél (RNGS2) és egy csepp digitalis PCR-bél (ddPCR) all.

Kis DNS varians kimutatasa

A kis DNS variansok TSO Comprehensive (EU) vizsgalat altali kimutatdsat 6sszehasonlitottak a teljes exom
szekvendlds (WES) eredményeivel, amely WES-t hasznal egyezd tumor normal mintaparokkal csiravonal és
szomatikus kis varians azonositasahoz. Az egyetlen nukleotidvariansbdl (SNV), inszercidkbdl és delécidkbdl alld
kis variansok kozotti 6sszehasonlitds 14 kilonb6zé szovettipusbdl szarmazoé 124 mintan alapult, amelyek mind
a(z) TSO Comprehensive (EU)-re, mind pedig a WES-re is érvényesek voltak. A(z) TSO Comprehensive (EU)
képes volt, de WES vizsgalat nem, tébbnukleotidos varidanst (MNV-k, 2 — 3 bp) kimutatni, amely szinronizalast
igényel. TSO Comprehensive (EU) Az MNV-ket egyéni SNV-kként értékelték a WES-sel szemben. A
variansszintli konkordancia 0sszefoglaldsa, beleértve a pozitiv szazalékos egyezést (PPA) és a negativ
szazalékos egyezést (NPA) az 0sszes varians azonositasra az 75 tablazatban, - correc lathaté.

75 tablazat A csiravonal vagy szomatikus allapot szerint értékelt kis variansu azonositasok
konkordancia-6sszefoglaldja

WES szomatikus azonositva  WES csiravonal azonositva WES nincs azonositva

TSO 382 33163 426

Comprehensive

(EU) azonositva

TSO 69 61 70000 481

Comprehensive

(EU) nincs

azonositva

Osszes 451 33224 70 000 907
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WES szomatikus azonositva = WES csiravonal azonositva WES nincs azonositva
Szazalékos PPA: PPA: NPA:
egyezés 85% (382/451), > 99% (33163/33 224) > 99%
95% CI: [81% — 87 %] 95% ClI: [99,8% —99,9%] (70000 481/70 000 907)
95% CI: [99,999% -
99,999%]

Osszesen 426 olyan varidnst azonositott TSO Comprehensive (EU), amelyeket nem észleltek a WES
maodszerben. Ezen varidansok kdzll kétszaznégy (48%) varians allélgyakorisaga a WES moédszer azonositdsanak
kiiszobértéke alatt volt. A fennmaradd potencidlis dlpozitiv variansok koézlil bizonyiték volt arra, hogy a WES
maodszer varidnsazonositasa alacsony tamogatassal tortént. Ezenkivil a variansok koziil soknak nagyon
alacsony szintli WES bizonyitéka volt az egyezé normal mintakban. Ez az eredmény arra utal, hogy ezeket a
variansokat a WES nem hagyta ki a tumorban a normal szennyezés( tumor miatt.

Tumormutacios terhelés kimutatasa

A TMB konkordanciat ugy hataroztak meg, hogy 6sszehasonlitottak a TMB pontszamokat (szomatikus
mutacidk/megabaz) a WES mddszer és a TSO Comprehensive (EU) k6z6tt, 124 minta esetében a rendelkezésre
allé adatokkal egydtitt mind a TSO Comprehensive (EU), mind pedig a WES szerint. Linedris regresszios elemzés
WES-szel mint prediktorral 2,53-as y-intercepttel, 0,89-es meredekséggel és 0,94-es Pearson-féle korrelacids
egyltthatoval (3 abra).

3 dbra TMB pontszam korrelacio a WES és a TSO Comprehensive (EU) k6zott
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Génamplifikacio észlelése

A TSO Comprehensive (EU) vizsgalattal kimutatott génamplifikacidkat 6sszehasonlitottak ugyanazon WES
vizsgalat eredményeivel, amelyhez vagy tumor-normal illesztett mintakat, vagy csak tumoros mintakat
hasznaltak.Osszesen 420 minta volt, kdziiliik 183 az ortogonalis tumor-normal médszert, 237 pedig a csak
tumoros mddszert hasznalta. A mintak 14 szévettipusbdl szarmaznak, és 55 génbdl szarmazo amplifikacidkat
tartalmaztak. A TSO Comprehensive (EU) MET és ERBB2 génekbdl szarmazd génamplifikacidkrdl szamol be. A
pontossagot azonban mind az 55 génre felmérték. A génamplifikacids azonositasok 6sszefoglalasata 76
tablazat mutatja.

76 tablazat Génamplifikacios azonositasok

WES pozitiv WES negativ
TSO Comprehensive (EU) Pozitiv 337 415
TSO Comprehensive (EU) Negativ 28 24 000
Osszes 365 24 415
Szazalékos egyezés PPA:92% (337/365) NPA:98,3% (24 000/24 415)
95% Cl:[89%, 95%] 95% CI:[98,1%, 98,5%]

A gyomor- és emlészévetek ERBB2 (HER2) amplifikacidit a tébbi génamplifikaciétdl elkiilonitve elemezték
kettds in situ hibridizaciés médszerrel (DISH).Osszesen 116 eml6- és gyomormintat teszteltek, amelyek koziil
64-et korabban IHC vagy FISH mdédszerrel HER2-pozitivnak mindsitettek. EQy minta extrahalasa sikertelen volt,
4 minta érvényessége sikertelen volt a(z) TSO Comprehensive (EU) esetében, és 3 minta érvényessége
sikertelen volt a DISH vizsgalat esetében. A 108 minta koziil 20 (18,5%) kapott hatarérték pontszamot (1,5 és
2,5 kozo6tt) a DISH 2,0-s hatarértéke kdzelében. A konkordanciaeredmények, beleértve a PPA-t, NPA-t az
O0sszes mintdra vonatkozdan, a hatarértékes HER2 DISH esetek kivételével, itt lathatok: 77 tablazat.

77 tablazat A TSO atfogo és a HER2 DISH k6zotti konkordancia 6sszefoglaldsa, beleértve a HER2
génamplifikaciot is
HER2 Génamplifikacio

.. o HER2 DISH amplifikalt HER2 DISH nem amplifikalt

Osszes (eml6 és gyomor)

TSO Comprehensive (EU) Pozitiv 17 (1 hatarértékkel 13 (1 hatarértékkel egyditt)
egyltt)

TSO Comprehensive (EU) Negativ 10 (6 hatarértékkel 68 (beleértve a 12
egyltt) hatarértéket)

Szazalékos egyezés, beleértve a PPA:63% (17/27) NPA:84% (68/81)

hatareseteket 95% Cl:[44%, 78%] 95% Cl:[74%, 90%]

Szazalékos egyezés, kivéve a hatareseteket PPA:80% (16/20) NPA:82% (56/68)
95% CI:.[58%, 92%] 95% Cl:[72%, 90%]
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Mikroszatellita-instabilitas észlelése

A mikroszatellita-instabilitas kimutatasat a TSO Comprehensive (EU) vizsgalattal egy validalt MSI-PCR teszt
eredmeényeivel hasonlitottak 6ssze, amely a tumorhoz normalisan illeszked6 mintakat hasznal a teszteléshez.
Osszesen 195 mintat hasonlitottak 6ssze, amelyek megfelelnek a = 30%-0s tumortartalom kdvetelménynek és
14 szdvettipust képviselnek. Az MSI-PCR 5 helyet értékel, és 3 kimenettel rendelkezik—MSS (nincs instabil
hely), MSI-alacsony (egy instabil hely) és MSI-magas (MSI-H) (két vagy t6bb instabil hely). A(z) TSO
Comprehensive (EU) legfeljebb 130 mikroszatellitahelyet értékel, és csak MSS vagy MSI-magas (= 20% instabil
hely) kategdridba sorolja a mintakat. Az MSl-alacsony az MSI-PCR MSS kimenetelével csoportositottak. A
konkordanciaelemzést a 78 tablazat mutatja.

78 tablazat A DNS mikroszatellita-instabilitasra vonatkozé konkordanciaelemzés ¢sszefoglalasa a TSO
Comprehensive (EU) és az MSI-PCR k&zott

MSl-instabilitas PCR MSI-magas PCR MSl-alacsony PCR MSS
TSO Comprehensive (EU) Instabil 40 2 0
(MSI-magas)

TSO Comprehensive (EU) Stabil (MSS) 3 0 150
Osszes 43 2 150
Szazalékos egyezés PPA: 93% (40/43) NPA: 99%

95% Cl: [81%, 98%]  (150/152)
95% Cl: [95%, >
99%]

RNS splice-varians kimutatasa

A splice-varians kimutatasanak pontossaga a(z) TSO Comprehensive (EU) eredmények, valamint az EGFRvlIl és
a Met Exon 14del gPCR vizsgalatainak 6sszehasonlitasaval lett kiszamitva, beleértve egy ismert pozitiv RNS-t
minden egyes splice-variansra. A konkordanciaelemzést 6sszesen 230 egyedi FFPE RNS mintan végezték 14
szovettipusbdl, a rendelkezésre allo adatokkal mind a TSO Comprehensive (EU), mind pedig a
referenciamddszerrel. Minden mintat MET Exon 14del-re, mig az EGFRvllI-at csak agyszovetre tesztelték. A
MET Exon 14del-re gPCR-rel pozitivhak, de az TSO Comprehensive (EU) teszttel nem annak azonositott harom
minta atlagos Ct-je> 37 volt, és az TSO Comprehensive (EU) LoD szint alatt volt. A 79 tablazat 6sszefoglalja a
konkordanciavizsgalat eredményeit.

79 tablazat Az RNS splice-variansok konkordanciaelemzésének dsszefoglalasa a(z) TSO Comprehensive
(EU) és a qPCR-vizsgalat kozott

RNS splice-variansok qPCR pozitiv qPCR negativ

TSO Comprehensive (EU) Pozitiv 3 0

(EGFRuvIII)
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RNS splice-variansok qPCR pozitiv gPCR negativ

TSO Comprehensive (EU) Negativ 0 13

(EGFRuvIII)

TSO Comprehensive (EU) Pozitiv 1 0

(Megfelel az Exon 14Del )

TSO Comprehensive (EU) Negativ 3 217

(Megfelel az Exon 14Del )

Osszes 7 230

Szazalékos egyezés PPA: NPA:
57% (4/7) 100% (230/230)
95% Cl: [25%, 84 %] 95% Cl: [98%, 100%)

RNS-fuzidé kimutatasa
Osszehasonlitas dsszetett médszerrel

TSO Comprehensive (EU) fuzidkat hasonlitottak 6ssze egy 6sszetett mddszerrel, amely egy NGS panel
(RNGS1), egy célzott NGS fuzids panel (RNGS2) és egy csepp digitalis PCR (ddPCR) segitségével végzett RNS
teljes exom szekvenaldsbal all.

Az RNGS1 médszer atfedésben van az 6sszes olyan génnel, amelyek esetében TSO Comprehensive (EU)
kimutathat fuzidkat. Az RNGS1 mddszer kimutatasi hatarértéke azonban 4-8-szorosa volt a(z) TSO
Comprehensive (EU) 6sszehasonlitasaban, az atfed6 fuzids azonositdsok soran megfigyelt aldtdmasztd
leolvasasok szama alapjan. Ezért a WES (RNGS1) modszerrel két tovabbi, a fuzidkkal szemben nagyobb
érzékenységl, de kevésbé atfogd kompozit médszert hasznaltak.

Osszesen 255 egyedi RNS-mintat teszteltek 14 szdvettipussal és megfelel6 TSO Comprehensive (EU)
mérészamot teszteltek az RNGS1 segitségével. Két minta érvénytelen volt az RNGS1 minta
min6ségellendrzéséhez, és kizartak 6ket a tovabbi elemzésbél. Az TSO Comprehensive (EU) altal azonositott
82 fuzidbodl 4-et kizartak az értékelésbél RNGS1 minta minéségellendrzési hibaja miatt, és 7 tovabbi fuziét nem
azonositottak az RNGS1 panelben I1év6 célok hianya miatt. A(z) TSO Comprehensive (EU) altal azonositott
fennmaradd 71 fuzidbadl 9 flzidt igazolt az RNGS1. Az RNGS1 4 fuzidt azonositott, amelyet a TSO
Comprehensive (EU) nem azonositott.

A 62 TSO Comprehensive (EU) pozitiv és az RNGS1 altal nem detektalt fuzié kozil 13 atfedésben volt az
RNGS2-vel, amely azokat megerdésitette. Az egyik fluzidét az RNGS2 azonositotta, de a TSO Comprehensive (EU)
nem azonositotta.

Ezutan csepp digitalis PCR-t hasznaltak a TSO Comprehensive (EU) dltal azonositott fuzidkhoz, amelyeket nem
azonositott az RNGS1 vagy altala nem volt azonosithatd, és amelyek az RNGS2 szamara nem voltak
értékelheték (49). Ezenkivil ddPCR-t alkalmaztak a 4 alnegativ fuzidbodl 2 Ujraértékelésére TSO Comprehensive
(EU) esetén RNGS1-gyel, és 9 egyez6 fuzidbdl 2 tjraértékelésére TSO Comprehensive (EU) és RNGS1 esetén.Ot
fuzids negativ mintat vontak be minden pozitiv fuziés minta tesztelésébe a specifikussag biztositasa
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érdekében. Tizennyolc fuziét nem teszteltek ddPCR-rel, mert nem tudtak primereket/szondakat, tobb
génpartnert tervezni a fuzidhoz, vagy nem volt elegendé megmaradt FFPE-anyag. A ddPCR esetén a
primereket és prébakat a TSO Comprehensive (EU) vizsgalat megfigyelt téréspontjaihoz képest tervezték.

Osszesen 52 fuziét mutattak ki ddPCR-rel, kdziiliik 41 fuziét azonositott a(z) TSO Comprehensive (EU), de az
RNGS1 nem azonositotta vagy nem volt dltala azonosithatd. Kilenc fiziét ddPCR-rel azonositottak, de TSO
Comprehensive (EU) vagy RNGS1 esetén negativak voltak. Két ddPCR pozitiv fizid igazolta a 2 egyez6 fuzidt
TSO Comprehensive (EU) és RNGS1 esetén. A ddPCR nem mutatott ki fuzidt az RNGS1 segitségével a 2
Ujraértékelt TSO Comprehensive (EU) dlnegativ esetében, ezeket azonban az RNGS1 sszehasonlitas alapjan
alnegativnak tekintették.

Az RNGS1, RNGS2 és ddPCR 6sszetett konkordanciaeredmény mddszereket a fuzidknal a 80 tablazat mutatja.

A kompozit médszerrel egyezé 63 fuzid 43 gént képviselt a TSO Comprehensive (EU) panelen. A fuzidk
azonban csak a TSO Comprehensive (EU) Vizsgalati génpanel a(z) 2. oldalon jelzett 23 génbél jelentheték.

80 tablazat A TSO Comprehensive (EU) és az 6sszetett mddszer kereszttablazata RNS fuzidkhoz (253
minta)

Faziok Kompozit médszer pozitiv Kompozit médszer negativ
TSO Comprehensive (EU) Pozitiv 63" 18
TSO Comprehensive (EU) Negativ 142 13 821
Osszes 77 13839
Szazalékos egyezés PPA: NPA:
82% (63/77) 99,9% (13821/13839)
95% Cl:[72%, 89%] 95% CI:[99,8%, 99,9%]

163 TSO Comprehensive (EU) valddi pozitiv = 9 pozitiv, amely egyezik az RNGS1 + 13 pozitivval, amely egyezik az RNGS2
+ 41 pozitivval, amely egyezik a ddPCR-rel.

214 TSO Comprehensive (EU) dlnegativ = 4 negativ nem egyezik az RNGS1-gyel + 1 negativ nem egyezik a RNGS2-vel + 9
negativ nem egyezik a ddPCR-rel.

Osszehasonlitas a FISH mddszerrel a ROS1 és ALK fliziok esetében

Huszon6t NSCLC mintat vizsgaltak FISH mdédszerrel mind a ROS1, mind az ALK fuzidk tekintetében, és 5
tovabbi NSCLC mintat vizsgaltak ROS1 fuzidéra. Nyolc minta nem felelt meg a FISH-nek a ROS1-nél nem
megfelel§ szévet miatt. Mind a(z) TSO Comprehensive (EU), mind a FISH két ROS1 és egy ALK fuzidt észlelt
Nem figyeltek meg eltéré eredményeket. A 81 tablazat 6sszefoglalja a ROS1 TSO Comprehensive (EU) és ALK
fuziok konkordanciaeredményeit és a FISH mddszert.

81tablazat A ROS1és ALK fuziok TSO Comprehensive (EU) és FISH modszer
konkordanciaeredményeinek 6sszefoglalasa

ALK+ROS1 FISH pozitiv FISH negativ
TSO Comprehensive (EU) Pozitiv 3 0
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ALK+ROS1 FISH pozitiv FISH negativ

TSO Comprehensive (EU) Negativ 0 44

Osszes 3 44

Szazalékos egyezés PPA:100% (3/3) NPA:100% (44/44)
95% ClI: [44%,100%] 95% CI: [92%, 100%]

Minta érvényessége

A minta érvényességét (els6 probalkozas) 181 egyedi RNS és 272 egyedi DNS minta esetében mértéka <5
éves FFPE blokkokbdl. Ezeket a mintakat a szvet tipusa és a rendelkezésre allé anyag alapjan valasztottak ki; a
vizsgalat érvényessége ismeretlen volt. A kdnyvtar minéségellenérzési mérészamainak meg kell felelnitik
ahhoz, hogy a varians tipusa érvényesnek mingsiljon. A mintak érvényességét kiilon értékelték az egyes
varianstipusokra (kis DNS variansok/TMB, MSI, génamplifikaciok, fuziok/splice-variansok) vonatkozdan, és a 82
tablazat mutatja be.

82 tablazat Minta érvényessége

Varians tipusa Minta érvényessége
Flzidk/splice-variansok (RNS) 76%
Kis DNS variansok/TMB 75%
MSI 72%
Génamplifikacid 94%

A tumorprofilozasi igények analitikai validalasanak osszefoglalasa

A kimutatasi hatar, a precizitas, a reprodukalhatdsag és a pontossagi adatok alapjan TSO Comprehensive (EU)
analitikailag validalt az alabbiakhoz:

* AKkis méret(i DNS-varidnsok—SNV-k, MNV-k, inszercidk és delécidk.

* TMB

* MSI

* MET és ERBB2 (HER2) génamplifikacidk (lasd a TSO Comprehensive (EU) Vizsgalati génpanel a(z) 2.
oldalon).

* 23 gén, amelyek esetében fuzidk mutathatdk ki (ldsd a TSO Comprehensive (EU) Vizsgalati génpanel a(z) 2.
oldalon).

* EGFRés MET splice-variansok (lasd a TSO Comprehensive (EU) Vizsgdlati génpanel a(z) 2. oldalon).
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NTRK klinikai teljesitmény

A VITRAKVI (larotrectinib) kezelés betegeinek kivalasztasara szolgdlé tarsdiagnosztikai (CDx) TSO
Comprehensive (EU) vizsgalat validalasa érdekében a larotrectinib klinikai vizsgalatokba bevont betegek
mintait (NCT02122913, NAVIGATE NCT02576431, SCOUT NCT02637687; a tovabbiakban egylittesen
larotrectinib vizsgalati mintak) tesztelték egy 2019. julius 15-i adatzaras felhasznalasaval, kereskedelmi
forrasbdl szarmazd FFPE szbvetmintakkal kiegészitve, a TSO Comprehensive (EU) vizsgdlat pontossagi
vizsgalata és a klinikai athidalasi vizsgalat alatamasztasanak érdekében.

Az NCT02122913 egy multicentrikus, nyilt elrendezés, |. fazisu doziseszkalacids vizsgalat volt elérehaladott
szolid tumorban szenvedd felnétt betegeknél (minden jelentkez6nél), akiket nem valasztottak ki az NTRK
fuzidpozitiv rak csoportba. A vizsgalat déziseszkalacios részét kovetéen ddziskiterjesztést inditottak
dokumentdlt NTRK fuzidpozitiv rékban szenvedd betegeknél, és azoknal a betegeknél, akikrdl a vizsgalé ugy
vélte, hogy egy erésen szelektiv TRK inhibitor elényods lehet szamukra. A NAVIGATE NCT02576431 egy
folyamatban lévé, multicentrikus, nyilt, II. fazisu, kosarvizsgdlat 12 éves és idésebb, kitjuld el6rehaladott szolid
tumorokban szenvedd, dokumentalt NTRK fuzidval rendelkezé betegeknél, kilsé laboratérium értékelése
szerint. ASCOUT NCT02637687 egy folyamatban lévé, multicentrikus, nyilt elrendezésd, I/1l. fazisu vizsgélat
elérehaladott szolid vagy primer kézponti idegrendszeri (CNS) tumorban szenvedd, sziiletéstél 21 éves korig
terjed6 gyermekgyodgyaszati betegeknél.

A TSO Comprehensive (EU) vizsgalatba bevont NTRK fuziopozitiv betegek kéziil 164 alkotta a larotrectinib
kiterjesztett els6dleges hatdsossagi halmazt (ePAS4).

Pontossagi vizsgalat az NTRK1, NTRK2, NTRK3 fuzio detektalashoz

Az NTRK fuzidk (NTRK1, NTRK2 vagy NTRK3) kimutatdsara szolgalé TSO Comprehensive (EU) vizsgalat
pontossagat szolid tumorban szenvedd betegeknél az NTRK fuzidés eredmények NGS alapjan TSO
Comprehensive (EU) térténé egyezésének értékelésével igazoltak.

Retrospektiv, beavatkozassal nem jaro vizsgalatot végeztek. A larotrectinib vizsgalati mintakat és kiegészité
mintakat a TSO Comprehensive (EU) vizsgalattal egy kilsé vizsgaldhelyen, ortogonalis médszerrel kbzponti
laboratériumban tesztelték. A TSO Comprehensive (EU) vizsgalat NTRK fuzids azonositasainak pontossagat az
ortogonalis mddszerhez viszonyitva becsliilték meg; a pozitiv szazalékos egyezést (PPA), a negativ szazalékos
egyezést (NPA) és a kapcsolddo kétoldalas 95%-0s konfidencia-intervallumokat (Cl) szamitottak ki.

A TSO Comprehensive (EU) vizsgalattal és/vagy az ortogonalis mddszerrel 516 mintat teszteltek. Ezen mintak
kozul 499-et vizsgaltak mindkét mddszerrel. Az 516 minta kdzll tizenhetet nem teszteltek az egyik vizsgalattal
sikertelen extrakcid, ismeretlen ok (az ortogonalis mddszerhez) vagy a protokolltdl vald eltérés miatt. A mindkét
modszerrel tesztelt 499 minta kozil 170 (34,1%) volt larotrectinib vizsgalati minta és 329 (65,9%) volt
kiegészité minta.

A 499 minta eredményeinek kereszt-tablazatos 6sszefoglaldat a 83 tablazat mutatja be. A 499 mintabdl 85
minta TSO Comprehensive (EU) vizsgalati eredményei érvénytelenek voltak; ebbdl 85, 53 esetben a mddszer
ortogonalis eredményei is érvénytelenek voltak. Tovabbi 7 mintdnak érvénytelen ortogonalis médszer
eredményei voltak. igy a 499 mintdbdl 407-nek volt érvényes eredménye mindkét médszerrel.
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83 tablazat NTRK pontossagi vizsgalat: A TSO Comprehensive (EU) eredmények és az ortogonalis
maodszer eredményeinek kereszttabldzata az NTRK fuzié kimutatasahoz

Ortogonalis médszer eredménye

TSO Comprehensive (EU) vizsgalati eredmény NTRK fuzié pozitiv  NTRK fazié negativ  Ervénytelen Osszes
NTRK fuzié pozitiv 14 16 1 131
NTRK fuzié negativ 4 273 6 283
Ervénytelenek* 4 28 53 85
Osszes 122 317 60 499

* a TSO Comprehensive (EU) vizsgalat érvénytelen eredményei a mintabdl és a futtatasi szintbél szarmaznak.

Az egyezési elemzéseket, az érvénytelen TSO Comprehensive (EU) vizsgalati eredmények kizarasaval és
belefoglalasaval, a 84 tablazat mutatja be. Az érvénytelen TSO Comprehensive (EU) vizsgalati eredmények
kivételével a PPA 96,6% (114/118; 95% Cl: 91,5% —99,1%) és az NPA 94,5% (273/289; 95% CI: 91,2% — 96,8%)
volt.

84 tablazat NTRK pontossagi vizsgalat: A TSO Comprehensive (EU) vizsgalat PPA-ja és NPA-ja az NTRK
fuzidk kimutatdsahoz hasznalt ortogonalis mddszer eredményével 6sszehasonlitva

Ervénytelen TSO Comprehensive (EU) vizsgalati Ervénytelen TSO Comprehensive (EU) vizsgalati
eredmények kizarasa eredményekkel egyiitt
Egyezés o o s o o AIx
mértéke Egyezés, % (n/N) 95% Cl Egyezés, % (n/N) 95% ClI
PPA 96,6% (114/118) 91,5% -99,1% 93,4% (114/122) 87,5% —-971%
NPA 94,5% (273/289) 91,2% - 96,8% 86,1% (273/317) 81,8% —-89,7%

* 95%-0s Cl (pontos) Clopper-Pearson féle mddszer alapjan.

Klinikai athidalo vizsgalat az NTRK1, NTRK2, NTRK3 fuzid detektalashoz

Egy klinikai athidald vizsgalatban igazoltak az NTRK1, NTRK2 vagy NTRK3 fuzidk kimutatdsara szolgalé TSO
Comprehensive (EU) vizsgalat klinikai érvényességét olyan szolid tumorban szenvedé betegeknél, akiknek
elénye szarmazhat a larotrectinib kezelésbél. A vizsgalatot azért végezték, hogy felmérjék a TSO
Comprehensive (EU) vizsgalat klinikai hatasossagat az NTRK1, NTRK2 vagy NTRK3 fuzidopozitiv betegek
azonositasara a larotrectinibbel torténd kezelés soran, valamint hogy értékeljék a TSO Comprehensive (EU)
vizsgalat és a helyi vizsgalati (LT) mddszerek kdzotti egyezést (az NTRK fuzids statusz meghatarozasara
hasznaljak a larotrectinib klinikai vizsgalataiban).

Az LT modszerek kozé tartoztak az NGS, a fluoreszcens in situ hibridizacid (FISH), a polimeraz lancreakcié
(PCR) és a NanoString vizsgalatok. Az NTRK fuzidkat (ETV6 NTRK3) olyan csecsemdkori fibroszarkdmaban
szenvedd betegeknél bizonyitottak, akiknél dokumentalt FISH-val azonositott ETV6 transzlokaciét allapitottak
meg. A 235 ismert NTRK fuzids statuszu larotrectinib klinikai vizsgalati beteg legtobbjét NGS mddszerekkel
vizsgaltak.
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A NAVIGATE NCT02576431 és SCOUT NCT02637687 vizsgalatok tovabbra is bevonasra kerlilnek. A 2019.
julius 15-ig kapott adatok szerint 279 beteget vontak be. A 279 beteg kdziil 208 volt NTRK fuzidpozitiv. A 208
pozitiv betegbdl 164 alkotta a larotrectinib ePAS4-et.

A larotrectinib hatasossdagi elemzésének elsédleges végpontja a fliggetlen fellilvizsgald bizottsag (IRC)
értékelése szerinti teljes valaszarany (ORR) volt a harom klinikai vizsgalatbdl szarmazé 6sszevont
adathalmazban. Az ORR-t azon betegek aranya alapjan értékelték, akiknél a RECIST 1.1-es verzidja szerinti
kritériumok alapjan a legjobb teljes valasz vagy megerdsitett részleges valasz all fenn. Az ORR a larotrectinib
ePAS4-ben 72,6% volt (95% CI [65,1%, 79,2%]), és 16 kiilonbdz6 tumortipussal rendelkezd betegeket vontak
be.

Minta elszamolasa

A mintakészlet a tumortipusok széles skalajat, valamint gyermek és felnétt betegmintakat tartalmazott.

2019. julius 15-ig 279 beteget vontak be a larotrectinib vizsgalatokba. Kézlllik 235 betegnél ismert voltaz LT
maédszerrel meghatarozott NTRK fuzids statusz: 208 volt pozitiv és 27 volt negativ. 44 beteg esetében az NTRK
fuzids statusz nem volt ismert, mivel a betegek alkalmassagahoz nem volt sziikség vizsgalatra az
NCT02122913 és SCOUT NCT02637687 vizsgalatok ddziseszkalacids fazisaiban. A TSO Comprehensive (EU)
vizsgalat klinikai athidalasi vizsgalataban a larotrectinib vizsgalatban 2019. julius 15-én bevont, ismert NTRK
fuzids statuszu betegektél szarmazd mintak (208 pozitiv és 27 negativ beteg) és a reprezentativ LT
modszerekkel NTRK fuzié negativnak itélt kiegészité mintak voltak alkalmasak erre a vizsgalatra.

A 208 pozitiv larotrectinib vizsgalati mintabdl 154-nek volt elérheté mintaja TSO Comprehensive (EU) a
vizsgalat teszteléséhez. Ezek koziil 138 érvényes eredménnyel rendelkezett. Tizendt minta érvénytelen volt a
sikertelen mintaszekvenalasi minéségi mutatok miatt, és 1 mintat nem vizsgaltak a protokolltdl valé eltérés
miatt. A 27 negativ larotrectinib vizsgalati mintabdl 24-nek volt elérhetd mintdja a teszteléséhez. Ezek koziil 22
érvényes TSO Comprehensive (EU) vizsgalati eredménnyel rendelkezett. Két minta érvénytelen volt a sikertelen
mintaszekvenalasi minéségi mutatok miatt.

A kiegészité mintakat két reprezentativ LT modszer egyikével sz(lrték. Tobb mint 350 mintat gyUjtottek be és
vizsgéltak meg a tumortartalom szempontjabdl. A mintakdvetelményeknek megfelelé kiegészité mintak kozil
266-ot sikerllt kinyerni, és egy reprezentativ LT mddszerrel megerd&sitették, hogy az NTRK fuzié negativ. Ezek
kézil a mintak kdzil 260 volt elérhetd TSO Comprehensive (EU) a vizsgalat teszteléséhez, amelyek koziil 222-
nek volt érvényes eredménye. 38 minta volt, amelyek a minta szekvenalasi mutatdinak sikertelensége (n = 25)
vagy a futtatds szekvenaldsanak sikertelensége (n = 13) miatt érvénytelenek voltak. A teljes NTRK fuzids
negativ készlet 222 kiegészité mintabdl és 22 larotrectinib vizsgélati mintabdl allt.

Konkordancia eredmények

Osszesen 437 mintat vizsgaltak a(z) TSO Comprehensive (EU) segitségével. A 208 NTRK flzids pozitiv beteg
k6zll 153-nak voltak elérheté mintai, amelyeket a(z) TSO Comprehensive (EU) segitségével vizsgaltak, ami 138
érvényes eredményt és 15 érvénytelen eredményt eredményezett.

Az LT moédszerek eredményeihez viszonyitott TSO Comprehensive (EU) eredmények egyezését érvénytelen
TSO Comprehensive (EU) eredményekkel és anélkiil a 85 tablazat mutatja.
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illumina

85 tablazat NTRK klinikai athidald vizsgalat:Konkordancia a TSO Comprehensive (EU) vizsgdlat és az LT

modszerek k6zott az NTRK fuziok kimutatasahoz

A TSO Comprehensive (EU) vizsgalat érvénytelen
eredményeinek kizarasa

Egyezés

artake %-o0s egyezés (n/N) 95% CI*

PPA 89,1% (123/138) 82,7%—-93,8%
NPA 96,3% (235/244) 93,1% - 98,3%
OPA 93,7% (358/382) 90,8% -95,9%

eredményeivel egyiitt

%-0s egyezés (n/N) 95% CI*

80,4% (123/153)
82,7% (235/284)
81,9% (358/437)

* A kétoldalas 95%-0s Cl-ket a (pontos) Clopper-Pearson féle mddszerrel szamitottak ki.

73,2% - 86,4%
77,8% - 87,0%
78,0% - 85,4%

A TSO Comprehensive (EU) vizsgalat érvénytelen

A hidnyzé TSO Comprehensive (EU) vizsgalati eredményekkel szembeni érzékenységi elemzés az egyezési
elemzés robusztussagat mutatta ki. Az LT NTRK fuzidpozitiv betegek hianyzé TSO Comprehensive (EU)
vizsgalati eredményeit (n = 70) logisztikai regresszids modellel imputaltak. Az egyezési becsléseket, beleértve

az imputalt értékeket is, a 86 tablazat mutatja.

86 tablazat NTRK klinikai athidalé vizsgadlat:Konkordancia a TSO Comprehensive (EU) vizsgalat ésaz LT
modszerek k6zott az NTRK fuziok kimutatasahoz, beleértve a hianyzd TSO Comprehensive (EU) vizsgalati
eredményekkel rendelkezé LT pozitiv betegek imputalt értékeit

Egyezés mértéke Szazalékos egyezés
PPA 85,2%
NPA 96,3%
OPA 91,2%

Az LT fuzidnegativ betegek hianyzé TSO Comprehensive (EU) vizsgalati eredményei nem keriiltek imputdlasra.

95% CI*

78,6% -91,7%
93,9% -98,7%
87,9% -94,5%

* A kétoldalas 95%-0s Cl-ket a tobbsz6rds imputacidés Boot-mddszer alapjan szamitottak ki. A tdbbsz6rds imputdcids
Boot-mddszer a tobbszdrés imputacidoba bedgyazott bootstrap [épés (Schomaker és Heumann 2018).

A TSO Comprehensive (EU) vizsgalat és az LT-k k6z6tti egyezéseket a médszer tipusa szerint (példaul RNS

NGS, FISH) a 87 tablazat mutatja.

87 tablazat NTRK klinikai athidald vizsgalat:Konkordancia a TSO Comprehensive (EU) vizsgalat ésaz LT
madszerek kdzott az NTRK fuzidk kimutatasahoz LT modszertipus szerint

LT mddszer tipusa Az egyezés mértéke

DNS NGS PPA
NPA
OPA
RNS NGS2 PPA
NPA
OPA
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%-0s egyezés (n/N)
84,2% (32/38)
88,9% (16/18)
85,7% (48/56)
91,5% (75/82)
96,9% (218/225)
95,4% (293/307)

95% CI'

68,7% —94,0%
65,3% —98,6%
73,8%-93,6%
83,2% -96,5%
93,7% -98,7%
92,5% -97,5%
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LT mddszer tipusa Az egyezés mértéke %-0s egyezés (n/N) 95% CI'

FISH PPA 80,0% (8/10) 44,4% -97,5%
NPA Nincs kiszamitva (1/1) Nincs kiszamitva
OPA 81,8% (9/11) 48,2% —-97,7%

PCR PPA 100,0% (8/8) 63,1% -100,0%
NPA Nincs kiszamitva (0/0) Nincs kiszamitva
OPA 100,0% (8/8) 63,1% -100,0%

Nincs kiszamitva: a < 5 mintaszadmu alcsoportok esetében nem szamitottak ki egyezési statisztikakat.

T A kétoldalas 95%-0s Cl-ket a (pontos) Clopper-Pearson féle mddszerrel szamitottak ki.

2 |de tartoznak azok az NGS mddszerek, amelyek csak RNS-t, valamint DNS-t és RNS-t is hasznalnak.
A TSO Comprehensive (EU) vizsgalattal tesztelt 437 minta kdzUl 24 kapott eltéré eredményeket az LT-kkel: 15
volt pozitiv az LT-kkel és negativa TSO Comprehensive (EU) vizsgalattal, és 9 volt negativ az LT-kkel és pozitiv
a TSO Comprehensive (EU) vizsgalattal. A 24, eltéré eredmény(i mintabdl 8-at vizsgaltak DNS NGS LT
madszerrel, 14-et RNS NGS LT mddszerrel és 2-t FISH mdédszerrel.

Egy validalt, fliggetlen NGS mddszer megerésitette a TSO Comprehensive (EU) vizsgalati eredményeket a 24
mintabdl 14 esetében eltéré eredményekkel. A fennmarado 10 minta esetében a TSO Comprehensive (EU)
vizsgalati eredmények eltérék voltak mind az LT, mind a fliggetlen NGS mddszerrel.

Klinikai hatasossagi eredmények

Az ePAS4 kohorszon beliil a larotrectinib hatasossdaga a TSO Comprehensive (EU) pozitiv, LT pozitiv
populacioban (97 beteg, ORR=78,4%, 95% CI [68,8%, 86,1%]) hasonlé volt a larotrectinib hatdsossagahoz a
teljes ePAS4 populdcidban (164 beteg, ORR=72,6%, 95% CI [65,1%, 79,2%]) (88 tablazat). Az ePAS4-ben a 97
TSO Comprehensive (EU) pozitiv beteg kdzlil 28 (28,9%) beteg ért el teljes valaszt/mltéti teljes valaszt, és 48
(49,5%) beteg ért el részleges valaszt.

A 13 TSO Comprehensive (EU) negativ, LT pozitiv populacidébdl 1 (7,7%) mutatott teljes valaszt, 2 (15,4%) pedig
részleges valaszt larotrectinib terapiaval.
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88 tablazat NTRK klinikai athidald vizsgalat: ORR az LT pozitiv betegek esetében LT szerint és TSO
Comprehensive (EU) eredmények az ePAS4-ben

TSO Comprehensive TSO Comprehensive
e (EV) (EV)
LT fazicpozitiv N=164 Pozitiv és LT pozitiv Negativ és LT pozitiv
N=97 N=13
Legjobb Teljes valasz 31 22 1
‘e?;;‘ valasz, (18,9%) (22,7%) (7,7%)
N (7%
Sebészeti teljes valasz 8 6 0
(4,9%) (6,2%)
Részleges valasz 80 48 2
(48,8%) (49,5%) (15,4%)
Stabil betegség 25 13 4
(15,2%) (13,4%) (30,8%)
Progressziv betegség 13 6 5
(7,9%) (6,2%) (38,5%)
Nem értékelhet6 7 2 1
(4,3%) (2,1%) (7,7%)
Teljes Betegek szama, n 164 97 13
valaszarany
CR + sCR + PR-ben szenved§ 119 76 3
betegek szama, n
ORR% (95% CI*) 72,6% 78,4% 23,1%
(65,1%, (68,8%, (5,0%,
79,2%) 86,1%) 53,8%)

Roviditések: CR = Teljes valasz, PR = Részleges valasz, sCR = Sebészeti teljes valasz.
* A kétoldalas 95%-0s konfidencia-intervallumot (pontos) Clopper-Pearson féle mdédszerrel szamitottak ki.
54 betegnél hidnyoznak a TSO Comprehensive (EU) vizsgalati eredmények.

A vizsgalatbdl szarmazé adatok alatamasztjak a TSO Comprehensive (EU) vizsgalat biztonsagossagat és
hatasossagat, amikor olyan NTRK fuzids szolid tumorban szenvedé betegek azonositasara hasznaljak, akik
alkalmasak lehetnek a larotrectinibbel torténé kezelésre.

Dokumentumszam: 200007789 v07 146 /150

IN VITRO DIAGNOSZTIKAI HASZNALATRA. CSAK EXPORTALASI CELOKRA.



TruSight Oncology Comprehensive (EU) termékismertetd illumina

Hivatkozasok

1. American Society of Clinical Oncology. www.asco.org. Hozzaférés: 2016. oktdber 3.

2. Eurdpai Orvosi Onkoldgiai Tarsasdg. www.esmo.org. Hozzaférés: 2016. oktdber 3.

Dokumentumszam: 200007789 v07 147 /150

IN VITRO DIAGNOSZTIKAI HASZNALATRA. CSAK EXPORTALASI CELOKRA.



TruSight Oncology Comprehensive (EU) termékismerteté illumina

Modositasi elézmeények

Verzid

07-es
verzio

06-0s
verzid

05-06s
verziod
04-es
verzid

Datum

2024
Januar

2023.
februar

2022.
szeptember

2022.
junius

Modositasok leirasa

Informacio lett hozzaadva az Eljaras korlataihoz:

o Nekrotikus szovet- és tumortartalom mintakdvetelmények az MSI magas és

szomatikus meghajté mutacioihoz.

» A hemoglobin altal okozott potencialis interferencia.

o ARET-gén és a fuzids azonositas észlelési hatarértékei az annotalt

génhatarokon kiviil.

o A géndelécidk nem kerlilnek jelentésre.

Frissitve a TSO Comprehensive (EU) Local Run Manager szoftver 2.3.7
verzidjaval vald hasznalatra.

Informacio lett hozzaadva a sziikséges, de nem szallitott berendezésekhez és
anyagokhoz, beleértve két tovabbi ultraszonikator konfiguracioét.

Frissitett minta- és mintaadatok:

o Nekrotikus szdvettartalom.

o A proteinaz K és a hemoglobin hatdsai.

o Atdrgylemezre helyezett FFPE és tisztitott nukleinsav taroldsa.
Informacio lett hozzdadva a reagenskezelés, a munkafolyamat és a futtatasi
min&ség-ellenérzési hibak hibaelharitasanak javitasara.

A teljesitményjellemzék kontextusa és egyértelmlisége hozza lett adva:

o Keresztszennyez6dés

o Nukleinsav-extrakcios készlet értékelése
Zavaro anyagok

» Nukleinsav és targylemezre szerelt FFPE stabilitas

o NTRK klinikai teljesitmény
Frissitett nyelvezet és nyelvtan

Tovabbi nyilatkozatok a Korlatozdsok részben

Nyelvi frissitések a konvenciéhoz, nyelvtanhoz és érthetéséghez

A 21, 28,29, 32, 35, 36.,72. tablazat javitasa

Nyilatkozat a csapadékok jelenlétérél az FSM reagensben

Frissitett héciklus-szabalyozé és csatornaspecifikaciok a Berendezések és
anyagok listaban

Frissitve a 2. vizsgalat reprodukdlhatésagi tablazatai

Hozzdadott TSO Comprehensive elemzési modul v2.3.5 PN-ek
Eltavolitott TSO Comprehensive elemzési modul v2.3.3 PN-ek
Frissitett terminoldgia az Ures mérési hatar részben
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Verzié Datum Médositasok leirasa
03-as 2022. o Az NTRK fuzidkra vonatkozo teljesitményjellemz8k hozzaadasa
verzié aprilis « CSAK EXPORTALASRA szolgél jeldlés hozzaadva.
o Frissitett rendeltetésszerl hasznalatra vonatkozd nyilatkozat az NTRK1-3 CDx
igény hozzaaddsahoz
o Bovitett termékosszetevi-informaciok a szoftverdsszetevék PN-jeihez
02-es 2022. » Javitott tablareferencia hiba
verzio februar o A csiravonalra és szomatikus varidnsokra vonatkozé korlatozas hozzaadasa
o Tisztazott nyelvezet a génamplifikacio kimutatdsa korl
01-es 2021. o Az eljaras frissitett korlatozasai
verzio december » A magneses allvany és a hciklus-szabalyozd miszaki jellemzdinek pontositasa
a berendezések és az anyagok listdjaban
00-s 2021. Elsé kiadas
verzio november
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Szabadalmak és védjegyek

A jelen dokumentum és annak tartalma az lllumina, Inc. és annak lednyvallalatai (,lllumina”) tulajdonat képezi, és kizardlag a jelen
dokumentumban ismertetett termék(ek) szerzédésszer(i mikddtetéséhez haszndlhatd. Egyéb célokra nem hasznalhatd. A dokumentum és
annak tartalma az lllumina el6zetes irdsos engedélye nélkil ettél eltéré célokra nem hasznalhaté és forgalmazhatd, tovabba semmilyen
formaban nem kommunikalhatd, hozhato nyilvanossagra vagy reprodukalhaté. Az lllumina a jelen dokumentummal nem biztosit licencet a
termék vasarldjanak a harmadik felek szabadalmi, védjegyjogi, szerzdi jogi, szokdsjogi vagy egyéb oltalom alatt allé jogosultsagaihoz.

A jelen dokumentumban szereplé utasitdsokat a kvalifikalt és megfeleléen képzett személyzetnek szigorian be kell tartania az itt
ismertetett termék(ek) megfeleld és biztonsdgos hasznalata érdekében. A termék(ek) haszndlata el6tt a felnasznald koteles dtolvasni és
értelmezni a jelen dokumentumban leirtakat.

AZ ITT SZEREPLO INFORMACIOK ELOLVASASANAK VAGY AZ UTASITASOK BETARTASANAK ELMULASZTASA ESETEN A TERMEK (EK)
MEGSERULHETNEK, ILLETVE SZEMELY! SERULES KOVETKEZHET BE, IDEERTVE A FELHASZNALOKAT ES MASOKAT IS, ILLETVE EGYEB
ANYAGI KAROK KOVETKEZHETNEK BE. EZENFELUL ILYEN ESETEKBEN A TERMEK(EK)RE VONATKOZO GARANCIA ERVENYET VESZTI.
AZ ILLUMINA SEMMIFELE FELELOSSEGET NEM VALLAL AZ ITT BEMUTATOTT TERMEK(EK) HELYTELEN HASZNALATABOL FAKADO
KAROKERT (AZ ALKATRESZEKET ES A SZOFTVERT IS IDEERTVE).

© 2024 lllumina, Inc. Minden jog fenntartva.

Minden védjegy az lllumina, Inc., illetve az adott tulajdonosok tulajdonat képezi. A védjegyekkel kapcsolatos informacidkat Iasd a
www.illumina.com/company/legal.html weboldalon.

Elérhetéségek

lllumina, Inc. c E
5200 Illlumina Way

San Diego, California 92122 U.S.A. IVD

+1.800.809.ILMN (4566)

+1.858.202.4566 (Eszak-Amerikén kival) uming Nefhariands BV
umina Netheriands b.v.

techsupport@illumina.com - Steenoven 19

www.illumina.com mm 5626 DK Eindhoven

The Netherlands

A termék cimkéi

A terméken és a csomagoldsan megjelend cimkéken lathatd szimbdlumok teljes magyarazatat megtekintheti a
support.illumina.com honlapon az On készletére vonatkozé Documentation (Dokumentacid) lapon taldlhaté
szimbdlum ikonra kattintva.
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