TruSight Oncology Comprehensive illumina
HRD (DRAGEN)

(EU) Indleegsseddel

TIL IN VITRO DIAGNOSTISK BRUG. KUN TIL EKSPORT.

Erklaeret formal

TruSight™ Oncology Comprehensive HRD (DRAGEN) er en kvalitativ in vitro-diagnostisk test, som anvender
malrettet naestegenerationssekvensering, som muligger vurdering af homolog rekombinationsmangel (HRD)
ved hjaelp af DNA ekstraheret fra formalinfikserede, paraffinindlejrede (FFPE) tumorvasvspraver fra patienter
med aeggestokkraeft ved hjeelp af lllumina® NextSeq™ 550Dx-instrumentet. Testen kan bruges til at detektere
enkeltnukleotidvariationer, indsaettelser, sletninger og store omlejringer i BRCA1- og BRCA2-gener og
rapportere en genomisk ustabilitetsscore (GIS).

Testen er tiltaeenkt som en ledsagende diagnostisk test for at identificere cancerpatienter, som kan drage fordel
af behandling med de malrettede behandlinger, der er anfert i Tabel 1, i overensstemmelse med den godkendte
maerkning af terapeutiske produkter.

Tabel 1 Indikation af ledsagende diagnosticering

Tumor- type Biomarker(er) detekteret Behandling
AEggestokkreeft, herunder Homolog rekombinationsmangel (HRD) LYNPARZA® (olaparib)
epitelial aggestokkraeft, kraeft  (defineret som skadelige eller formodede

i 22ggelederne og primaert skadelige mutationer i BRCA1- og BRCA2-

peritonealt karcinom gener og/eller positiv genomisk

ustabilitetsscore)

Resumé og forklaring af analysen

Klinisk beskrivelse

A ggestokkraeft har den hejeste dedelighed blandt de gynaekologiske kraeftformer. ' £ggestokkraeft omfatter
epitelial aaggestokkraeft, aaggelederkraeft og primaer peritoneal kraeft, som alle har en faelles biologisk
oprindelse og betragtes samlet i behandlingsejemed.?2 Cirka halvdelen af patienterne med hegjgradig seres og
endometrioid eeggestokkraeft, som er relevante histologiske underkategorier, baerer genomiske defekter i den
homologe rekombinationsreparationsvej, der resulterer i HRD. 4 Tilstedevaerelsen af HRD er forbundet med
felsomhed over for platinbaseret kemoterapi® og klinisk respons pa poly(adenosindiphosphat [ADP]-ribose)
polymerase (PARP)-hammere (PARPI), en klasse af malrettede behandlinger mod aeggestokkraeft,®-'2 hvilket
resulterer i forbedret progressionsfri overlevelse og samlet overlevelse. %314 | overensstemmelse med
resultaterne fra banebrydende kliniske forseg®”.'2'5 kan egnethed til PARPi-behandling ved aeggestokkreeft
baseres pd HRD-positiv status. ' PAOLA-1 var et multicenter, fase Ill, randomiseret, dobbeltblindt,
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placebokontrolleret forsgg, der undersggte den kliniske effekt af olaparib plus bevacizumab som fgrstelinje-
vedligeholdelsesbehandling for patienter med fremskreden seggestokkraeft.'? TruSight Oncology
Comprehensive (TSO Comprehensive) HRD (DRAGEN)-analysen blev valideret ved hjeelp af prover fra
patienter, der deltog i det kliniske PAOLA-1-forsgg.

Blandt de forskellige mekanismer, der forstyrrer den homologe rekombinationsreparationsvej, er de bedst
beskrevne funktionstabende mutationer i BRCA1- og BRCA2-generne i kimceller og/eller somatiske celler.4.13.1
Test, der vurderer genomisk ustabilitet (f.eks. substitutioner, deletioner, aendringer i kopital og strukturelle
omlejringer), undersager for tilstedevaerelsen af et genomisk ar eller en mutationssignatur, der indikerer
tilstedeveerelsen af HRD, uanset den underliggende arsag. GIS er et mal for genomisk ustabilitet, der
kombinerer oplysninger om store tilstandsovergange (LST), tab af heterozygoti (LOH) og telomer-allelisk
ubalance (TAl). De foreliggende data fra kliniske forseg underbygger den kliniske validitet af GIS som en
biomarker, der identificerer patienter med aeggestokkraeft af BRCA-vildtypen, som opnar betydelige fordele
ved PARPI-behandling.”.%.12.18

TSO Comprehensive HRD (DRAGEN) er en kvalitativ NGS-baseret ledsagende diagnostisk test (CDx), der
angiver HRD-status hos patienter med aeggestokkraeft ved at pavise sma DNA-variationer og deletioner pa
exonniveau (benavnt store omlejringer [LR]) i BRCA1- og BRCA2-generne, kombineret med en vurdering af GIS
i forhold til en greenseveerdi pa 42.

For en liste over regioner i BRCA1- og BRCA2-generne, som er udelukket fra variationsbestemmelse, henvises
der til TruSight Oncology Comprehensive (DRAGEN) blokliste (dokumentnr. 200066147), som findes pa
lllumina-supportsiden.

Procedureprincipper

TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-analysen er en distribueret test, der udferes ved hjaelp af manuelt
ekstraheret nukleinsyre som inputmateriale. DNA ekstraheret fra FFPE-veev anvendes til at klarggre biblioteker,
der herefter beriges for HRD-relaterede gener og sekventeres p& NextSeq 550Dx-instrument.

TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-analysen involverer fglgende processer.

* Biblioteksklargering og -berigelse - Fra FFPE-vaev skaeres 40 ng genomisk DNA (gDNA) i sma fragmenter.
Universelle adaptere til sekventering ligeres pa gDNA-fragmenterne. P5- og P7-adaptersekvenser
inkorporeres i hvert bibliotek for at muliggere indfangning af biblioteksfragmenter pa overfladen af
gennemstrgmningscellen under sekventering. Adapterne omfatter i5- og i7-indekssekvenser til at
identificere hver individuelle prave og individuelle molekyler ved hjaelp af unikke molekyleere identifikatorer
(UM'er). Herefter beriges bibliotekerne for de specifikke gener af interesse baseret pa en
indfangningsmetode. Biotinylerede probesekvenser, der speender over genregionerne af interesse, som
analysen er malrettet mod, hybridiseres til bibliotekerne. Proberne og de hybridiserede, malrettede
biblioteker isoleres fra ikke-malrettede biblioteker ved indfangning med streptavidin magnetiske perler. De
malrettede, berigede biblioteker vaskes og amplificeres. Kvantiteten af hvert beriget bibliotek normaliseres
herefter ved hjeelp af en perlebaseret metode for at sikre en ligelig fordeling af de samlede biblioteker til
sekventering.
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* Sekventering og primzer analyse — Normaliserede, berigede biblioteker samles i klynger pa en
gennemstrgmningscelle og sekventeres ved hjzelp af sekventering ved syntesekemi (SBS) pa NextSeq
550Dx. SBS-kemi anvender en reversibel terminator-metode til at detektere enkelt, fluorescensmeerkede
deoxynukleotidtriphosphatbaser (dNTP), nar de inkorporeres i voksende DNA-strenge. Under hver
sekventeringscyklus tilfgjes en enkelt dNTP til nukleinsyrekaden. dNTP-meerkatet fungerer som en
terminator for polymerisering. Efter hver inkorporering af dNTP bruges det fluorescerende farvestof til at
identificere basen og spaltes herefter for at muliggere inkorporering af det naeste nukleotid. Fire reversible,
terminator-bundne dNTP’er (A, G, T og C) er til stede som enkelte, separate molekyler. Som fglge heraf
minimerer naturlig konkurrence inkorporeringsbias. Under den primeere analyse foretages
basebestemmelser direkte fra signalintensitetsmalinger under hver sekventeringscyklus, hvilket resulterer i
base-for-base-sekventering. Der tildeles en kvalitetsscore til hver basebestemmelse.

* Sekundeer analyse - Analysemodulet TSO Comprehensive (EU, DRAGEN) befinder sig pa DRAGEN server,
som en del af NextSeq 550Dx-instrument for at formidle TSO Comprehensive (EU, DRAGEN)-
karselskonfigurationen og udfgre den sekundaere analyse af sekventeringsresultaterne. Analysemodulet
TSO Comprehensive (EU, DRAGEN) udfarer en analyse, som omfatter validering af karslen og
kvalitetskontrol, efterfulgt af demultipleksering, generering af FASTQ-fil, tilpasning og
variationsbestemmelse. Demultipleksering adskiller data fra samlede biblioteker baseret pa de unikke
sekvensindekser, der blev tilfart under proceduren til klargering af bibliotek. Softwaren genererer
midlertidige FASTQ-filer, der indeholder sekventeringslaesninger med kvalitetsscorer for hver prave,
undtaget leesninger fra alle clustre, der ikke passerede filteret. Sekventeringsleesningerne tilpasses herefter
i forhold til et referencegenom for at identificere en relation mellem sekvenserne og tildeles en score
baseret pd omrader med lighedspunkter. Tilpassede laesninger skrives til filer i BAM-format.
Analysesoftwaren bruger separate algoritmer til at bestemme sma BRCA1 og BRCA2 DNA-variationer,
BRCA1 og BRCA2 store omlejringer og GIS. Analysesoftwaremodulet genererer flere output, herunder
sekventeringsmalinger og variationsbestemmelsesfiler (VCF). VCF-filer indeholder oplysninger om
variationer fundet ved specifikke positioner i et referencegenom. Sekventeringsmalinger og individuelle
output-filer genereres for hver prove.

* Tertizer analyse - Tertizer analyse, udfert af Analysemodulet TSO Comprehensive (EU, DRAGEN), bestar af
CDx-bestemmelse og generering af resultatrapporter. De fortolkede variationsresultater er opsummeret i
TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-resultatrapporten. For detaljer om sekundaer og tertizer analyse, se
Vejledning til arbejdsgang for analysemodulet (dokumentnr. 200080937) lllumina Connected Run TruSight
Oncology Comprehensive HRD (EU, DRAGEN).

Procedurens begraensninger

Kun til in vitro diagnostisk brug.

* Makun anvendes pa ordination. Testen skal bestilles af kvalificeret sundhedspersonale i overensstemmelse
med kliniske laboratoriebestemmelser.

Dokumentnr. 200080934 v00 3 af94

TIL IN VITRO DIAGNOSTISK BRUG. KUN TIL EKSPORT.



Indlaegsseddel til TruSight Oncology Comprehensive HRD (DRAGEN) (EU) illumina

* Beslutninger vedrgrende patientpleje og behandling skal veere baseret pa den behandlende laeges
uafheengige, medicinske vurdering under hensyntagen til alle gaeldende oplysninger om patientens forhold
og familiehistorik, fysiske undersggelser, oplysninger fra andre diagnostiske test og patientpraeferencer i
overensstemmelse med standarden for pleje i et givet samfund.

* Kuvaliteten af FFPE-prgven varierer meget. Kvaliteten kan pavirkes pa falgende méade.

— Praver, der ikke har undergaet standardprocedurer for fiksering, genererer muligvis ikke ekstraherede
nukleinsyrer, der opfylder kravene til analysens kvalitetskontrol (Kvalitetskontrol pa side 65).

— Somatiske drivermutationer pavises muligvis ikke palideligt, hvis tumorindholdet (efter omrade) er
mindre end 20 %.

— GIS er muligvis ikke palidelig, hvis tumorindholdet (efter omrade) er mindre end 33 %.

* Ydeevnen for TSO Comprehensive HRD (DRAGEN) i praver, der stammer fra patienter, der har faet
foretaget organ- eller vaevstransplantation, er ikke blevet evalueret.

* Detektion af kontaminering kan pavirkes pa felgende méade.

— | hejt omarrangerede genomer med sletning og tab af heterozygositet kan TSO Comprehensive (EU,
DRAGEN)-softwaren fejlagtigt klassificere en DNA-prgve som kontamineret (CONTAMINATION_SCORE
> 1457).

— Kontaminering under proceduren kan opsta som fglge af nukleinsyre fra en tidligere del af
prevebehandlingsprocessen. God laboratoriepraksis og overholdelse af alle forholdsregler og
retningslinjer i denne indleegsseddel hjaelper med at undgé krydskontaminering mellem prover.

* Etnegativt resultat udelukker ikke tilstedevaerelsen af en mutation, der er under analysens
detektionsgraense (LoD). £ndringer ved allelfrekvenser under den etablerede LoD vil muligvis ikke blive
detekteret konsekvent.

* Fglsomheden af detektering af sma DNA-variationer kan veere pavirket af:
— Genomisk kontekst med lav kompleksitet.
— Stigende variationslaengde.

* TSO Comprehensive HRD (DRAGEN) er blevet valideret til pavisning af BRCA-indsaetninger og -sletninger
med en laengde pa op til 19 bp og store BRCA-omlejringer pa exon-niveau eller derover. Variationer over
19 bp i leengden og a&ndringer og heendelser, der er subeksoniske, vil muligvis ikke blive detekteret af
analysen, men kan pavirke HRD-status. Det anbefales at udfere relevante klinisk-patologiske og
laboratoriemaessige korrelationer.

* Sletninger pa exon-niveau er de eneste store omlejringer rapporteret af TSO Comprehensive HRD
(DRAGEN). Indsaetning pa exon-niveau rapporteres ikke af analysen.

Produktets komponenter

TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-testen bestar af falgende komponenter:
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* TruSight Oncology Comprehensive (DRAGEN)-saet (lllumina katalognr. 20140799) — Seettet indeholder
reagenser med tilstraekkeligt volumen til at generere 24 DNA-biblioteker. Denne volumen inkluderer
patientprever og kontroller. Saettet indeholder det probesaet, der bruges til at detektere BRCA-mutationer.
Kontroller saelges separat (se Nadvendige reagenser, medfalger ikke pa side 14).

/N FORSIGTIG

Reagenser til klargering af RNA-bibliotek leveres med TSO Comprehensive (DRAGEN)-saettet,
men er ikke pakraevet til TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-analysen.

* TruSight Oncology Comprehensive HRD (DRAGEN)-saet (lllumina-katalognr. 20134650) — Saettet indeholder
reagenser med tilstraekkeligt volumen til at generere 24 DNA-biblioteksberigelser. Denne volumen
inkluderer patientprgver og kontroller. Seettet indeholder det probesaet, der bruges til GIS-bestemmelse.

* Analysemodulet lllumina Connected Run TruSight Oncology Comprehensive HRD (EU, DRAGEN) (lllumina-
katalognr. 20132935), som indeholder fglgende komponenter:

— TSO Comprehensive HRD (DRAGEN) Kravpakker
— TSO Comprehensive HRD (DRAGEN) Softwarepakke

— TSO Comprehensive HRD (DRAGEN) USB-saat

En servicerepraesentant fra lllumina installerer den relevante version af Analysemodulet TSO
Comprehensive (EU, DRAGEN) og pa Kravpakke pa DRAGEN server til NextSeq 550Dx-instrument. For
oplysninger om analysemodulet, henvises til Vejledning til arbejdsgang for analysemodulet (dokumentnr.
200080937) lllumina Connected Run TruSight Oncology Comprehensive HRD (EU, DRAGEN).

Reagenser

Leverede reagenser

lllumina leverer fglgende reagenser.

TruSight Oncology Comprehensive (DRAGEN) saet (lllumina katalognr. 20140799)

TruSight Oncology Comp Library Prep (nedfrosset), delnummer 20031118

Reagens Delnummer  Stk. Volumen  Aktive stoffer Opbevaringstemperatur
End Repair A- 20031435 2 85 ul Vandig -25°Ctil-15°C

tailing A (ERA1- bufferoplgsning, der

A) indeholder T4 DNA

polymerase og
polynukleotidkinase
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Reagens

End Repair A-
tailing B (ERA1-
B)

Adaption
Ligation Buffer 1
(ALB1)

DNA Ligase 3
(LIG3)

Short Universal
Adapters 1
(SUAT)*

UMI Adapters v1
(UMI)

Stop Ligation
Buffer (STL)

Enhanced PCR
Mix (EPM)

Delnummer

20031436

20031437

20031438

20031439

20031496

20031440

20031441

Stk.

2

Volumen

210 pl

1,73 ml

190 pl

290 pl

290 pl

480

550 pl

Aktive stoffer

Vandig
bufferoplesning, der
indeholder salte og
nukleotider

Vandig
bufferoplgsning, der
indeholder salte

Vandig
bufferoplesning, der
indeholder ligase

Vandig
bufferoplgsning, der
indeholder universelle
oligonukleotider til
sekventering

Vandig
bufferoplgsning, der
indeholder universelle
oligonukleotider til
sekventering

Vandig
bufferoplgsning, der
indeholder salte

Vandig
bufferoplesning, der
indeholder DNA
polymerase og
nukleotider

* Reagens medfeglger, men er ikke pakreevet til TSO Comprehensive HRD (DRAGEN).
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illumina

Opbevaringstemperatur

-25°Ctil-15°C

-25°Ctil-15°C

-25°Ctil-15°C

-25°Ctil-15°C

-25°Ctil-15°C

-25°Ctil-15°C

-25°Ctil-15°C
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TruSight Oncology Comp Library Prep (kel), delnummer 20031119

Reagens Delnummer  Stk.
Resuspension Buffer 20031444 1
(RSB)

Sample Purification 20031442 2
Beads (SPB)

TE Buffer (TEB) 20013443 1
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Volumen

12,4 mi

6,11 ml

10 mi

Aktive stoffer

Vandig
bufferoplasning,
der indeholder
salte

Vandig opl@sning,
der indeholder
magnetiske perler
Tris
EDTA-opl@sning

illumina

Opbevaringstemperatur

2°Ctil8°C

2°Ctil8°C

2°Ctil8°C
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TruSight Oncology Comp UP Index Primers, delnummer 20031120

illumina

Aktive stoffer: Bufret vandig oplagsning indeholdende oligonukleotidprimere forsynet med individuel stregkode.

A

FORSIGTIG

CPxx- og UPxx-indeksprimere ma ikke kombineres i samme bibliotek.

Del-

Indeksprimer

UPO1
UP02
UPO3
upP04
UPO5
UPO6
UpP07
uP08
UP09
UP10
UP11
UP12
UP13
uUP14
UP15
UP16

nummer
20031445
20031446
20031447
20031448
20031449
20031450
20031451
20031452
20031453
20031454
20031455
20031456
20031457
20031458
20031459
20031460

Stk.

Volumen

24 ul
24 4l
24 ul
24 4l
24 ul
24 4l
24 ul
24 4l
24 ul
24 4l
24 ul
24 4l
24 ul
24 4l
24yl
24 4l

i7-indeks

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

i7
Sekvens
TCCGGAGA
CTGAAGCT
CGTAGCTC
GAATTCGT
AGCGATAG
GCGATTAA
ATTCAGAA
GAATAATC
TTAATCAG
CGCTCATT
TCCGCGAA
ATTACTCG
ACTGCTTA
ATGCGGCT
GCCTCTCT
GCCGTAGG

i5 Index

D503
D504
D509
D510
D513
D515
D501
D502
D505
D506
D517
D518
D51
D512
D514
D516

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

TruSight Oncology Comp CP Index Primers, delnummer 20031126

Opbevaringstemperatur

-25°Ctil-15°C
-25°Ctil-15°C
-25°Ctil-15°C
-25°Ctil-15°C
-25°Ctil-15°C
-25°Ctil-15°C
-25°Ctil-15°C
-25°Ctil-15°C
-25°Ctil-15°C
-25°Ctil-15°C
-25°Ctil-15°C
-25°Ctil-15°C
-25°Ctil-15°C
-25°Ctil-15°C
-25°Ctil-15°C
-25°Ctil-15°C

Aktive stoffer: Bufret vandig oplasning indeholdende oligonukleotidprimere forsynet med individuel stregkode.

YA

FORSIGTIG

CPxx- og UPxx-indeksprimere ma ikke kombineres i samme bibliotek.

Indeksprimer  Delnummer

CPO1
CP02
CPO3
CcPO4
CPO5
CPO6

20031461
20031462
20031463
20031464
20031465
20031466

Stk.

1
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Volumen
20 ul
20yl
20 ul
20yl
20 ul
20yl

i7-indeks
D721
D723
D709
D71
D723
D709

Sekvens
CATCGAGG
CTCGACTG
CGGCTATG
TCTCGCGC
CTCGACTG
CGGCTATG

i5-indeks
D507
D508
D519
D520
D507
D507

Sekvens
ACGTCCTG
GTCAGTAC
CCGTCGCC
GTCCGAGG
ACGTCCTG
ACGTCCTG

Opbevaringstemperatur
-25°Ctil-15°C
-25°Ctil-15°C
-25°Ctil-15°C
-25°Ctil-15°C
-25°Ctil-15°C
-25°Ctil-15°C
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Indeksprimer  Delnummer Stk. Volumen i7-indeks Sekvens i5-indeks Sekvens Opbevaringstemperatur
CPO7 20031467 1 20 pl D711 TCTCGCGC D507 ACGTCCTG -25°Ctil-15°C
CP08 20031468 1 20 ul D721 CATCGAGG D508 GTCAGTAC -25°Ctil-15°C
CP09 20031469 1 20 ul D709 CGGCTATG D508 GTCAGTAC -25°Ctil-15°C
CP10 20031470 1 20 ul D7M TCTCGCGC D508 GTCAGTAC -25°Ctil-15°C
CP1M 20031471 1 20 ul D721 CATCGAGG D519 CCGTCGCC -25°Ctil-15°C
CP12 20031472 1 20 ul D723 CTCGACTG D519 CCGTCGCC -25°Ctil-15°C
CP13 20031473 1 20 pl D7M TCTCGCGC D519 CCGTCGCC -25°Ctil-15°C
CP14 20031474 1 20 ul D721 CATCGAGG D520 GTCCGAGG -25°Ctil-15°C
CP15 20031475 1 20 pl D723 CTCGACTG D520 GTCCGAGG -25°Ctil-15°C
CP16 20031476 1 20 ul D709 CGGCTATG D520 GTCCGAGG -25°Ctil-15°C

TruSight Oncology Comp Enrichment (kel), delnummer 20031123

Reagens Delnummer Stk. Volumen Aktive stoffer Opbevaringstemperatur
Target 20031477 2 870 ul Vandig bufferoplgsning, 2°Ctil8°C

Capture Buffer der indeholder formamid

1(TCB1) og salte

Streptavidin 20031478 2 7,78 ml Vandig bufferoplgsning, 2°Ctil8°C

Mag Beads der indeholder salte og fast

(SMB) fase-paramagnetiske

perler kovalent coatet med
streptavidin

2N NaCOH 20031479 2 400 pl Natriumhydroxidoplgsning 2 °Ctil 8 °C
(HP3)

Elute Target 20031480 2 290 ul Vandig bufferoplgsning 2°Ctil8°C
Buffer 2 (ET2)

Library 20031481 1 1,04 mi Vandig bufferoplgsning, 2°Ctil8°C
Normalization der indeholder fast fase

Beads (LNB1) paramagnetiske perler

Library 20031482 2 4,8 ml Vandig bufferoplgsning, 2°Ctil8°C
Normalization der indeholder salte,

Wash 1 (LNW1) 2-Mercaptoethanol og

formamid

Library 20031483 2 3,5ml Vandig bufferoplasning, 2°Ctil8°C
Normalization der indeholder salte

Storage Buffer

1 (LNS1)
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Reagens Delnummer  Stk.
Resuspension 20031444 1
Buffer (RSB)

Sample 20031442 2
Purification

Beads (SPB)

Volumen

12,4 mi

Aktive stoffer
Vandig bufferoplgsning,

der indeholder salte

6,11 ml

Vandig opl@sning, der

indeholder magnetiske
perler

illumina

Opbevaringstemperatur

2°Ctil8°C

2°Ctil8°C

TruSight Oncology Comp Enrichment (nedfrosset), delnummer 20031121

Reagens

Target Capture
Additives 1
(TCA1)

Enhanced
Enrichment Wash
(EEW)

Enrichment
Solution 2 (EE2)

Enhanced PCR
Mix (EPM)

PCR Primer
Cocktail 3 (PPC3)

Library
Normalization
Additives 1 (LNA1)

PhiX (PX3 eller
PhiX)

Delnummer  Stk.
20031486 2
20031487 1
20031488 3
20031441 2
20031490 2
20031491 1
20031492 1

Dokumentnr. 200080934 v00

Volumen

521

50,4 ml

1,65 ml

550 pl

150 pl

4,6 ml

10 i

TIL IN VITRO DIAGNOSTISK BRUG. KUN TIL EKSPORT.

Aktive stoffer

Vandig
bufferoplgsning, der
indeholder
oligonukleotider

Vandig
bufferoplgsning, der
indeholder salte

Vandig
bufferoplgsning, der
indeholder
rensemiddel

Vandig
bufferoplgsning, der
indeholder
DNA-polymerase og
nukleotider

Vandig
bufferoplgsning, der
indeholder P5- og
P7-primere

Vandig
bufferoplgsning, der
indeholder salte,

2.mercaptoethanol og

formamid

Vandig
bufferoplgsning, der
indeholder PhiX
genomisk DNA

Opbevaringstemperatur

-25°Ctil-15°C

-25°Ctil-15°C

-25°Ctil-15°C

-25°Ctil-15°C

-25°Ctil-15°C

-25°Ctil-15°C

-25°Ctil-15°C

10 af 94



Indlaegsseddel til TruSight Oncology Comprehensive HRD (DRAGEN) (EU)

TruSight Oncology Comp Content Set, delnummer 20031122

Delnummer
20031494

Reagens

Oncology
RNA Probe
Pool (OPR1)*

Oncology 20031495
DNA Probe

Pool 2 (OPD2)

Volumen

290 pl

290 pl

Aktive stoffer

Oligonukleotid-probepool

Oligonukleotid-probepool

* Reagens medfalger, men er ikke pakraevet til TSO Comprehensive HRD (DRAGEN).

TruSight Oncology Comp RNA Library Prep, delnummer 20031127

illumina

Opbevaringstemperatur
-25°Ctil-15°C

-25°Ctil-15°C

Felgende reagenser medfalger, men er ikke pakraevede til TSO Comprehensive HRD (DRAGEN).

Reagens Delnummer
First Strand 20031431
Synthesis Mix

(FSM)

Second Strand 20031432
Mix (SSM)

Elution Primer 20031433
Frag Mix (EPH3)

Reverse 20031434
Transcriptase

(RVT)
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Stk.

1

1

1

1

Volumen

260 pl

720 i

250 yl

70 ul

TIL IN VITRO DIAGNOSTISK BRUG. KUN TIL EKSPORT.

Aktive stoffer

Vandig
bufferoplesning, der
indeholder salte og
nukleotider

Vandig
bufferoplgsning, der
indeholder salte,
DNA-polymerase,
RNase H og
nukleotider

Vandig
bufferoplgsning, der
indeholder salte og
vilkarlige hexamerer

Vandig
bufferoplgsning, der
indeholder reverse
transcriptase

Opbevaringstemperatur
-25°Ctil-15°C

-25°Ctil-15°C

-25°Ctil-15°C

-25°Ctil-15°C
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illumina

TruSight Oncology Comprehensive HRD (DRAGEN) seet (lllumina katalognr.

20134650)

TruSight Oncology Comp HRD Enrichment (kal), delnummer 20140116

Reagens

Target
Capture Buffer
1(TCB1)

Streptavidin
Mag Beads
(SMB)

2N NaOH
(HP3)

Elute Target
Buffer 2 (ET2)

Library
Normalization
Beads (LNB1)

Library
Normalization
Wash 1 (LNW1)

Library
Normalization
Storage Buffer
1 (LNST)

Resuspension
Buffer (RSB)

Sample
Purification
Beads (SPB)

Delnummer

20031477

20031478

20031479

20031480

20031481

20031482

20031483

20031444

20031442

Dokumentnr. 200080934 v00

Stk.

1

Volumen

870 ul

7,78 ml

400 i

290 pl

1,04 ml

4,8 ml

3,5ml

12,4 mi

6,11 ml

TIL IN VITRO DIAGNOSTISK BRUG. KUN TIL EKSPORT.

Aktive stoffer

Vandig bufferoplgsning,
der indeholder formamid
og salte

Vandig bufferoplgsning,
der indeholder salte og fast
fase-paramagnetiske
perler kovalent coatet med
streptavidin

Natriumhydroxidoplgsning

Vandig bufferoplgsning

Vandig bufferoplgsning,
derindeholder fast fase
paramagnetiske perler

Vandig bufferoplgsning,
der indeholder salte,
2-Mercaptoethanol og
formamid

Vandig bufferoplgsning,
der indeholder salte

Vandig bufferoplgsning,
der indeholder salte

Vandig opl@sning, der
indeholder magnetiske
perler

Opbevaringstemperatur

2°Ctil8°C

2°Ctil8°C

2°Ctil8°C

2°Ctil8°C

2°Ctil8°C

2°Ctil8°C

2°Ctil8°C

2°Ctil8°C

2°Ctil8°C
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illumina

TruSight Oncology Comp HRD Enrichment (nedfrosset), delnummer 20140115

Reagens

Target Capture
Additives 1
(TCA1)

Enhanced
Enrichment Wash
(EEW)

Enrichment
Solution 2 (EE2)

Enhanced PCR
Mix (EPM)

PCR Primer
Cocktail 3 (PPC3)

Library
Normalization
Additives 1
(LNAT)

Delnummer

20031486

20031487

20031488

20031441

20031490

20031491

Stk.

1

Volumen

521

50,4 ml

1,65 mi

550 pl

150 pl

4,6 ml

Aktive stoffer

Vandig
bufferoplesning, der
indeholder
oligonukleotider

Vandig
bufferoplgsning, der
indeholder salte

Vandig
bufferoplesning, der
indeholder
rensemiddel

Vandig
bufferopl@sning, der
indeholder
DNA-polymerase og
nukleotider

Vandig
bufferoplesning, der
indeholder P5- og
P7-primere

Vandig
bufferopl@sning, der
indeholder salte,

2-Mercaptoethanol og

formamid

TruSight Oncology Comp HRD Content Set, delnummer 20140117

Reagens Delnummer
Oncology 20082795
DNA Probe

Pool 3 (OPD3)
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Stk.

1

Volumen

290 pl

TIL IN VITRO DIAGNOSTISK BRUG. KUN TIL EKSPORT.

Aktive stoffer

Oligonukleotid-probepool

Opbevaringstemperatur
-25°Ctil-15°C

-25°Ctil-15°C

-25°Ctil-15°C

-25°Ctil-15°C

-25°Ctil-15°C

-25°Ctil-15°C

Opbevaringstemperatur

-25°Ctil-15°C

13 af 94



Indlaegsseddel til TruSight Oncology Comprehensive HRD (DRAGEN) (EU)

Naedvendige reagenser, medfelger ikke

Reagenser for amplifikation

illumina

* DNA-ekstraktions- og oprensningsreagenser — Se Nukleinsyreekstraktion, kvantificering og opbevaring pa

side 21 vedrgrende reagenskrav.

* DNA-kvantificeringsreagenser — Se Nukleinsyreekstraktion, kvantificering og opbevaring pa side 21

vedrgrende reagenskrav.

* TruSight Oncology Controls:

— TruSight Oncology DNA Control v2 (lllumina katalognr. 20090155)

* Ethanol (EtOH) 100 % (200 proof) til molekyleerbiologi

* RNase/DNase-free water

Reagenser efter amplifikation

* NextSeq 550Dx High-Output Reagent Kit v2.5 (300 cyklusser) (lllumina katalognr. 20028871)

— NextSeq 550Dx High Output Flow Cell Cartridge v2.5 (300 cyklusser)

— NextSeq 550Dx High Output Reagent Cartridge v2 (300 cyklusser)

— NextSeq 550Dx Buffer Cartridge v2 (300 cyklusser)

* EtOH 100 % (200 proof) til molekylzerbiologi

* RNase/DNase-free water

Opbevaring og handtering af reagens

Felgende reagensaesker afsendes frosne. Opbevares ved -25 °C til -15 °C.

Aske

TruSight Oncology Comp Library Prep (nedfrosset)
TruSight Oncology Comp UP Index Primers

TruSight Oncology Comp CP Index Primers

TruSight Oncology Comp Enrichment (nedfrosset)
TruSight Oncology Comp Content Set

TruSight Oncology Comp RNA Library Prep

TruSight Oncology Comp HRD Enrichment (nedfrosset)
TruSight Oncology Comp HRD Content Set
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Delnummer
20031118
20031120
20031126
20031121
20031122
20031127
20140115
20140117

Laboratorieomrade
Prae-amplifikation
Prae-amplifikation
Pree-amplifikation
Post-amplifikation
Post-amplifikation
Prae-amplifikation
Post-amplifikation

Post-amplifikation
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Folgende reagensaesker afsendes pa gelpakker for at opretholde en temperatur pa 0 °C til 10 °C. Opbevares
ved 2 °Ctil 8 °C.

Aske Delnummer Laboratorieomrade
TruSight Oncology Comp Library Prep (kal) 20031119 Prae-amplifikation
TruSight Oncology Comp Enrichment (kal) 20031123 Post-amplifikation
TruSight Oncology Comp HRD Enrichment (kal) 20140116 Post-amplifikation

/N FORSIGTIG

Opbevar ikke reagenser pa et frostfrit opbevaringssted eller i rum i keleskabsdaren.
/N FORSIGTIG

Reagenser, der indeholder perler (LNB1, SPB og SMB), ma ikke fryses.

* /Endringerireagensernes udseende kan veere tegn pa nedbrydning af materialerne. Reagenserne ma ikke
anvendes, hvis de aendrer udseende (f.eks. farveaendring eller uklarhed).

* ERA1-B og TCB1kan have produktrelaterede partikler. Falg de specifikke retningslinjer for handtering af
hvert reagens.

* Stabiliteten af TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-analysen er blevet evalueret og ydeevne pavist for op til
fire anvendelser af seettet. Ved opbevaring ved de indikerede temperaturer er reagenserne stabile indtil den
udlebsdato, der er anfart pa seskens maerkat.

Udstyr og materialer

Nodvendigt udstyr og nedvendige materialer, medfelger
ikke

Udstyr og materialer prae-amplifikation

Udstyr Leverander

Ultrasonikator med tilknyttet ekstraudstyr Almen laboratorieleverander
Se Konfigurationsindstillinger for ultrasonikator til DNA-fragmentering pa

side 18.

Vortexblander Almen laboratorieleverander
Mikropreveinklubatorer (2) med indsatser til 96-brgnds MIDI-plader (2) Almen laboratorieleverandor
Mikrocentrifuge Almen laboratorieleverandar
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Udstyr

Pladecentrifuge med felgende specifikationer:
» Kompatibilitet med mikroplader med 96 brgnde
o Kapacitet til 280 x g (+/- 10 %)

Pladeryster med felgende specifikationer:
e 2 mm orbital radius
o Kan omryste ved 1200 og 1800 o/min.

Kile eller rulle til forsegling

Magnetisk holder med fglgende specifikationer:

» Designet til paramagnetisk perleudfeeldning/-separation
« Magneter pa siden af stativet, (ikke i bunden)

» Kompatibilitet med MIDI-plader med 96 brgnde

Preecisionspipetter, der ngjagtigt kan levere volumener fra 2 pl til 1000 p
med felgende specifikationer:

« Enkelt- eller multikanalpipette med trin pa 0,02 pl

« Enkelt- eller multikanalpipette med trin p& 0,1 ul, 0,2 pl, eller 0,5 pl

« Enkelt- eller multikanalpipette med trin pa 1 ul eller 2 pl

Pipetter skal kalibreres regelmasssigt og have en ngjagtighed inden for 5 % i
forhold til den angivne volumen.

Pipettehjeelper
Is eller kalelegeme
10 ml serologiske pipetter

Selvklaebende forseglinger til 96-brgnds plader med fglgende

specifikationer:

o Kan pilles af

o Passer til PCR-plader med skart eller halvskart

o Staerkt kleebemiddel, der kan modsta flere temperaturaendringer fra
-20°C til100 °C

o DNase/RNase-frit

Mikrocentrifugerar med kapacitet pa 1,7 ml, nukleasefrit

Nukleasefrie reagensreservoirer (skal til engangsbrug, 50 ml) (eller
tilsvarende)

15 ml koniske rer
50 ml koniske rar

Kompatible aerosolbestandige pipettespidser

Dokumentnr. 200080934 v00
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illumina

Leverander

Almen laboratorieleverandoer

Almen laboratorieleverandoer

Almen laboratorieleverander

Almen laboratorieleverander

Almen laboratorieleverander

Almen laboratorieleverander
Almen laboratorieleverander
Almen laboratorieleverander

Almen laboratorieleverander

Almen laboratorieleverander

Almen laboratorieleverander

Almen laboratorieleverander
Almen laboratorieleverander

Almen laboratorieleverander
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Udstyr
96-brends opbevaringsplader, 0,8 ml (MIDI-plader)

PCR-plader med 96 brgnde, der er kompatible med termocykler, 0,2 mi
(brende af polypropylen)

Udstyr og materialer efter amplifikation

Udstyr
NextSeq 550Dx instrument

Pladecentrifuge med felgende specifikationer:
» Kompatibilitet med mikroplader med 96 brgnde
o Kapacitet til 280 x g (+/- 10 %)

Termocykler med fglgende specifikationer:

« Opvarmet lag (100 °C)

Omfatter et temperaturinterval pa 4 °C til 99 °C
Temperaturprascision: + 0,25 °C

Kompatibel med PCR-plader med 96 brgnde, 0,2 ml

Se Temperaturaendringshastighed for termocykler pa side 20

Vortexblander
Mikropregveinkubator med indsats til 96-brends MIDI-plader

Ter varmeblok med falgende specifikationer:

« Temperaturinterval pa 25 °C til 99 °C

o Temperaturpraecision: + 5 °C

« Kontrollér, at mikrocentrifugergrene er kompatible med varmeblokken

Pladeryster med felgende specifikationer:
e 2 mm orbital radius
o Kan omryste ved 1200 og 1800 o/min.

Mikrocentrifuge
Kile eller rulle til forsegling

Magnetisk holder med felgende specifikationer:

o Designet til paramagnetisk perleudfaeldning/-separation
» Magneter pé siden af stativet, (ikke i bunden)

» Kompatibilitet med MIDI-plader med 96 brgnde
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Leverander

Fisher Scientific,
delnr. AB-0859 eller
tilsvarende

Almen laboratorieleverander

Leverandar
lllumina, katalognr. 20005715

Almen laboratorieleverandoer

Almen laboratorieleverandoer

Almen laboratorieleverander
Almen laboratorieleverandor

Almen laboratorieleverander

Almen laboratorieleverandor

Almen laboratorieleverandor
Almen laboratorieleverander

Almen laboratorieleverander
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Udstyr

Praacisionspipetter, der ngjagtigt kan levere volumener fra 2 pl til 1000 pl
med felgende specifikationer:

« Enkelt- eller multikanalpipette med trin p& 0,02 pl

« Enkelt- eller multikanalpipette med trin pd 0,1 ul, 0,2 pl, eller 0,5 pl
 Enkelt- eller multikanalpipette med trin pa 1 ul eller 2 pl

Pipetter skal kalibreres regelmaessigt og have en ngjagtighed inden for 5 % i
forhold til den angivne volumen.

Pipettehjeelper
10 ml serologiske pipetter

Selvklaebende forseglinger til 96-brgnds plader med fglgende

specifikationer:

o Kan pilles af

o Passer til PCR-plader med skart eller halvskart

o Staerkt kleebemiddel, der kan modsta flere temperaturaendringer fra
-20°C il 100 °C

» DNase/RNase-frit

Mikrocentrifugerar med kapacitet pd 2 ml, nukleasefrit
Mikrocentrifugerer med kapacitet pa 1,7 ml, nukleasefrit

Nukleasefrie reagensreservoirer (skal til engangsbrug, 50 ml) (eller
tilsvarende)

15 ml koniske rar
50 ml koniske rar
Kompatible aerosolbestandige pipettespidser

96-brends opbevaringsplader, 0,8 ml (MIDI-plader)

PCR-plader med 96 brgnde, der er kompatible med termocykler, 0,2 ml
(brende af polypropylen)

Is eller kglelegeme

illumina

Leverander

Almen laboratorieleverandoer

Almen laboratorieleverandoer
Almen laboratorieleverander

Almen laboratorieleverander

Almen laboratorieleverandor
Almen laboratorieleverander

Almen laboratorieleverander

Almen laboratorieleverander
Almen laboratorieleverander
Almen laboratorieleverandoer

Fisher Scientific,
delnr. AB-0859 eller
tilsvarende

Almen laboratorieleverander

Almen laboratorieleverander

Konfigurationsindstillinger for ultrasonikator til
DNA-fragmentering

DNA-fragmentering eller -afklipning har indflydelse pa analysens ydeevne ved bestemmelse af fordeling af

fragmentstarrelse, der til gengeeld pavirker sekventeringsdakningen. Flere konfigurationer malrettet mod
ultrasonikering blev evalueret og optimeret for TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-analysen (Tabel 2).
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* Afklipningstiden blev justeret for at maksimere malingen MEDIAN_EXON_COVERAGE beskrevet i
Kvalitetskontrol pa side 65. Afklipningstider (se Tabel 2) og resultaterne for MEDIAN_INSERT_SIZE afveg pa
tvaers af konfigurationer.

* Konfiguration 1-4 og 6 blev testet med glasrer med 8 strimler. Konfiguration 5 brugte et enkelt glasrar.
Rarvolumenkapaciteter er vist i Tabel 2.

* Optimering af konfiguration 3-6 (mindre vandbadsvolumener) brugte pulsering.

* Konfigurationerne 3-5 blev skaret i rer med mindre volumen. Rgrvolumenkapaciteter pavirker
afklipningsparametrene.

* Konfiguration 4 (linjetransducer, mellemstor vandbadsvolumen, afgasset vand) kraevede en lang
impulsforsinkelsestid (40 sekunder) for at opna samme MEDIAN_EXON_COVERAGE som konfiguration 1 og
2 ved nominelt 40 ng input.

* Optimale indstillinger for konfiguration 3 resulterede i en lidt sterre fordeling af fragmentsterrelsen
sammenlignet med de andre konfigurationer (MEDIAN_INSERT_SIZE var ca. 5-10 basepar starre).

* Konfiguration 3 og 5 brugte ikke-afgasset vand og den mindste volumen for vandbad.

* Konfiguration 3 og 5 kreevede sget DNA-bidrag (50 ng for konfiguration 3, 60 ng for konfiguration 5) for at
opna lignende MEDIAN_EXON_COVERAGE i forhold til de andre 4 konfigurationer, som brugte det nominelle
40 ng input.

* Konfiguration 3 og 5 har mere skade og/eller denaturering, og har derfor en reduceret effektiv masse af
brugbare dsDNA-molekyler til klargering af bibliotek.

Centrifugér rgrene til afklipning under gendannelsesprocessen for at sikre, at den specificerede volumen
hentes, da ethvert tab af materiale kan pavirke ydeevnen i negativ retning.
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Tabel 2 Evaluerede konfigurationer malrettet mod ultrasonikering

Konfiguration

Parameter 1 2 3 4 5 6
Transducer Linje Punkt Punkt Linje Punkt Linje
Volumen for vandbad 5L 5L 85 ml 500ml 16 ml 1,7L
Afgasset vand Ja Ja Nej Ja Nej Ja
Vandkegler Ja Ja Ja Ja Ja Ja
Vandbadets temperatur 7°C 7°C 12 °C 12 °C 20°C 10°C
Spidseffekt (PIP) 450 W 175W 50 W 350W  50W 450 W
% driftscyklus 30 10 30 25 20 25
Cyklusser per spring 200 200 1000 1000 1000 600°
Pulsering (10 sekunders Nej Nej Ja Ja Ja Ja
spring)
Pulseringsforsinkelsestid /T /T 10s 40s 10s 10s
Afklipningstid 250's 280s 200 s’ 320s%2 200§’ 320 s?
Prgvebehandling 1-8 1 1 1-8 1 1-8
Partisterrelse 1-96 1-96 1-8 1-8 1 1-96
Glasrgr med en 130 pl 130 ul 50 ul 50 ul Enkeltrgr 130 i (eller 96
prevesterrelse pa 8 (50 ul) microTUBE-plade)
strimler
Blanding af farver /T /T /T 3mm /T 1,5mmY ved 10
Y ved mm/s
20
mm/s
Akvivalent DNA-bidrag 40 ng 40 ng 50 ng 40 ng 60 ng 40 ng

(for median exondaskning)

1 Afklipningstiden pa 200 sekunder bestér af 10 sekunders spring med 20 gentagelser.
2 Afklipningstiden pa 320 sekunder bestér af 10 sekunders spring med 32 gentagelser.

Temperaturandringshastighed for termocykler

Optimering af temperaturaendringshastigheden for termocykler anbefales. En testet model blev f.eks. justeret
fra en standard (og maksimal) eendringshastighed pa 5 °C/sek. til 3 °C/sek. for at opna sammenlignelige
resultater med andre modeller med lavere standard aendringshastigheder.
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Prgveindsamling, transport og opbevaring

Foelg standardprocedurer ved indhentning, transport, opbevaring og behandling af prever.

Krav til prover

FFPE-veaev

TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-analysen kreever 40 ng DNA ekstraheret fra vaev fra aaggestokke,
a&ggeledere eller primaert peritonealt FFPE. Vaevet skal fikseres ved hjeelp af formalinfiksativ, der er egnet til
molekylaeranalyser (f.eks. 10 % neutral-bufret formalin). Vaev mé ikke afkalkes. Inden TSO Comprehensive HRD
(DRAGEN)-analysen udferes, skal veevet undersgges af en patolog for at sikre, at det er egnet til denne test.
Der kraeves et tumorindhold pa minimum 20 % (efter omrade) for at detektere somatiske aktiverende
mutationer. Der kraeves et tumorindhold pa minimum 33 % (efter omrade) for at detektere GIS.

For at opn& en hej sandsynlighed for at ekstrahere 40 ng DNA, er den anbefalede vaevsvolumen = 1,0 mm?3.
Denne volumen svarer til et kumulativt levedygtigt veevsomrade pa = 200 mm? med 5 um tykke sektioner eller

> 100 mm? med 10 um tykke sektioner. Det kumulative vaevsomréde er summen af det levedygtige
veevsomrade i alle sektioner, der sendes til ekstraktion. Et kumulativt vaevsomrade pa 200 mm? kan f.eks. opnas
ved at ekstrahere fire 5 um sektioner med 50 mm? veevsomréde hver eller fem 10 um sektioner med 20 mm?
vaevsomrade hver. Vaevsnekrose kan mindske udbyttet af nukleinsyre. For at minimere muligheden for falsk
negative resultater kan vaevet makrodissekeres for at fjerne nekrotisk vaev og opna et ensket levedygtigt
tumorindhold.

FFPE-veev pa objektglas kan opbevares i op til 28 dage ved stuetemperatur.

Nukleinsyreekstraktion, kvantificering og opbevaring

* Ekstrahér DNA fra FFPE-vaevsprover ved hjaelp af kommercielt tilgeengelige ekstraktionsszet. Forskelle i
ekstraktionssaet kan pavirke ydeevnen. Se Evaluering af seet til nukleinsyreekstraktion pa side 85.

* Opbevar ekstraheret stamnukleinsyre i henhold til instruktionerne fra producenten af ekstraktionssaettet.
* Opbevar ekstraheret DNA i op til 28 dage ved -25 °C til -15 °C.

* Foratundga andringer i koncentrationen over tid skal DNA méles indenfor for 28 dage efter klargering af
bibliotek pabegyndtes. Kvantificér DNA ved hjeelp af en metode til fluorometrisk kvantificering, der
anvender farvestoffer, som binder nukleinsyre. Nukleinsyrekoncentrationen skal veere gennemsnittet af
mindst tre malinger.

* Analysen kraever 40 ng af hver gDNA-prgve med en minimum ekstraktionskoncentration pa 3,33 ng/ul.
Afklipning kraever en endelig volumen pa 52 ul (0,77 ng/ul) med minimum 40 ul TEB (medfalger) anvendt
som fortynder.
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Biblioteksopbevaring

Biblioteker kan opbevares pa PCR-plader i 7 til 32 dage, afhaengigt af bibliotekstypen (se Tabel 3).

Tabel 3 Bibliotekets holdbarhed

Bibliotekstype Plade Antal dage Opbevaringstemperatur
Fragmenteret gDNA LP PCR =7 -25°Ctil-15°C
Inden berigelse ALS PCR =30 -25°Ctil-15°C
Efter berigelse ELU2 PCR =7 -25°Ctil-15°C
PCR efter berigelse PL PCR =30 -25°Ctil-15°C
Normaliseret NL PCR =32 -25°Ctil-15°C

Advarsler og forholdsregler

Sikkerhed

/N ADVARSEL

Dette reagensseet indeholder potentielt farlige kemikalier. Inhalation, indtagelse, hudkontakt og
gjenkontakt kan resultere i personskader. Ventilation skal vaere egnet til handtering af farlige
materialer i reagenser. Anvend beskyttelsesudstyr, herunder beskyttelsesbriller, handsker og
laboratoriekittel, der giver tilstraekkelig beskyttelse mod eksponeringsfare. Anvendte reagenser skal
handteres som kemisk affald og bortskaffes i overensstemmelse med gaeldende regionale, nationale
odg lokale love og forordninger. Du kan finde yderligere miljg-, sundheds- og sikkerhedsrelaterede
oplysninger i sikkerhedsdatabladet (SDS) pa support.illumina.com/sds.html.

* Nogle komponenter i denne analyse indeholder formamid, en alifatisk amid, der er et kraeftfremkaldende
stof og et sandsynligt reproduktivt toksin. Inhalation, indtagelse, hudkontakt og @jenkontakt kan resultere i
personskader. Baer beskyttelsesudstyr, herunder gjenvaern, handsker og kittel. Handter brugte reagenser
som kemikalieaffald, og bortskaf dem i overensstemmelse med de statslige sikkerhedsstandarder for dit
omrade. Du kan finde yderligere milja-, sundheds- og sikkerhedsrelaterede oplysninger i
sikkerhedsdatabladet (SDS) ved at s@ge efter produktkoden pa support.illumina.com/sds.html. (Se
Leverede reagenser pa side 5 for yderligere oplysninger).

* Nogle komponenter i denne analyse indeholder 2-mercaptoethanol, et reduktionsmiddel. Inhalation,
indtagelse, hudkontakt og gjenkontakt kan resultere i personskader. Anvend den i et omrade med god
ventilation, og bortskaf beholdere og ubrugt indhold i henhold til geeldende lokale sikkerhedsstandarder. Du
kan finde yderligere miljg-, sundheds- og sikkerhedsrelaterede oplysninger i sikkerhedsdatabladet (SDS)
ved at sage efter produktkoden péa support.illumina.com/sds.html. (Se Leverede reagenser pa side 5 for
yderligere oplysninger).
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* Visse komponenter i denne analyse indeholder natriumhydroxid, en steerkt aetsende base. Inhalation,
indtagelse, hudkontakt og gjenkontakt kan resultere i personskader. Baer beskyttelsesudstyr, herunder
gjenvaern, handsker og kittel. De skal handteres i overensstemmelse med god laboratoriepraksis og
bortskaffes i overensstemmelse med gaeldende regionale, nationale og lokale love og bestemmelser. Du
kan finde yderligere miljg-, sundheds- og sikkerhedsrelaterede oplysninger i sikkerhedsdatabladet (SDS)
ved at sgge efter produktkoden pa support.illumina.com/sds.html. (Se Leverede reagenser pa side 5 for
yderligere oplysninger).

* Visse komponenter i denne analyse (EPM) indeholder tetramethylammoniumchlorid, et akut giftstof,
hudirriterende stof og havforurenende stof. Inhalation, indtagelse, hudkontakt og gjenkontakt kan resultere
i personskader. Baer beskyttelsesudstyr, herunder gjenvaern, handsker og kittel. De skal hdndteres i
overensstemmelse med god laboratoriepraksis og bortskaffes i overensstemmelse med gaeldende
regionale, nationale og lokale love og bestemmelser. Du kan finde yderligere miljg-, sundheds- og
sikkerhedsrelaterede oplysninger i sikkerhedsdatabladet (SDS) ved at s@ge efter produktkoden pa
support.illumina.com/sds.html. (Se Leverede reagenser pa side 5 for yderligere oplysninger).

* Alle praver skal handteres, som om de er infektigse.

* Overhold laboratoriets rutinemaessige forholdsregler. Ma ikke pipetteres med munden. Der ma ikke
indtages mad og drikke eller ryges i arbejdsomraderne. Anvend engangshandsker og laboratoriekittel ved
handtering af prever og analysereagenser. Vask handerne grundigt efter handtering af prever og
analysereagenser.

* Alle alvorlige haendelser, der er relateret til dette produkt, skal omgaende indberettes til lllumina og til de
kompetente myndigheder i brugerens og patientens opholdsland.

Laboratorie

* For at forhindre kontamination skal laboratoriet indrettes med en ensrettet arbejdsgang. Omrader til fer og
efter amplifikation skal have dedikeret udstyr og materialer (f.eks. pipetter, pipettespidser, vortexblandere
og centrifuge). For at forhindre overfarsel af amplifikationsprodukt eller probe skal man undga at returnere
til omradet, der anvendes for amplifikation, ndr man er gaet ind i omradet, der anvendes efter amplifikation.

* Udfer trinnene Indeks PCR og Berigelse i et omrade, der anvendes efter amplifikation for at forhindre
overfersel af amplifikationsprodukt.

* Procedurerne til klargering af bibliotek kraever et RNase/DNase-frit miljg. Dekontaminér arbejdsomraderne
grundigt med et RNase/DNase-inhiberende-rensemiddel. Brug plast, der er certificeret til at veere fri for
DNase, RNase og humant genomisk DNA.

* For procedurer inden amplifikation skal arbejdsomraderne rengeres grundigt far og efter hver procedure
med en frisk fremstillet 0,5 % natriumhypochloritoplgsning (NaOCI). Lad blandingen veere i kontakt med
overflader i 10 minutter, og ter efter med 70 % ethyl- eller isopropylalkohol.

* Brug nukleasefrie mikrocentrifugerar, plader, pipettespidser og reservoirer.

* Brug kalibreret udstyr gennem hele analysen. Sgrg for at kalibrere udstyret til de hastigheder, temperaturer
og volumener, der er angivet i denne protokol.
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* Brug preecisionspipetter for at sikre ngjagtig levering af reagens og preve. Kalibrér regelmaessigt i henhold
til producentens specifikationer.

* Brugfelgende retningslinjer ved brug af multikanalpipetter:
— Pipettér minimum = 2 pl.
— Seorg for, at barrierespidserne sidder godt fast og er egnet til multikanalpipettens maerke og model.
— Fastger spidserne med en rullende bevaegelse for at sikre, at alle spidser sidder lige godt fast.
— Opsugien vinkel pa 90° med lige volumenniveauer af vaeske pa tveers af alle spidser.
— Bland alle komponenter efter levering ved at pipettere reaktionsblandingen op og ned.
— Efter dispensering skal det sikres, at vaeske dispenseres fuldt ud fra alle spidser.
* Sgrg for at bruge udstyr specificeret til analysen og indstille programmerne som anvist.

* Angivne temperaturer for termocykleren og mikropreveinkubatoren indikerer reaktionstemperaturen, ikke
nadvendigvis den temperatur, der er angivet for udstyret.

Analyse

* Undgé krydskontaminering.
— Folg korrekt laboratoriepraksis ved handtering af prever og reagenser.

— Brug nye engangslaboratorieartikler og pipettespidser mellem hver prgve og mellem dispensering af
reagenser.

— Brug aerosolbestandige spidser for at reducere risikoen for krydskontaminering.

— Brug en ensrettet arbejdsgang, nar du bevaeger dig fra omrader far amplifikation til omrader efter
amplifikation.

— Handtér og dbn kun én indeksprimer ad gangen. Luk hvert indeksrer umiddelbart efter brug. Ekstra
haetter fglger med seettet.

— Skift handsker ofte og hvis de kommer i kontakt med indeksprimere eller prover.

— Fjern ubrugte indeksprimerrer fra arbejdsomradet.

— Reagenser ma ikke returneres til opbevaringsrer efter brug med et striprar, en skal eller et reservoir.
— Bland prever med en pipette, og centrifugér pladen, hvor det er angivet.

— Brug en mikropladeomryster. Bland ikke pladerne pa vortexblander.

* Byt ikke om pa analysekomponenter fra forskellige reagenssaetpartier. Reagenssaetpartier er identificeret
pa maerkatet pa aesken til reagenssaettet og pa masterpartiets ark.

* Korrekt laboratoriepraksis kreeves for at forhindre, at nukleaser og PCR-produkter kontaminerer reagenser,
instrumentering, praver og biblioteker. Kontaminering med nuklease og PCR-produkter kan medfgre
ungjagtige og upalidelige resultater.

* Korrekt pladetype kraeves for optimal analyseydeevne og opbevaring. Serg for at felge instruktionerne til
overfersel af plade i Brugsanvisning pa side 33.

Dokumentnr. 200080934 v00 24 af 94

TIL IN VITRO DIAGNOSTISK BRUG. KUN TIL EKSPORT.



Indlaegsseddel til TruSight Oncology Comprehensive HRD (DRAGEN) (EU) illumina

* Manglende overholdelse af de beskrevne fremgangsmader kan medfere fejlagtige resultater eller betydeligt
nedsat bibliotekskvalitet.

* Medmindre der er angivet et sikkert stoptidspunkt i Brugsanvisning pa side 33, skal du fortsaette til naeste
trin med det samme.

* Opbevar analysereagenserne og -bestanddelene ved de specificerede temperaturer i de angivne omrader
til anvendelse fgr-amplifikation og efter-amplifikation.

* Opbevar ikke reagenser pa et frostfrit opbevaringssted eller i rum i keleskabsdaren.
* Reagenser, der indeholder perler (LNB1, SPB og SMB), ma ikke fryses.
* Brug ikke reagenser, der har vaeret opbevaret forkert.

* Afvig ikke fra de procedurer, der er angivet for blanding og handtering for hver reagens. Utilstraekkelig
blanding eller for lang tids blanding pa vortexblander kan medfare mislykkede praveresultater.

* ERA1-B og TCB1kan have produktrelaterede partikler. Falg retningslinjerne for handtering af hvert reagens.
* Klarger friske masterblandinger, og kassér den resterende volumen efter brug.

* Klarger altid frisk 80 % ethanol med RNase/DNase-free water til vasketrinnene. Ethanol kan absorbere vand
fra luften, hvilket kan pavirke resultaterne. Kassér 80 % ethanol efter brug i overensstemmelse med lokale,
statslige og/eller faderale forordninger.

* OQverfer den angivne volumen af eluat. Overfagrsel af mindre end den angivne volumen af eluat under
elueringstrinnene kan pavirke resultaterne.

* Brug felgende retningslinjer for ultrasonikatorer. Sgrg for at fglge producentens instruktioner.

— Tilfej gDNA til ultrasonikatorrgret langsomt for at undga, at der dannes bobler. Overdrevet mange
bobler eller en luftlomme i reret til afklipning kan fere til ufuldsteendig fragmentering.

— Dispensér til ultrasonikatorrer langsomt, og undga at sprejte.

— For at undga veeskeforskydning og tab af preve ma pipettespidsen ikke indsaettes i bunden af
ultrasonikatorreret ved fjernelse af fragmenteret DNA.

* Pipettérikke mindre end 2 pl preveinput.

* Brug ikke en skal til at dispensere reagenser i trin, der kraever tilfarsel af mindre end 10 ul materiale til hver
prevebreond.

* Brug en pipette med fin spids ved overfersel af fragmenterede gDNA-praver fra ultrasonikatorrerene til
biblioteksklargaring (LP)-pladen.

*  Brug kun UMI-adaptere.
* Brugikke SUAT-adaptere.

* Tildel forskellige indeksprimere til hver biblioteksprave for at identificere hvert bibliotek, nar det samles til
sekventering pa en enkelt gennemstremningscelle.

* UPxx-indekser eller CPxx-indekser kan anvendes.
* CPxx- og UPxx-indeksprimere ma ikke kombineres i det samme bibliotek.
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* Uoverensstemmelser mellem preverne og indeksprimerne medferer rapportering af forkert resultat pa
grund af mistet identifikation af positiv prave. Indtast prgve-ID’er, og tildel indekser i Analysemodulet
lllumina Connected Run TruSight Oncology Comprehensive (EU, DRAGEN), inden du begynder klargaring af
biblioteket. Registrér preve-ID’er, indeksering og retning for pladebrend som reference under klargering af
bibliotek.

* Sekventér maksimalt 16 DNA-biblioteker per gennemstremningscelle. Sekventér mindst seks biblioteker.
Felg retningslinjerne i Antal biblioteker og valg af indekser pa side 30.

* Efter bindingstrinnene i Indfang Targets One pa side 47 og Indfang Targets Two pa side 51 skal du med det
samme fortsaette til vasketrinnet for at forhindre, at perlepelleten terrer.

* Under vasketrinnene skal alt 80 % ethanol fjernes fra bunden af brendene. Resterende ethanol kan pavirke
resultaterne.

* Folg de angivne antal vaske specificeret i Brugsanvisning pa side 33 for at opna optimal analyseydeevne.

* Under proceduren Normalisering af biblioteker pa side 57, skal bibliotekets perlepellet resuspenderes
omhyggeligt for at opna ensartet klyngedensitet pd gennemstremningscellen.

* DNA-biblioteker fra den samme preve beriges med to forskellige probesaet, men bruger det samme indeks
og skal sekventeres pa den samme gennemstremningscelle.

* Positive kontroller og ikke-skabelonkontrollen (NTC) skal behandles som en prave, og opdeles til berigelse
med begge probesaet.

Procedurenoter

* TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-arbejdsgangen kan udferes i henhold til falgende tidsplan:

— Dag 1: DNA-fragmentering af gDNA-praver, biblioteksklargaring, og pabegynd hybridisering natten over
(forste).

— Dag 2: Berigelse, normalisering af berigede biblioteker og overfersel af biblioteker pa NextSeq
550Dx-instrument.

Hvis det ikke er muligt at udfere TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-arbejdsgangen i henhold til denne

tidsplan, er der angivet adskillige sikre stoptidspunkter gennem hele protokollen. Fortsaet straks til naeste

trin, medmindre der er angivet et sikkert stoptidspunkt i protokollen.

* Biblioteker afledt af DNA opdeles i separate brande til samtidig berigelse med OPD2-sondesaettet og
OPD3-sondeseettet. Positive kontroller og NTC'er skal fgalge samme procedure.

* Brug TruSight Oncology Comp Enrichment komponenterne (delnummer 20031123, delnummer 20031121)
med OPD2 fra TruSight Oncology Comp Content Set (delnummer 20031122). Biblioteker beriget med OPD2
kaldes DNA-biblioteker.

* Brug TruSight Oncology Comp HRD Enrichment komponenterne (delnummer 20140116, delnummer
20140115) med OPD3 fra TruSight Oncology Comp HRD Content Set (delnummer 20140117). Biblioteker
beriget med OPD3 kaldes DNA HRD-biblioteker.
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Tabeller til klarggring af masterblanding omfatter overskud af volumen for at sikre, at der er tilstraekkeligt
volumen til det antal prgver, der behandles.

Brug vand af molekylaer kvalitet, der er fri for nukleaser.

Efter tilfojelse af reagens skal spidsen renses ved at opsuge og dispensere én gang i den relevante brgnd i
pladen, medmindre andet er angivet i proceduren.

Stuetemperatur er defineret som 15 °C til 30 °C.

Reagenser, praver og biblioteker skal holdes afkglede under visse trin i brugsanvisningen. Dette defineres
som opbevaring pa is eller tilsvarende.

Termocyklerens programmer

Programmeér termocyklerens programmer pa udstyr til anvendelse efter amplifikation, inden protokollen
startes.

Serg for, at PCR-pladerne passer ngjagtigt i termocykleren.

Brug plader anbefalet af termocyklerens producent.

Pafaring og fjernelse af forsegling pa pladen

Forsegl altid pladerne med en ny, selvkleebende pladeforsegler. Forseglinger ma ikke genbruges.
Pladen forsegles ved pa sikker vis at pafere det selvklaebende overtraek med en kile eller rulle til forsegling.
Forsegl altid 96-brends pladen med ny, selvklaebende pladeforsegler, inden fglgende trin i protokollen
udferes.

— Trin til omrystning af plade

— Centrifugeringstrin

— Termocyklertrin

— Hybridiseringer

— Langtidsopbevaring

Serg for, at kanterne og brgndene er forseglede for at reducere risikoen for krydskontaminering og
fordampning.

Placér pladen pa en jeevn overflade, inden forseglingen fjernes forsigtigt.

Centrifugér ved 280 x g i et minut, inden forseglingen fjernes, hvis der observeres vaske eller
kondensdannelse pa forseglingen eller brendenes sidevaegge.

Brug selvkleebende pladeforseglere, der er effektive ved -20 °C til 100 °C og egnet til PCR-plader med skart
eller halvskart.
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Udstyr

* Sorg for, at laboratoriepersonalet er bekendt med producentes instruktioner for drift og vedligeholdelse af
udstyret, inden analysen startes.

Pladetype og overforsler af plade
* Korrekt pladetype kraeves for optimal analyseydeevne og opbevaring.

* Ved overfgrsel af volumener mellem plader skal den specificerede volumen fra hver brgnd i en plade
overfogres til den tilsvarende brgnd i destinationspladen.

* Multikanalpipetter kan anvendes ved overfarsel af praver mellem rorstrips eller plader.

* Brug felgende retningslinjer ved omrystning af plader.
— Brug en pladeomryster til at omryste pladerne. Bland ikke pladerne pa vortexblander.
— Omryst PCR-plader ved 1200 o/min.
— Omryst MIDI-plader ved 1800 o/min.

— Folg producentens instruktioner for at sikre, at pladeomrysteren holder pladen sikkert.

Centrifugering

* Narinstruktionerne i protokollen indikerer, at der skal centrifugeres kortvarigt, skal der centrifugeres ved
280 x g i 1 minut.

* Centrifugér ved 280 x g i 1 minut, hvis der observeres vaeske pé forseglingen eller siderne af brgnden.

Handtering af reagenser
* Luk alle reagensrer teet til umiddelbart efter brug for at begraense fordampning og forhindre kontaminering.

* Seetreagenserne tilbage ved de angivne opbevaringstemperaturer, nar der ikke laengere er behov for dem i
en procedure.

* Folg reagensklargeringen, der gar forud for hvert procedureafsnit i Brugsanvisning pa side 33.

* Sorg for, at klargere den pakraevede volumen af masterblanding, elueringsblanding og 80 % ethanol til det
antal prgver, du behandler.

* Volumener angivet i tabeller over masterblanding og oplasning indeholder overskud. Overskud af volumen
beregnes som felger.

* Tabel13
— Volumen af ERA1-B = (7,2 pl) x (antal biblioteker) x (1,20).
— Volumen af ERA1-A = (2,8 pul) x (antal biblioteker) x (1,20).
* Tabel 23
— Volumen af EE2 = (20,9 pl) x (antal biblioteker) x (1,364).
— Volumen af HP3 = (1,1 pl) x (antal biblioteker) x (1,364).
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* Tabel 24
— Volumen af EE2 = (20,9 pl) x (antal biblioteker) x (1,364).
— Volumen af HP3 = (1,1 pl) x (antal biblioteker) x (1,364).
* Tabel 30
— Volumen af LNA1 = (38,1 ul) x (antal biblioteker) x (2,0).
— Volumen af LNB1 = (6,9 pul) x (antal biblioteker) x (2,0).
* Tabel 31
— Volumen af EE2 = (30,4 pl) x (antal biblioteker) x (1,25).
— Volumen af HP3 = (1,6 ul) x (antal biblioteker) x (1,25).

Adaptersaet
* Brug kun UMI-adaptere.
* SUA1-adaptere medfalger, men er ikke pakraevede til TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-analysen.

Handtering af perler

* Tretyper perler erinkluderet i TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-analysen (SPB, SMB og LNB1). Sarg for,
at den korrekte perletype anvendes under proceduren.

* Foretag det korrekte antal vaske for hver perletype.

* Sorgfor, at perlerne er ved stuetemperatur inden brug.

* Bland perlerne i 1 minut for brug for at sikre homogenitet.

* Brug felgende retningslinjer, nar perlerne blandes med en pipette:
— Brug en pipette og spidsstarrelse, der passer til den volumen, du blander.
— Justér volumenindstillingen til ca. 50-75 % af prevevolumenen.
— Pipettérlangsomt uden at slippe pressestemplet.
— Undga at sprejte, og dannelse af bobler.

— Placér pipettespidsen over pelleten, og dispensér direkte ind i pelleten for at frigive perler fra brgnden
eller rgret.

— Sergfor, at perlepelleten er helt oplgst. Oplasningen bar veere markebrun og have en homogen
konsistens.

— Vurdér, om der er en perlepellet til stede. Aspirér forsigtigt hele brendens perleoplasning i spidsen, og
se pa bunden af brendene.

* Hovis perlerne suges op i pipettespidsen under trinnene til magnetisk separation, skal du dispensere perlerne
tilbage pa pladebrenden pa det magnetiske stativ. Vent, indtil vaesken er klar (ca. 2 minutter), fer du
fortsaetter til naeste trin i proceduren.

* Nar perlerne vaskes:

Dokumentnr. 200080934 v00 29 af 94

TIL IN VITRO DIAGNOSTISK BRUG. KUN TIL EKSPORT.



Indlaegsseddel til TruSight Oncology Comprehensive HRD (DRAGEN) (EU) illumina

— Brug den anbefalede magnetiske holder til pladen.

— Dispensér vaeske direkte pa perlepelleten, sdledes at perlerne pa brendens sider bliver vade.
— Bibehold pladen pa det magnetiske stativ, indtil proceduren angiver, den skal fjernes.

— Ryst ikke pladen, mens den er pa det magnetiske stativ.

— Forstyr ikke perlepelleten, mens den er pa det magnetiske stativ.

* Nar perlerne vaskes, eller supernatanten fjernes, skal pipettespidserne vinkles i bunden af brendene for at
undgd, at der dannes et vakuum, og at oplasningen traekkes ind i pipettespidsernes filtre.

Antal biblioteker og valg af indekser

Planlaeg antallet af prgvebiblioteker og preveindekser for sekventeringskerslen inden kgrselskonfiguration. De
felgende retningslinjer for antal pr@ver inkluderer positive kontroller, men ekskluderer NTC'er. NTC’er skal fgjes
til den planlagte karsel som en ekstra prgve.

Indeksprimere identificerer hver prave unikt, sdledes at hvert bibliotek kan samles til sekventering pa én
gennemstremningscelle. Indekserne vises pa skaermen Create Run (Opret karsel) under karselskonfiguration i
Analysemodulet lllumina Connected Run TruSight Oncology Comprehensive (EU, DRAGEN). Tilsaet indeksprimer
til hvert pragvebibliotek under biblioteksklargering. Brug forskellige indeksprimerblandinger til hvert prevebibliotek.

Indekserede biblioteker fra den samme prave er opdelt i to berigelser med to forskellige probesaet. De
resulterende to berigede biblioteker deler det samme indeks, og skal sekventeres pa den samme
gennemstrgmningscelle.

Se Tabel 4 for minimum- og maksimumbiblioteker, som skal sekventeres pa én gennemstrgmningscelle ved
sekventering.

Tabel 4 TSO Comprehensive HRD (DRAGEN) Sekventering

Bibliotekstype Berigelse Minimum#* Maksimum*
DNA OPD2 3 8
DNA HRD OPD3 3 8

*NTC'er bidrager ikke til pleksiteten.

For optimal udnyttelse af reagens ved sekventering pa NextSeq 550Dx-instrument, skal der sekventeres 8 DNA
(OPD2) biblioteker og 8 DNA HRD (OPD3) per gennemstremningscelle.

Serg for, at de indeksprimere, du bruger med pr@gverne, matcher de indekser, du valgte til analyse med
Analysemodulet lllumina Connected Run TruSight Oncology Comprehensive (EU, DRAGEN).
Uoverensstemmelser medfarer rapportering af forkerte resultater pa grund af manglende identifikation af positiv prove.

TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-analysen indeholder to typer indekser (UPxx og CPxx).

Ved sekventering af minimumsantallet af biblioteker (3 DNA-biblioteker og 3 DNA HRD-biblioteker) gaelder
felgende krav:

* Brug ikke CPxx-indeksseet.
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* Derkraeves et af de fglgende UPxx-indekssaet for at give tilstreekkelig diversitet:
— UPO1, UP02 0og UP03
— UPO04, UPOS5 og UP0O6
— UPO7, UP08 og UP09

- UP10, UP11 0g UP12
Det farste bibliotek tildeles f.eks. UP01, det andet bibliotek UP02 og det tredje bibliotek UP03.

TruSight Oncology DNA Control v2

TSO Comprehensive HRD (DRAGEN) kraever TruSight Oncology DNA Control v2 som positiv kontrol. Inkluder
TruSight Oncology DNA Control v2 for hver DNA-sekventeringskarsel i en given biblioteksklargering. Der
klarggres en unik, positiv kontrol for hver planlagt sekvenskersel. Der henvises til Indlaegsseddel til TruSight
Oncology DNA Control v2 (EU) for yderligere oplysninger.

TruSight Oncology DNA Control v2 Inputmaengden er 2 pl.

Inkludér den relevante NTC i hver biblioteksklarggring. NTC'en sekventeres gentagne gange i ét klargjort
bibliotek. Fglg disse retningslinjer for den positive kontrol og NTC:

* Klargar biblioteker fra positive kontroller og NTC'er, pd samme made som preverne. Den positive kontrol og
NTC skal opdeles til berigelse med begge probesaet identisk med praverne.

* Brug TEB tilDNANTC.

* De positive kontroller er inkluderet i maksimumskravet til biblioteket.

* NTCerne er ikke inkluderet i minimumskravet til biblioteket.

* Brug NTC’ens UP-indekser ved sekventering af det minimale antal biblioteker.

* DaNTC'en sekventeres gentagne gange, kan de valgte indekser for denne kontrol ikke gentages ved
biblioteksklargering.

Felgende tabeller viser eksempler pa pladeindretninger til arbejdsgangen biblioteksklargering (Figur 1). Hver
nummereret kolonne repraesenterer en enkelt sekventeringskarsel. NTC’en sekventeres for hver kolonne eller
hvert saet af kolonner.
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Tabel 5 Plade til biblioteksklarggring i en enkelt karsel, inklusive seks patientprgver

1

A Positiv DNA-kontrol
B DNA 1

C DNA 2

D DNA 3

E DNA 4

F DNA S5

G DNA 6

H DNANTC

Tabel 6 Plade til biblioteksklargaring af tre karsler, inklusive 20 patientprever

1

A Positiv DNA-kontrol
B DNA1

C DNA 2

D DNA 3

E DNA 4

F DNA 5

G DNA 6

H DNANTC
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2

Positiv DNA-kontrol

DNA7

DNA 8

DNA9

DNA 10

DNA 11

DNA 12

DNA13

2

tom

tom

tom

tom

tom

tom

tom

tom

3
tom
tom
tom
tom
tom
tom
tom

tom

3

Positiv DNA-kontrol

DNA 14
DNA 15
DNA 16
DNA 17
DNA 18
DNA 19

DNA 20

4

tom

tom

tom

tom

tom

tom

tom

tom

tom

tom

tom

tom

tom

tom

tom

tom

tom

tom

tom

tom

tom

tom

tom

tom

tom

tom

tom

tom

tom

tom

tom

tom

illumina

tom

tom

tom

tom

tom

tom

tom

tom

tom
tom
tom
tom
tom
tom
tom

tom

tom
tom
tom
tom
tom
tom
tom

tom
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Brugsanvisning

En oversigt over TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-arbejdsgangen vises i Figur 1 og Figur 2.

Arbejdsgang til klargering af bibliotek

Figur Tillustrerer arbejdsgangen til biblioteksklargering for TSO Comprehensive HRD (DRAGEN). Positive
kontroller og NTC'er skal behandles pa samme made som praver. Sikre stoptidspunkter er markeret mellem
trinnene.

Fer protokollen startes, skal kersels- og preveoplysninger indtastes i Analysemodulet lllumina Connected Run
TruSight Oncology Comprehensive (EU, DRAGEN). Se Vejledning til arbejdsgang for analysemodulet
(dokumentnr. 200080937) lllumina Connected Run TruSight Oncology Comprehensive HRD (EU, DRAGEN).

Figur 1 TSO Comprehensive HRD (DRAGEN) Arbejdsproces (del 1)

Dag 1 o Fragmentering af gDNA
Arbejdstid: 100 minutter
| alt: 110 minutter
Reagens: TEB

Sikkert stoptidspunkt

Udfarelse af End Repair og A-tailing
Arbejdstid: 10 minutter

| alt: 70 minutter

Reagenser: ERA1-A, ERA1-B

e Ligering af adaptere
Arbejdstid: 15 minutter
| alt: 50 minutter

Reagenser: ALB1, LIG3, UMI, STL

Oprensning ved ligering
Arbejdstid: 40 minutter

| alt: 50 minutter

Reagenser: SPB, 80 % EtoH, RSB

Indeks-PCR

Arbejdstid: 15 minutter

| alt: 60 minutter

Reagenser: UPxx/CPxx, EPM

Sikkert stoptidspunkt
@ Afklippet DNA
* Arbejdstider og tider i alt er omtrentlige.
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Arbejdsgang for berigelse

Figur 2 illustrerer arbejdsgangen for berigelse. Sikre stoptidspunkter er markeret mellem trinnene.
Figur 2 TSO Comprehensive HRD (DRAGEN) Arbejdsgang (del 2)

Dag 1 (fortsat) o Konfigurér fgrste hybridisering
Arbejdstid: 15 minutter
| alt: Natten over
Reagenser: TCB1, TCA1, OPD2, OPD3
Hybridisering natten over
Dag 2 Indfang Targets One
Arbejdstid: 60 minutter
| alt: 100 minutter
Reagenser: SMB, EEW, EE2, HP3, ET2

Konfigurér anden hybridisering
Arbejdstid: 10 minutter

| alt: 2-4 timer

Reagenser: TCB1, TCA1, OPD2, OPD3

Indfang Targets Two
Arbejdstid: 25 minutter

| alt: 60 minutter

Reagenser: SMB, RSB, EE2, HP3, ET2

Sikkert stoptidspunkt

Arbejdstid: 5 minutter
| alt: 60 minutter
Reagenser: EPM, PPC3

Oprens amplificeret, beriget bibliotek
Arbejdstid: 30 minutter

| alt: 40 minutter

Reagenser: SPB, 80 % EtOH, RSB

Sikkert stoptidspunkt

Normalisering af biblioteker
Arbejdstid: 40 minutter

| alt: 70 minutter

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

@ Ampiificer beriget bibliotek
Sikkert stoptidspunkt

e Klarger til sekventering
Arbejdstid: 30-45 minutter

| alt: 120 minutter

Reagenser: HP3, RSB, PX3, HT1

Py Klarggring til

@ Berigelse sekventering
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Programmeér termocykler

Inden analysen startes, skal falgende programmer gemmes pa termocykler efter amplifikation.

Tabel 7 Programmer pa termocykler efter amplifikation

. Lagets .
Proceduretrin Programnavn Reaktionsvolumen
temperatur

Indeksér PCR [-PCR 100 °C 50 pl

Foretag farste HYB1 100 °C S50 ul

hybridisering

Foretag anden HYB2 100 °C 50 i

hybridisering

Amplificér beriget  EL-PCR 100 °C 50 pl

bibliotek
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Parametre for termocykler

98 °C i 30 sekunder

15 cyklusser med:
e 98 °Ci10 sekunder
e 60 °Ci 30 sekunder
e 72°Ci 30 sekunder

72 °Ci5 minutter

Hold ved 10 °C

95 °C i 10 minutter

85 °Ci 2 minutter og 30
sekunder

75 °Ci 2 minutter og 30
sekunder

65 °Ci 2 minutter og 30
sekunder

Opretholdes ved 57 °C i 8 il
24 timer

95 °C i 10 minutter

85 °C i 2 minutter og 30
sekunder

75 °Ci 2 minutter og 30
sekunder

65 °Ci 2 minutter og 30
sekunder
Opretholdes ved 57 °Ci 1,5 il
4 timer

98 °Ci 30 sekunder

18 cyklusser med:
e 98°Ci10 sekunder
e 60 °Ci 30 sekunder
e 72°Ci 30 sekunder

72 °Ci5 minutter

Hold ved 10 °C
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Klarger til protokol

Denne klarggring er ngdvendig for at udfere protokoltrinnene op til det naeste sikre stoppunkt.

/N FORSIGTIG

o b~

Alle procedurer i arbejdsgangen kraever et RNase/DNase-frit milja.

Dekontaminér arbejdsomraderne grundigt med et RNase/DNase-inhiberende rensemiddel.
Folg producentens instruktioner for at konfigurere ultrasonikatoren.
Hent DNA-kontrollerne fra opbevaringen.
Tag reagensreret ud af eesken, og felg instruktionerne til optaning.
Tabel 8 TruSight Oncology Comp Library Prep (kal) (delnummer 20031119)
Reagens Opbevaring Instruktioner til optening Protokoltrin

TEB 2°Ctil8°C Lad hensta for at opna rumtemperatur. Fragmentér gDNA

Fragmentér gDNA

Denne proces fragmenterer gDNA og genererer dsDNA-fragmenter med 3'- eller 5'-overheaeng.

Klargering

1.

2.

Felg anbefalingerne i Nukleinsyreekstraktion, kvantificering og opbevaring pa side 21 for at kvantificere
prever.

Klarger TEB - Vend op og ned, eller bland pa vortexblander.

Fremgangsmade

Klarger pladen

1.

2.

Markér en ny 96-brgnds MIDI-plade LP (Biblioteksklargering).
Hvis du stopper ved SIKKERT STOPTIDSPUNKT pa side 37, skal du bruge en PCR-plade.

Deek og seet til side til brug i Overfar fragmenteret DNA pa side 37.

Fortynd gDNA

—_

aoR oW

Opte gDNA-prgver og DNA-kontroller ved stuetemperatur.
Bland hver gDNA-prgve 10 gange ved pipettering.
Centrifugér reret kortvarigt for at opsamle sma draber.
Vend TEB op og ned, eller bland pé vortexblander.

Brug TEB til at klargere hver gDNA-prave i en endelig volumen pa 52 pl. Se felgende tabel for inputmaengder
og minimumskoncentrationer baseret pa praevetype.
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* Analysen kraever en minimum ekstraktionskoncentration for at tillade mindst 40 ul TEB af volumenen pa
52 pl.

* Til DNA- kontrol anvendes 2 pl i en endelig volumen pé 52 pl.

* For at forhindre prevetab ma der ikke tilfajes mindre end 2 ul preve ved pipettering til denne fortynding.

Minimumskoncentration

Provetype Inputmaengde (ng) (ng/ul)

FFPE 40 3.33

Kontrol 40 20
Fragment

1. Tilfej 52 yl til hver gDNA-prgve i en separat brond i det ultrasoniske rer.

/N FORSIGTIG

Tilfej gDNA’et til raret langsomt, og sarg for, at der ikke er nogen luftiommer i bunden af rgret. Se
Analyse pa side 24 og producentens instruktioner for at fa mere at vide.
2. Registrér retningen pa strimlen.

3. Fragmentér gDNA i fragmenter med en ultrasonikator.

Overfor fragmenteret DNA

1. Serg for, at pladeindretning og indekser for hver prgve svarer til den karsel, du veelger til analyse med
Analysemodulet TSO Comprehensive (EU, DRAGEN).

2. Felginstruktionerne fra producenten af ultrasonikatoren for at gendanne prgven.
For visse typer ultrasoniske ror er centrifugering pakraevet for at samle preven i raret.

3. Forhver fragmenteret gDNA-pr@ve skal du bruge en pipette med fine spidser til at foretage tre overfarsler
pa 16,7 ul til en tom brend i LP-pladen.

4. Pafer selvkleebende pladeforsegler pa LP-pladen.

SIKKERT STOPTIDSPUNKT

Hvis du stopper, skal du pafere en selvkleebende pladeforsegler pa LP PCR-pladen og centrifugere ved 280 x g
i 1 minut. Opbevares ved -25 °C til -15 °C i op til 7 dage.

Klarger til protokol

Denne klargering er ngdvendig for at udfare protokoltrinnene op til det naeste sikre stoppunkt.

Serg for, at termocyklerens programmer til post-amplifikation er indstillet. Se Programmér termocykler pa side
35.

1. Klarger enisspand eller tilsvarende.
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2. Tagreagensrerene ud af asken, og fglg instruktionerne til optening.

®

illumina

Tabel 9 TruSight Oncology Comp Library Prep (nedfrosset) seske (delnummer 20031118)

Reagens Opbevaring
ERAT-A -25°Ctil-15°C
ERA1-B -25°Ctil-15°C
ALB1 -25°Ctil-15°C
LIG3 -25°Ctil-15°C
UMI (hvidt -25°Ctil-15°C
1&g)

STL -25°Ctil-15°C
EPM -25°Ctil-15°C

Instruktioner til optening

Hold afkolet.

Optas ved stuetemperatur.

Optes ved stuetemperatur.

Hold afkolet.

Optas ved stuetemperatur.

Optes ved stuetemperatur.

Hold afkolet.

Protokoltrin

Udfer End repair og A-tailing
Udfer End repair og A-tailing
Ligering af adaptere
Ligering af adaptere

Ligering af adaptere

Ligering af adaptere

Indeksér PCR

Tabel 10 TruSight Oncology Comp Library Prep (kal) aeske (delnummer 20031119)

Reagens Opbevaring
SPB 2°Ctil8°C
(lysegrent

meerkat)

RSB 2°Ctil8°C

Instruktioner til optening

Lad hensta i 30 minutter for

at opné stuetemperatur.

Lad hensta for at opna
rumtemperatur.

Protokoltrin

Oprensning ved ligering

Oprensning ved ligering

Tabel 11 TruSight Oncology Comp UP Index Primers aeske (delnummer 20031120)

Reagens

UPxx -25°Ctil-15°C

Opbevaring

Instruktioner til optening

Opte de relevante
indeksprimerrgr ved
stuetemperatur.

Protokoltrin

Indeksér PCR

Tabel 12 TruSight Oncology Comp CP Index Primers aeske (delnummer 20031126)

Reagens

CPxx -25°Ctil-15°C

Opbevaring

Instruktioner til optening

Opte de relevante
indeksprimerrgr ved
stuetemperatur.

Udfer end repair og A-tailing

Protokoltrin

Indeksér PCR

Denne proces reparerer de overhaeng, der stammer fra fragmenteringen, til ender med A-overhasng ved hjaelp
af en masterblanding til end repair A-tailing (ERA1).

3'- til 5’-exonukleaseaktivitet i denne blanding fjerner 3'-overhang, og 5'- til 3'-polymeraseaktivitet fylder 5'-
overhaeng. Under denne reaktion bliver 3’-enderne til A-overhaeng for at forhindre, at de ligerer til hinanden

under ligeringen.
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Klargering

1. Forvarm to mikroprgveinkubatorer med MIDI-varmeblokindsatser som fglger.
* Forvarm en mikroprgveinkubator til 30 °C.
* Forvarm en mikroprgveinkubator til 72 °C.
2. Klarger felgende reagenser.
* ERA1-A-Centrifugér kortvarigt, og bland derefter ved pipettering. Hold afkglet.

* ERA1-B - Bland pa vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt.
Inspicér for bundfald. Hvis der er bundfald, skal du opvarme reret til 37 °C og derefter blande ved
pipettering, indtil bundfaldet oplases.

3. Klarger ERAT-masterblanding i et mikrocentrifugerer.
Tabel 13 ERA1 Master Mix*

Bestanddel i - - _— -
. 4 biblioteker 8 biblioteker 16 biblioteker 24 biblioteker
masterblandingen
ERA1-B 35 ul 69 ul 138 ul 207 ul
ERA1T-A 13,5 Ml 27 54l 81l

*Denne tabel omfatter overskud af volumen. Se Handtering af reagenser pa side 28 for beregninger.

4. Pipettér langsomt 10 gange for at sikre homogenitet, og centrifugér derefter kortvarigt. Hold
ERAT-masterblanding afkealet.

5. Veelg én af de felgende tre muligheder for at klargere pladen:
* Hvis preverne er i en MIDI-plade, klargeres som falger.
a. Markér MIDI-pladen LP2 (Biblioteksklargaring 2).

b. Hvis nogle prever er i separate MIDI-plader, skal alle prever overfgres til separate brende i samme
MIDI-plade i henhold til pladelayoutet.

* Hvis pladen er frosset, klargeres pa falgende made.
a. Optg LP PCR-pladen til stuetemperatur.
b. Centrifugér pladen ved 280 x gi1 minut.
c. Bland 10 gange ved pipettering.
d. Markér en ny 96-brgnds MIDI-plade LP2 (Biblioteksklargaring 2).
e. Overfor alle 50 pl af hver preove fra LP PCR-pladen til den tilsvarende brgnd i LP2 MIDI-pladen.
f. Kassér LP PCR-pladen.

Fremgangsmade

1. Tilfgj 10 pl ERA1-masterblanding til hver pr@vebrend i LP2 MIDI-pladen.
2. Kassér denresterende ERA1-masterblanding.

3. Péafer selvklaebende pladeforsegler pd LP2 MIDI-pladen.
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© N o g k&

Forsegl kanter og brende fuldstaendigt for at undga fordampning.
Omryst ved 1800 o/min. i 2 minutter.

Inkubér i en forvarmet mikropreveinkubator ved 30 °C i 30 minutter.
Overfor straks til en anden, forvarmet mikroinkubator.

Inkuber ved 72 °C i 20 minutter.

Hold LP2 MIDI-pladen afkglet i 5 minutter.

Ligering af adaptere

Denne proces ligerer adaptere til enderne af gDNA-fragmenterne.

Klargering

/N FORSIGTIG

1.

Brug kun UMI-adaptere. SUAT-adaptere medfelger, men de er ikke pakraevede til TSO
Comprehensive HRD (DRAGEN)-analysen.

Klarger felgende reagenser.

* ALB1-Bland pa vortexblander i mindst 10 sekunder, og centrifugér derefter kortvarigt.
* LIG3 - Centrifugér kortvarigt, og bland derefter ved pipettering. Hold afkalet.

* UMI-Bland pa vortexblander i mindst 10 sekunder, og centrifugér derefter kortvarigt.

* STL-Seet til side til brug i proceduren.

Fremgangsmade

Fjern LP2 MIDI-pladen fra is eller tilsvarende.

2. Tilfgj 60 ul ALB1 til hver prevebregnd i LP2 MIDI-pladen ALB1 er en tyktflydende oplasning. Pipettér langsomt
for at minimere bobledannelse.
Tilfgj 5 pl LIG3 til hver prevebregnd.
4. Tilfgj 10 pl UMI (hvidt I&g) til hver prevebrend.
5. Pé&fer selvkleebende pladeforsegler pa LP2 MIDI-pladen.
Forsegl kanter og brgnde fuldstaendigt.
6. Omrystved 1800 o/min. i 2 minutter.
7. Inkubér ved stuetemperatur i 30 minutter.
8. Bland pa STL vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt.
9. Tilfegj 5 pl STL til hver prevebrgnd i LP2 MIDI-pladen.
10. Pafer selvklaebende pladeforsegler pa LP2 MIDI-pladen.
Forsegl kanter og brende fuldsteendigt for at undga fordampning.
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11. Omryst ved 1800 o/min. i 2 minutter.

Oprensning ved ligering

Denne proces bruger SPB til at oprense de adapterligerede gDNA-fragmenter og fjerner ugnskede produkter.
Perlerne vaskes to gange med frisk 80 % ethanol. De adapterligerede perler elueres med RSB.

Klargering

1. Klarger fglgende reagenser.
* SPB-Sarg for, at perlerne har vaeret opbevaret ved stuetemperatur i 30 minutter.
* RSB -Seet til side til brug i proceduren.

2. Klarger 80 % EtOH i et 15 ml eller 50 ml konisk rer.
Tabel 14 Klarger frisk 80 % ethanol

Reagens 4 biblioteker 8 biblioteker 16 biblioteker 24 biblioteker
100 % EtOH, ren 2 ml 4 ml 8 mi 12 ml
RNase/DNase-free water 500 pl Tml 2ml 3ml

3. Bland frisk 80 % EtOH pa vortexblander.

4. Placér magneten.

Fremgangsmade

Bind

1. Bland SPB pa vortexblander i 1 minut for at resuspendere perlerne.

2. Tilfgj straks 112 ul SPB til hver prevebrgnd i LP2 MIDI-pladen.
Hvis der bruges en skal til at dispensere SPB, skal der inkluderes et overskud pa 1,15 ved portionsopdeling
af tilstraekkeligt materiale per preve. Kassér eventuelt overskydende materiale, efter at SPB er tilfgjet til
hver prgvebrend.

3. Péafer selvklaebende pladeforsegler pa LP2 MIDI-pladen.
Forsegl kanter og brende fuldsteendigt.

4. Omryst ved 1800 o/min. i 2 minutter.

5. Inkubér ved stuetemperatur i 5 minutter.

6. Placér LP2 MIDI-pladen pa den magnetiske holder i 10 minutter.

7. Uden at forstyrre perlepelleten, brug en pipette indstillet til 200 pl til at fjerne og kassere alle supernatanter
fra hver prevebregnd.
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Vask

1. Vask perlerne, som fglger.
a. Hold LP2 MIDI-pladen p& den magnetiske holder, og tilfaj 200 ul frisk 80 % EtOH til hver brend.
b. Vent 30 sekunder.

c. Uden at forstyrre perlepelleten, brug en pipette indstillet til 200 ul til at fjerne og kassere alle
supernatanter fra hver prevebrand.

Vask perlerne en ekstra gang.
Brug en pipette med fine spidser til at fjerne resterende EtOH fra hver brgnd.
4. Kassérubrugt 80 % EtOH.

Eluér

1. Fjern LP2 MIDI-pladen fra det magnetiske stativ.

2. Vend op og ned, eller bland RSB pa vortexblander.

3. Tilfgj 27,5 ul RSB til hver prgvebrend.

4. Pafer selvkleebende pladeforsegler pa LP2 MIDI-pladen.

Forsegl kanter og brgnde fuldstaendigt.

Omryst ved 1800 o/min. i 2 minutter.

Inkubér ved stuetemperatur i 2 minutter.

Placér LP2 MIDI-pladen i en magnetisk holder i 2 minutter.

Markér en ny 96-brends PCR-plade LS (Bibliotekspraver).

Overfer 25 yl af hvert eluat fra LP2 MIDI-pladen til den tilsvarende brgnd i LS PCR-pladen.
10. Kassér den tomme LP2 MIDI-plade.

Indeksér PCR

| dette trin amplificeres biblioteksfragmenter ved hjzelp af primere, der tilfgjer indekssekvenser til
multipleksering af preve. Det resulterende produkt indeholder det komplette bibliotek af DNA-fragmenter
flankeret af adaptere, der kraeves til klyngegenerering.

© © N o v

Klargering

1. Klarger felgende reagenser.
* EPM-Hold afkelet.
* UPxx-Bland pé vortexblander, og centrifugér kortvarigt.

* CPxx-Bland pé vortexblander, og centrifugér kortvarigt.
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2.

Serg for, at indekser for hver prave matcher den karsel, der blev planlagt i Analysemodulet TSO
Comprehensive (EU, DRAGEN) under karselskonfigurationen. Serg for at fglge instruktionerne vedrgrende
valg af indeks i Antal biblioteker og valg af indekser pa side 30.

/N FORSIGTIG

Uoverensstemmelser mellem prever og indeksprimere medfagrer rapportering af forkerte
resultater pa grund af manglende identifikation af positiv preve.

Fremgangsmade

1.

9.

Tilfgj 5 pl af den relevante indeksprimer (UPxx eller CPxx) til den tilsvarende prgvebrend i LS PCR-pladenii
henhold til de indekser, der blev valgt.

/N FORSIGTIG

Handtér og abn kun ét indeksprimerrer ad gangen. Luk hvert indeksrer med et nyt 1ag umiddelbart
efter brug. Kombinér ikke indeksprimere.

Bland EPM pé vortexblander i 5 sekunder, og centrifugér derefter kortvarigt.

Tilfgj 20 ul EPM til hver prevebrand.

Pafer selvklaebende forsegler pa LS PCR-pladen.
Forsegl kanter og brande fuldstaendigt for at undgéa fordampning.

Omryst ved 1200 o/min. i 1T minut.

Saet reagenser til brug prae-amplifikation tilbage i opbevaring.

/N FORSIGTIG

Udfer alle efterfalgende trin i et omrade, der anvendes efter amplifikation, for at forhindre
overfgrsel af amplifikationsprodukt.

Centrifugér LS PCR-pladen ved 280 x g i1 minut.

Placér pa den forprogrammerede termocykler til anvendelse efter amplifikation, og kar I-PCR-programmet.
Se Programmér termocykler pa side 35.
Hvis du fortsaetter med Konfigurér farste hybridisering pa side 44, skal du falge instruktionerne til optaning
af reagenser i trinnene Klargar protokol.

Nar I-PCR-programmet er feerdigt, skal LS PCR-pladen centrifugeres ved 280 x g i 1 minut.

10. Markér pladen ALS (Amplificerede bibliotekspraver).

SIKKERT STOPTIDSPUNKT
Hvis du stopper, skal ALS PCR-pladen opbevares ved -25 °C til -15 °C i op til 30 dage.

Klarger til protokol

Denne klarggring er ngdvendig for at udfere protokoltrinnene op til hybridisering natten over.
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1. Serg for, at termocyklerens programmer til post-amplifikation er indstillet. Se Programmér termocykler pa
side 35.

2. Tagreagensrarene ud af asken, og felg instruktionerne til optening.

Tabel 15 TruSight Oncology Comp Enrichment (kal) aeske (delnummer 20031123) udover TruSight Oncology
Comp HRD Enrichment (kal) seske (delnummer 20140116)

Reagens Opbevaring Instruktioner til optening Protokoltrin
TCB1 2°Ctil8°C Lad hensta for at opna Konfigurér forste
rumtemperatur. hybridisering

Tabel 16 TruSight Oncology Comp Enrichment (nedfrosset) aeske (delnummer 20031121) udover TruSight
Oncology Comp HRD Enrichment (nedfrosset) aaske (delnummer 20140115)

Reagens Opbevaring Instruktioner til optening Protokoltrin
TCA1 -25°Ctil-15°C Optas ved stuetemperatur. Konfigurér ferste
hybridisering
Tabel 17 TruSight Oncology Comp Content Set, aeske (delnummer 20031122)
Reagens Opbevaring Instruktioner til optening Protokoltrin
OPD2 (hvidt I&g) -25°Ctil-15°C Optes ved stuetemperatur. Konfigurér forste
hybridisering
Tabel 18 TruSight Oncology Comp HRD Content Set, aaske (delnummer 20140117)
Reagens Opbevaring Instruktioner til optening Protokoltrin

OPD3 (blat 1ag) -25°Ctil-15°C Optes ved stuetemperatur. Konfigurér forste
hybridisering

Konfigurér ferste hybridisering

Under denne proces hybridiseres to oligopuljer (OPD2 og OPD3) til gDNA-biblioteker klargjort i Indeksér PCR pa
side 42. Berigelse af malrettede regioner kraever to hybridiseringstrin. | den ferste hybridisering hybridiserer
oligoer til cDNA- og/eller gDNA-biblioteker natten over (8 til 24 timer).

Klargering

1. Klarger fglgende reagenser.

* TCB1-Opvarm rgret ved 37 °C i 5 minutter. Bland pa vortexblander i 10 sekunder, og centrifugér
derefter kortvarigt.

* TCA1-Bland pa vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt.
* OPD2 - Bland pa vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt.

* OPD3-Bland pa vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt.
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illumina’

2. Hvis ALS PCR-pladen har vaeret opbevaret, skal den optes ved stuetemperatur og centrifugeres ved 280 x
g i1 minut. Bland ved pipettering.

3. Markér en ny 96-brgnds PCR-plade HYB1 (Hybridisering 1).

Fremgangsmade

1.

Overfer 20 ul af hvert gDNA-bibliotek fra ALS PCR-pladen til den tilsvarende brgnd i HYB1 PCR-pladen til
berigelse med OPD2-prober. Inkluder positive kontroller og NTC'er til berigelse med OPD2-prober.

Overfer yderligere 20 ul gDNA-bibliotek fra ALS PCR-pladen til en anden brgnd i HYB1 PCR-pladen til

berigelse med OPD3-prober, som det fremgar af Figur 3. Inkluder positive kontroller og NTC'er til berigelse

med OPD3-prober.

Figur 3 TSO Comprehensive HRD (DRAGEN) Eksempel pé layout af farste hybridiseringsplade
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illumina

3. Péfer selvklaebende pladeforsegler til ALS PCR-pladen, og seet den til side.
Forsegl kanter og brgnde fuldsteendigt for at undga fordampning.
4. Inspicér TCB1 for bundfald. Hvis der er bundfald, skal reret opvarmes igen og blandes pa vortexblander,
indtil krystallerne er oplgst.
5. Tilfgj 15 ul TCB1 til hver biblioteksbrgnd i HYB1 PCR-pladen.
6. Tilfgj 10 pl TCA1 til hver biblioteksbrgnd i HYB1 PCR-pladen.
Tilfgj prober.
Kombinér ikke forskellige typer af prober. Tilfgj kun ét probesaet pr. brend.
* [DNA-biblioteksbrgnde] - Tilfgj 5 ul OPD2 (hvidt I&g) til hvert bibliotek afledt fra DNA.
* [DNA-HRD-biblioteksbrende] — Tilfgj 5 ul OPD3 (blat 13g) til hvert bibliotek afledt fra DNA til HRD-
berigelse.
8. Péafar selvklaebende pladeforsegler til HYB1 PCR-pladen.
Forsegl kanter og brande fuldstaendigt for at undgéa fordampning.
9. Omryst ved 1200 o/min. i 2 minutter.
10. Placér pa termocykler, og ker HYB1-programmet.
Se Programmeér termocykler pa side 35.
11. Hybridisér ved 57 °C i minimum 8 timer og maksimum 24 timer.
12. Seet hybridiseringsreagenser tilbage i opbevaring.

Klarger til protokol

Denne klargering er nedvendig for at udfere protokoltrinnene op til det naeste sikre stoppunkt.

Ved starten pa dag 2 tages reagensrarene ud af asken, og instruktionerne til optaning felges.

Tabel 19 TruSight Oncology Comp Enrichment (kal) aeske (delnummer 20031123) udover TruSight Oncology
Comp HRD Enrichment (kol) seske (delnummer 20140116)

Reagens Opbevaring Instruktioner til optening Protokoltrin

SMB 2°Ctil8°C Lad henstd i 30 minutter forat  Indfang Targets One

(merkeblat opna stuetemperatur. Indfang Targets Two

meerkat)

ET2 2°Ctil8°C Lad hensta for at opna Indfang Targets One
rumtemperatur. Indfang Targets Two

HP3 2°Ctil8°C Lad hensta for at opna Indfang Targets One
rumtemperatur. Indfang Targets Two

Normalisering af biblioteker
TCB1 2°Ctil8°C Lad hensta for at opna Konfigurér anden hybridisering
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Reagens Opbevaring Instruktioner til optening Protokoltrin
RSB 2°Ctil8°C Lad hensta for at opna Indfang Targets Two
rumtemperatur. Oprens amplificeret, beriget
bibliotek

Tabel 20 TruSight Oncology Comp Enrichment (nedfrosset) eseske (delnummer 20031121) udover TruSight
Oncology Comp HRD Enrichment (nedfrosset) aeske (delnummer 20140115)

Reagens Opbevaring Instruktioner til optening Protokoltrin

EE2 -25°Ctil-15°C Optas ved stuetemperatur. Indfang Targets One
Indfang Targets Two
Normalisering af biblioteker

EEW -25°Ctil-15°C Optas ved stuetemperatur. Indfang Targets One
TCA1 -25°Ctil-15°C Optas ved stuetemperatur. Konfigurér anden hybridisering

Tabel 21 TruSight Oncology Comp Content Set aeske (delnummer 20031122)

Reagens Opbevaring Instruktioner til optening Protokoltrin
OPD2 -25°Ctil-15°C Optas ved stuetemperatur. Konfigurér anden hybridisering
(hvidt lag)

Tabel 22 TruSight Oncology Comp HRD Content eeske (delnummer 20140117)

Reagens Opbevaring Instruktioner til optening Protokoltrin
OPD3 -25°Ctil-15°C Optas ved stuetemperatur. Konfigurér anden hybridisering
(blat 1ag)

Indfang Targets One

Dette trin anvender SMB til at indfange prober hybridiseret til de malrettede interesseomrader. Perlerne vaskes
tre gange med EEW. De berigede biblioteker elueres ved hjaelp af frisk EE2 + HP3-elueringsblanding og
neutraliseres med ET2.

Klargering

1. Forvarm en mikroprgveinkubator med MIDI-varmeblokindsats til 57 °C.
2. Klarger felgende reagenser.

* EEW -Bland pa vortexblander i 1 minut.

* EE2-Bland pa vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt.

* HP3-Bland pa vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt.

* SMB -Serg for, at perlerne har veeret opbevaret ved stuetemperatur i 30 minutter.
Serg for at bruge SMB, og ikke SPB, til denne procedure.

* ET2-Seet til side til brug i proceduren.
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3. Klargear frisk EE2 + HP3-elueringsblanding i et mikrocentrifugerer.
Tabel 23 EE2 + HP3-elueringsblanding til Indfang Targets One*

Komponent i . - o o
. . 8 biblioteker 16 biblioteker 24 biblioteker 48 biblioteker
elueringsblanding
EE2 228 i 456 pl 684 ul 1368 i
HP3 12 pl 24 0l 36 ul 72 ul

*Denne tabel omfatter overskud af volumen. Se Handtering af reagenser pa side 28 for beregninger.
4. Bland EE2 + HP3-elueringsblanding, og centrifugér derefter kortvarigt. Seet til side til trin £E/uér pa side 49.
Markér en ny 96-brends MIDI-plade CAP1 (Indfang 1).

6. Placér magneten.

Fremgangsmade

Bind
1. Fjern HYB1 PCR-pladen fra termocykleren.
2. Centrifugér HYB1 PCR-pladen ved 280 x g i 1 minut.

3. Bland SMB pa vortexblander i 1 minut for at resuspendere perlerne.
Hvis der er bundfald, eller perlepelleten er til stede, skal du serge for at nd stuetemperatur, pipettere op og
ned for at frigere pelleten og derefter blande for at resuspendere.

4. Tilfgj straks 150 ul SMB til hver biblioteksbrgnd i CAP1 MIDI-pladen.
Hvis der bruges en skal til at dispensere SMB, skal der inkluderes et overskud pa 1,05 ved portionsopdeling
for at give tilstreekkeligt materiale per prove.

Kassér eventuelt overskydende materiale efter tilfgjelse af SMB til hver prevebrend.

6. Indstil pipetten til 50 ul, og overfar hele volumenet af hvert bibliotek fra HYB1 PCR-pladen til den tilsvarende

brgnd i CAP1 MIDI-pladen.
Kassér den tomme HYB1 PCR-plade.

8. Péafar selvklebende pladeforsegler pd CAP1 MIDI-pladen.
Forsegl kanter og brgnde fuldsteendigt for at undga fordampning.

9. Omrystved 1800 o/min. i 2 minutter.
10. Inkubér pa en forvarmet mikropreveinkubator ved 57 °C i 25 minutter.
11. Placér CAP1 MIDI-pladen i en magnetisk holder i 2 minutter.

12. Hold pladen pa det magnetiske stativ. Uden at forstyrre perlepelleten, brug en pipette indstillet til 200 pl til
at fjerne og kassere alle supernatanter fra hver prgvebrend.

/N FORSIGTIG

Fortszet straks til det naeste trin (Vask pa side 49). Lad ikke perlepelleten hensta i en laengere
periode, uden at der er vaeske til stede.
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Vask

1.

Vask perlerne, som faglger.

a. Fjern CAP1 MIDI-pladen fra det magnetiske stativ.

b. Tilfgj 200 ul EEW til hver brand.

c. Brug en pipette indstillet til 150 pl, og bland ved pipettering mindst 10 gange. Sarg for, at alle perler er
resuspenderet.
Serg for, at der ikke er perlepellets til stede ved forsigtigt at opsuge hele brgndens perleoplgsning i
spidsen. Efterse visuelt bunden af hver brend. Hvis der forekommer en perlepellet, skrastil
pipettespidsen mod perlepelleten under vasketrinnene for at Iasne pelleten. Sgrg for, at perlepelleten er
helt nedsaenket i oplgsningen. Oplgsningen ber veere magrkebrun og have en homogen konsistens.

d. Péfer selvkleebende pladeforsegler p& CAP1 MIDI-pladen.
Forsegl kanter og brende fuldstaendigt for at undga fordampning.

e. Omrystved 1800 o/min. i 4 minutter.

f. Inkubérien mikroprgveinkubator ved 57 °C i 5 minutter.

g. Placér CAP1 MIDI-pladenien magnetisk holder i 2 minutter.

h. Hold pladen pa det magnetiske stativ. Uden at forstyrre perlepelleten, brug en pipette indstillet til 200 pl

til at fjerne og kassere alle supernatanter fra hver prgvebrgnd.

2. Vask perlerne en ekstra gang.

3. Vask perlerne en tredje gang.

4. Brug en pipette med fine spidser til at fjerne resterende EEW fra hver brend.

Eluér

1. Fjern CAP1 MIDI-pladen fra det magnetiske stativ.

2. Bland frisk EE2 + HP3-elueringsblanding pa vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt.

3. Tilfej forsigtigt 17 ul EE2 + HP3-elueringsblanding til hver biblioteksbrgnd i CAP1 MIDI-pladen.

4. Kassérresterende EE2 + HP3-elueringsblanding.

5. Pafer selvkleebende pladeforsegler pa CAP1 MIDI-pladen.
Forsegl kanter og brgnde fuldstaendigt.

6. Omryst ved 1800 o/min. i 2 minutter.

7. Placér pa en magnetisk holder i 2 minutter.

8. Markér en ny 96-brends PCR-plade ELU1 (Eluering 1).

9. Bland ET2 pé vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt.

10. Tilfgj 5 pl ET2 til hver tilsvarende biblioteksbrgnd i den nye ELU1 PCR-plade.

11. Overfar forsigtigt 15 pl eluat fra hver biblioteksbrgnd i CAP1 MIDI-pladen til den tilsvarende brgnd i ELU1
PCR-pladen.

12. Kassér den tomme CAP1 MIDI-plade.
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13. Péfer selvklaebende pladeforsegler pa ELU1 PCR-pladen.
Forsegl kanter og brgnde fuldsteendigt for at undga fordampning.

14. Omryst ved 1200 o/min. i 2 minutter.
15. Saet EEW tilbage i opbevaring.

Konfigurér anden hybridisering

Dette trin binder malrettede omréader af de berigede gDNA-biblioteker med indfangningsprober en ekstra gang.
Den anden hybridisering sikrer hej specificitet i de indfangede omrader. For at sikre optimal berigelse af
bibliotekerne skal der udferes et ekstra hybridiseringstrin ved 57 °C i mindst 1,5 time og hgjst 4 timer.

Klargering

1. Klarger felgende reagenser.

* TCB1-Opvarm rgret ved 37 °C i 5 minutter. Bland pa vortexblander i 10 sekunder, og centrifugér
derefter kortvarigt.

* TCA1-Bland pa vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt.
* OPD2 - Bland pé vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt.

* OPD3 - Bland pa vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt.

Fremgangsmade

1. Inspicér TCB1 for bundfald. Hvis der er bundfald, skal reret opvarmes igen og blandes pa vortexblander,
indtil krystallerne er oplgst.

2. Tilfej 15 ul TCB1 til hver biblioteksbrand i ELUT PCR-pladen.
Tilfgj 10 pl TCA1 til hver biblioteksbrand.

Tilfej den samme sonde, der blev brugt under den ferste hybridisering, til hver brgnd. Tilfgj kun ét probesaet
pr. brend.
Kombinér ikke forskellige typer af prober.

* [DNA-biblioteksbronde] - Tilfgj 5 ul OPD2 (hvidt 1ag) til hvert bibliotek afledt fra DNA.
* [DNA-biblioteksbrgnde] - 5 ul OPD3 (blat Iag) til hvert bibliotek afledt fra DNA til HRD-berigelse.

5. Pafer selvkleebende pladeforsegler pa ELU1 PCR-pladen.
Forsegl kanter og brgnde fuldsteendigt for at undga fordampning.

6. Omrystved 1200 o/min. i 2 minutter.

Placér pa termocykler, og ker HYB2-programmet.
Se Programmér termocykler pa side 35.

8. Hybridisér ved 57 °C i mindst 1,5 time og hgjst 4 timer.

Saet hybridiseringsreagenser tilbage i opbevaring.
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Indfang Targets Two

Dette trin anvender SMB til at indfange prober hybridiseret til de mélrettede interesseomrader. Perlerne vaskes
én gang med RSB. De berigede biblioteker elueres ved hjeaelp af frisk EE2 + HP3-elueringsblanding og
neutraliseres med ET2.

Klargering

1. Forvarm en mikroprgveinkubator med MIDI-varmeblokindsats til 57 °C.
2. Klarger fglgende reagenser.

* EE2-Bland pa vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt.

* HP3-Bland pa vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt.

* SMB -Serg for, at perlerne har veeret opbevaret ved stuetemperatur i 30 minutter.
Serg for at bruge SMB, og ikke SPB, til denne procedure.

* RSB-Seet til side til brug i proceduren.
* ET2-Seet til side til brug i proceduren.
3. Klarger frisk EE2 + HP3-elueringsblanding i et mikrocentrifugerar.

Tabel 24 EE2 + HP3-elueringsblanding til Indfang Targets Two*

Komponent i - - - -
. . 8 biblioteker 16 biblioteker 24 biblioteker 48 biblioteker
elueringsblanding
EE2 228 pl 456 ul 684 ul 1368 i
HP3 12 pl 24 36 ul 72 ul

*Denne tabel omfatter overskud af volumen. Se Handtering af reagenser pa side 28 for beregninger.
4. Bland pa vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt. Szet til side til trin £/uér pa side 52.
Markér en ny 96-brgnds MIDI-plade CAP2 (Indfang 2).

6. Placér magneten.

Fremgangsmade

Bind

1. Fjern ELU1 PCR-pladen fra termocykleren.

2. Centrifugér ELU1 PCR-pladen ved 280 x g i 1 minut.

3. Bland SMB pé vortexblander i 1 minut for at resuspendere perlerne.
4

Tilfgj straks 150 pl SMB til hver biblioteksbrand i CAP2 MIDI-pladen.
Hvis der bruges en skal til at dispensere SMB, skal der inkluderes et overskud pa 1,05 ved portionsopdeling
for at give tilstrackkeligt materiale per prove.

5. Kassér eventuelt overskydende materiale efter tilfgjelse af SMB til hver prevebrend.
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10.

11.
12.

Indstil pipetten til 50 ul, og overfer hele volumenen af hvert bibliotek fra ELU1 PCR-pladen til den tilsvarende
brend i CAP2 MIDI-pladen.

Kassér den tomme ELU1 PCR-plade.

Pafer selvklaebende pladeforsegler pd CAP2 MIDI-pladen.
Forsegl kanter og brende fuldstaendigt for at undga fordampning.

Omryst ved 1800 o/min. i 2 minutter.

Inkubér i en mikropreveinkubator ved 57 °C i 25 minutter.
Hvis du fortsaetter med Amplificér beriget bibliotek pa side 54, skal du felge instruktionerne for optening af
reagenser i afsnit Klarger til protokol.

Placér pa en magnetisk holder i 2 minutter.

Bibehold CAP2 MIDI-pladen pa det magnetiske stativ. Uden at forstyrre perlepelleten, brug en pipette
indstillet til 200 pl til at fjerne og kassere alle supernatanter fra hver prgvebrend.

/N FORSIGTIG

Fortseet straks til det naeste trin (Vask pa side 52). Lad ikke perlepelleten hensta i en leengere
periode, uden at der er vaeske til stede.

Vask

1. Fjern CAP2 MIDI-pladen fra det magnetiske stativ.

2. Vend op og ned, eller bland RSB pa vortexblander.

3. Tilfgj 200 ul RSB til hver brgnd.

4. Pafer selvkleebende pladeforsegler pa CAP2 MIDI-pladen.

o

Forsegl kanter og brgnde fuldstaendigt.
Omryst ved 1800 o/min. i 4 minutter.
Placér pladen pa det magnetiske stativ i 2 minutter.

Hold pladen pa det magnetiske stativ. Uden at forstyrre perlepelleten, brug en pipette indstillet til 200 il til
at fjerne og kassere alle supernatanter fra hver prevebrond.

Brug en pipette med fine spidser til at fjerne resterende RSB fra hver brgnd.

Eluér

I

Fjern CAP2 MIDI-pladen fra det magnetiske stativ.

Bland frisk EE2 + HP3-elueringsblanding pa vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt.
Tilfgj 22 ul EE2 + HP3-elueringsblanding til hver biblioteksbrgnd i CAP2 MIDI-pladen.

Kassér resterende EE2 + HP3-elueringsblanding.

Pafer selvklaebende pladeforsegler pd CAP2 MIDI-pladen.
Forsegl kanter og brgnde fuldstaendigt.

Omryst ved 1800 o/min. i 2 minutter.
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7.
8.
9.

10.
11.

12.
13.

14.
15.

Placér pa en magnetisk holder i 2 minutter.

Markér en ny 96-brends PCR-plade ELU2 (Eluering 2).

Bland ET2 pa vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt.

Tilfgj 5 pl ET2 til hver tilsvarende biblioteksbrgnd i den nye ELU2 PCR-plade.

Overfer forsigtigt 20 ul eluat fra hver biblioteksbrend i CAP2 MIDI-pladen til den tilsvarende brend i ELU2
PCR-pladen.

Kassér den tomme CAP2 MIDI-plade.

Pafer selvklaebende pladeforsegler pd ELU2 PCR-pladen.
Forsegl kanter og brende fuldstaendigt for at undga fordampning.

Omryst ved 1200 o/min. i 2 minutter.
Seet SMB, EE2, HP3, RSB og ET2 tilbage i opbevaring.

SIKKERT STOPTIDSPUNKT

Hvis du stopper, skal ELU2 PCR-pladen centrifugeres ved 280 x g i1 minut og opbevares ved -25 °C til -15 °C i
op til 7 dage.

Klarger til protokol

Denne klargering er ngdvendig for at udfere protokoltrinnene op til det naeste sikre stoppunkt.

1.

Klarger en isspand eller tilsvarende.

2. Tagreagensrerene ud af asken, og fglg instruktionerne til optening.
Tabel 25 TruSight Oncology Comp Enrichment (nedfrosset) seske (delnummer 20031121) udover TruSight
Oncology Comp HRD Enrichment (nedfrosset) aeske (delnummer 20140115)
Reagens Opbevaring Instruktioner til optening Protokoltrin
PPC3 -25°Ctil-15°C Optas ved stuetemperatur. Amplificér beriget bibliotek
EPM -25°Ctil-15°C Hold afkelet. Amplificér beriget bibliotek
Tabel 26 TruSight Oncology Comp Enrichment (kgl) seske (delnummer 20031123) udover TruSight
Oncology Comp HRD Enrichment (kal) aeske (delnummer 20140116)
Reagens Opbevaring Instruktioner til optoning Protokoltrin
SPB 2°Ctil8°C Lad hensta i 30 minutter for Oprens amplificeret, beriget
(lysegrent at opna stuetemperatur. bibliotek
meerkat)
RSB 2°Ctil8°C Lad hensta for at opna Oprens amplificeret, beriget
rumtemperatur. bibliotek
Klarger til sekventering
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Amplificér beriget bibliotek
Dette trin anvender primere til at amplificere berigede biblioteker.
Klargering

1. Hvis ELU2-pladen har vaeret opbevaret, skal den opta@s ved stuetemperatur og derefter centrifugeres ved
280 x g i 1 minut.

Fremgangsmade

Bland PPC3 pé vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt.

Tilfgj 5 pl PPC3 til hver biblioteksbrend i ELU2 PCR-pladen.

Bland EPM pa vortexblander i 5 sekunder, og centrifugér derefter kortvarigt.
Tilfgj 20 pl EPM til hver biblioteksbreond.

Pafer selvklaebende pladeforsegler pd ELU2 PCR-pladen.
Forsegl kanter og brgnde fuldsteendigt for at undga fordampning.

I

o

Omryst ved 1200 o/min. i 2 minutter.

Placér pa en termocykler, og ker EL-PCR-programmet.

Se Programmér termocykler pa side 35.

Hvis du fortsaetter med Normalisering af biblioteker pa side 57, skal du felge instruktionerne for optgning i
afsnittet Klarger til protokol.

8. Saet PPC3 og EPM tilbage i opbevaring.

Oprens amplificeret, beriget bibliotek

Dette trin bruger SPB til at oprense de berigede biblioteker fra ugnskede reaktionsbestanddele. Perlerne vaskes
to gange med frisk 80 % ethanol. Bibliotekerne elueres med RSB.

Klargering

1. Klarger felgende reagenser.

* SPB-Sgrg for, at perlerne har veeret opbevaret ved stuetemperatur i 30 minutter. Serg for at bruge
SPB, ikke SMB til denne procedure.

* RSB-Seettil side til brug i proceduren.
2. Klarger frisk 80 % ethanol i et 15 ml eller 50 ml konisk rar.
Tabel 27 Klarger frisk 80 % ethanol

Reagens 8 biblioteker 16 biblioteker 24 biblioteker 48 biblioteker
100 % EtOH, ren 4 ml 8 mi 12 ml 24 ml
RNase/DNase-free water Tml 2ml 3ml 6 ml
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3. Bland frisk 80 % EtOH pa vortexblander.
4. Markér en ny 96-bregnds MIDI-plade BIND2 (Binding ved oprensning).
5. Placér magneten.
Fremgangsmade
Bind
1. Fjern ELU2 PCR-pladen fra termocykleren.
2. Centrifugér ELU2 PCR-pladen ved 280 x g i 1 minut.
3. Bland SPB pa vortexblander i 1 minut for at resuspendere perlerne.
4. Tilfgj straks 110 pl SPB til hver biblioteksbrgnd i BIND2 MIDI-pladen.
Hvis der bruges en skal til at dispensere SPB, skal der inkluderes et overskud pa 1,15 ved portionsopdeling
af tilstraekkeligt materiale per prove. Kassér eventuelt overskydende materiale, efter at SPB er tilfgjet til
hver prgvebrgnd.
Overfer 50 pl af hvert bibliotek fra ELU2 PCR-pladen til den tilsvarende brgnd i BIND2 MIDI-pladen.
6. Kassérden tomme ELU2 PCR-plade.
7. Pafer selvkleebende pladeforsegler til BIND2 MIDI-pladen.
Forsegl kanter og brgnde fuldstaendigt.
Omryst ved 1800 o/min. i 2 minutter.
Inkubér ved stuetemperatur i 5 minutter.
10. Placer BIND2 MIDI-pladen i en magnetisk holder i 5 minutter.
11. Hold pladen pa det magnetiske stativ. Uden at forstyrre perlepelleten, brug en pipette indstillet til 200 pl til
at fjerne og kassere alle supernatanter fra hver prgvebrgnd.
Vask
1. Vask perlerne, som fglger.
a. Hold BIND2 MIDI-pladen pa den magnetiske holder, og tilfgj 200 pl frisk 80 % EtOH til hver brend.
b. Vent 30 sekunder.
c. Uden at forstyrre perlepelleten, brug en pipette indstillet til 200 pl til at fijerne og kassere alle
supernatanter fra hver prgvebregnd.
2. Vask perlerne en ekstra gang.
Brug en pipette med fine spidser til at fjerne resterende EtOH fra hver brgnd.
Kassér ubrugt 80 % EtOH.
Eluér
1. Fjern BIND2 MIDI-pladen fra den magnetiske holder.
2. Vend op og ned, eller brug vortexblander for at blande RSB.
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Tilfgj 32 pl RSB til hver biblioteksbreond.

Pafer selvklaebende pladeforsegler til BIND2 MIDI-pladen.
Forsegl kanter og brgnde fuldstaendigt.

-

Omryst ved 1800 o/min. i 2 minutter.

Inkubér ved stuetemperatur i 2 minutter.

Placér pa en magnetisk holder i 2 minutter.

Markér en ny 96-brends PCR-plade PL (Oprensede biblioteker).

Overfegr 30 pl af hvert eluat fra BIND2 MIDI-pladen til den tilsvarende brgnd i PL PCR-pladen.
10. Kassér den tomme BIND2 MIDI-plade.

11. Pafer selvklaebende pladeforsegler til PL PCR-pladen.

12. Saet SPB og RSB tilbage i opbevaring.

© © N o v

SIKKERT STOPTIDSPUNKT

Hvis du stopper, skal PL PCR-pladen centrifugeres ved 280 x g i1 minut og opbevares ved -25° C til-15°Ciop
til 30 dage.

Klarger til protokol

Denne klargering er ngdvendig for at udfare protokoltrinnene op til det naeste sikre stoppunkt.
1. Tagreagensrogrene ud af asken, og felg instruktionerne til optening.

Tabel 28 TruSight Oncology Comp Enrichment (nedfrosset) eeske (delnummer 20031121) udover TruSight
Oncology Comp HRD Enrichment (nedfrosset) aeske (delnummer 20140115)

Reagens Opbevaring Instruktioner til optening Protokoltrin
LNA1 -25°Ctil-15°C Optas ved stuetemperatur. Normalisering af biblioteker
EE2 -25°Ctil-15°C Optas ved stuetemperatur. Normalisering af biblioteker

Tabel 29 TruSight Oncology Comp Enrichment (kgl) seske (delnummer 20031123) udover TruSight
Oncology Comp HRD Enrichment (kal) aeske (delnummer 20140116)

Reagens Opbevaring Instruktioner til optoning Protokoltrin

LNB1 2°Ctil8°C Lad hensta i 30 minutter for Normalisering af biblioteker
at opna stuetemperatur.

HP3 2°Ctil8°C Lad hensta for at opna Normalisering af biblioteker
rumtemperatur. Klarger til sekventering

LNW1 2°Ctil8°C Lad hensta for at opna Normalisering af biblioteker
rumtemperatur.

LNS1 2°Ctil8°C Lad hensta for at opna Normalisering af biblioteker
rumtemperatur.
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2. Hvis du fortsaetter samme dag med Klarger til sekventering pa side 60, skal du felge instruktionerne til

optaning i afsnittet Klarger til protokol.

Normalisering af biblioteker

Denne proces anvender LNB1 plus additiver (LNA1) til at normalisere maengden af hvert bibliotek for at sikre en
ensartet biblioteksrepraesentation i bibliotekspuljerne. Perlerne vaskes to gange med LNW!1. Bibliotekerne
elueres med frisk EE2 + HP3-elueringsblanding og neutraliseres med LNS1.

Klargering

1.

Klarger felgende reagenser.

* LNB1-Sargfor, at perlerne har vaeret opbevaret ved stuetemperatur i 30 minutter.
* LNA1-Bland pa vortexblander.

* EE2-Bland pa vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt.

* HP3-Bland pa vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt.

* LNW?1-Bland pa vortexblander. Seet til side til brug i proceduren.

* LNS1-Bland pa vortexblander. Seet til side til brug i proceduren.

2. Udfer pulsblanding p& LNB1 i vortexblander i 1 minut for at resuspendere perlerne.
Vend LNB1-rgret op og ned for at sikre, at alle perlerne er resuspenderet.
Gentag pulsblandingen i vortexblander i 1 minut, hvis der observeres en pellet.
4. Brug en pipette indstillet til 800 pl til at pipettere LNB1 op og ned 10 gange for at sikre resuspension.
Klarger straks frisk LNA1T + LNB1-masterblanding i et konisk rar.
/N  FORSIGTIG
Resuspendér LNB1-perlepelleten helt i bunden af reret for at forhindre uensartet clusterdensitet.
Tabel 30 LNA1T + LNB1-masterblanding*
Bestanddel i - - - .
e 8 biblioteker 16 biblioteker 24 piblioteker 48 biblioteker
LNA1 610 pl 1219 pl 1829 pl 3658 ul
LNB1 110 pl 221 331l 662 pl
*Denne tabel omfatter overskud af volumen. Se Handtering af reagenser pa side 28 for beregninger.
6. Bland LNA1 + LNB1-masterblanding pa vortexblander. Seet til side til trin Binding pa side 58.
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10.
1.

Klarger frisk EE2 + HP3-elueringsblanding i et mikrocentrifugerer.
Tabel 31 EE2 + HP3-elueringsblanding til normalisering af biblioteker*

Komponent i
elueringsblanding

EE2 304 ul 608 pl 912 ul 1824 pl
HP3 16 pl 32l 48 pl 96 pl

8 biblioteker 16 biblioteker 24 biblioteker 48 biblioteker

*Denne tabel omfatter overskud af volumen. Se Handtering af reagenser pa side 28 for beregninger.

Bland frisk elueringsblanding pa vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt. Seet til side til trin E/uér pa
side 59.

Hvis PL PCR-pladen har veeret opbevaret, skal den optes ved stuetemperatur og centrifugeres ved 280 x gi
1 minut. Bland ved pipettering.

Markér en ny 96-bregnds MIDI-plade BBN (Perlebaseret normalisering).

Placér magneten.

Fremgangsmade

Binding

I N

© ® N O

Bland LNA1 + LNB1-masterblanding pa vortexblander.
Tilfgj straks 45 pl LNA1 + LNB1-masterblanding til hver biblioteksbrgnd i BBN MIDI-pladen.
Kassér den resterende LNA1 + LNB1-masterblanding.
Tilfgj 20 pl af hvert bibliotek fra PL PCR-pladen til den tilsvarende brgnd i BBN MIDI-pladen.

Pafer selvklaebende pladeforsegler pa BBN MIDI-pladen.
Forsegl kanter og brgnde fuldstaendigt.

Omryst ved 1800 o/min. i 30 minutter.
Pafer selvklaebende pladeforsegler til PL PCR-pladen, og szet den tilbage til opbevaring.
Placér BBN MIDI-pladen i en magnetisk holder i 2 minutter.

Hold pladen pa det magnetiske stativ. Uden at forstyrre perlepelleten, brug en pipette indstillet til 200 il til
at fjerne og kassere alle supernatanter fra hver prevebreond.

Vask

1.

Vask perlerne, som fglger.
a. Fjern BBN MIDI-pladen fra det magnetiske holder.
b. Tilfgj 45 ul LNW?1 til hver biblioteksbrand.

c. Pafer selvkleebende pladeforsegler pd BBN MIDI-pladen.
Forsegl kanter og brgnde fuldstaendigt.

d. Omryst ved 1800 o/min. i 5 minutter.
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e. Placér BBN MIDI-pladen i en magnetisk holder i 2 minutter.

f. Hold pladen pa det magnetiske stativ. Uden at forstyrre perlepelleten, brug en pipette indstillet til 200
til at fjerne og kassere alle supernatanter fra hver prgvebrgnd.

2. Vask perlerne en ekstra gang.

3. Brug en pipette med fine spidser til at fjerne resterende supernatant fra hver brend.

Eluér

Fjern BBN MIDI-pladen fra det magnetiske holder.

Bland frisk EE2 + HP3-elueringsblanding pa vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt.
Tilfgj 32 ul EE2 + HP3-oplg@sning til hver biblioteksbrend i BBN MIDI-pladen.

Kassér den resterende elueringsblanding.

I

Pafer selvklaebende pladeforsegler pa BBN MIDI-pladen.
Forsegl kanter og brgnde fuldstaendigt.

Omryst ved 1800 o/min. i 2 minutter.
Placér pa en magnetisk holder i 2 minutter.

Markér en ny 96-brends PCR-plade NL (Normaliserede biblioteker).

© ©® N o

Overfor forsigtigt 30 pl eluat fra hver biblioteksbrend i BBN MIDI-pladen til den tilsvarende brend i NL
PCR-pladen.

/N FORSIGTIG

Hvis perlerne suges op i pipettespidsen, skal du dispensere perlerne tilbage pa pladen pa den
magnetiske holder og vente, indtil veesken er klar (~2 minutter), inden du fortsaetter til det naeste
trini proceduren.

10. Kassér den tomme BBN MIDI-plade.

11. Bland LNS1 pa vortexblander.

12. Tilfej 30 I LNS1 til hver biblioteksbrend i en ny NL PCR-plade.

13. Bland fem gange ved pipettering.

14. Tilfej selvklaebende pladeforsegler til NL PCR-pladen.
Forsegl kanter og brende fuldsteendigt.

15. Saet LNB1, LNA1, EE2, LNW1 og LNS1 tilbage i opbevaring.

SIKKERT STOPTIDSPUNKT

Hvis du stopper, skal NL PCR-pladen centrifugeres ved 280 x g i 1 minut og opbevares ved -25° C til-15°Ciop
til 32 dage.

Klarger til protokol

Denne klarggring er ngdvendig for at udfere protokoltrinnene op til sekventering.
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Start klargering af sekventeringsmaterialer fra NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cyklusser)
(delnummer 20028871) mindst en time inden brug.

1.

Tag biblioteksfortyndingsbufferen (HT1) ud af opbevaring ved -25 °C til -15 °C. Optgs ved stuetemperatur.
Hold afkeglet efter optening.

Folg forberedelsesinstruktionerne i Oversigtsvejledning til NextSeq 550Dx-instrument (dokumentnr.
7000000009513) for andre forbrugsvarer i saettet.

* NextSeq 550Dx High Output Reagent Cartridge v2 (300 cyklusser)

* NextSeq 550Dx Buffer Cartridge v2 (300 cyklusser)

* NextSeq 550Dx High Output Flow Cell Cartridge v2.5 (300 cyklusser)

Tag reagensrerene ud af aesken, og felg instruktionerne til optening.

Tabel 32 TruSight Oncology Comp Enrichment (nedfrosset) aeske (delnummer 20031121)
Reagens Opbevaring Instruktioner til optening Protokoltrin

PhiX-kontrol ~ -25°Ctil-15°C Optegs ved stuetemperatur. Klarger til sekventering
Hold afkelet efter optgning.

Tabel 33 TruSight Oncology Comp Enrichment (kgl) aeske (delnummer 20031123) udover TruSight
Oncology Comp HRD Enrichment (kal) aeske (delnummer 20140116)

Reagens Opbevaring Instruktioner til optening Protokoltrin

HP3 2°Ctil8°C Lad hensta for at opna Klarger til sekventering
rumtemperatur.

RSB (pink 2°Ctil8°C Lad hensta for at opna Klarger til sekventering

etiket) rumtemperatur.

Klarger til sekventering

Hver DNA-sekventeringskersel skal indeholde en positiv kontrol og en NTC. NTC'en sekventeres gentagne
gange efter behov, séledes at hver karsel indeholder en NTC. Hver karsel inkluderer en separat, positiv kontrol.

Klargering

aopowoN 2

Gennemga retningslinjerne for Antal biblioteker og valg af indekser pa side 30.
Markér et mikrocentrifugerer dHP3 (fortyndet HP3).

Markér et mikrocentrifugerar dPhiX (fortyndet PhiX).

Forvarm en varmeblok til 96 °C til mikrocentrifugerer.

Klarger en isspand eller tilsvarende.

Fortynd og denaturér PhiX-kontrol

1.

Bland HP3 pé vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt.
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2. Kombinér felgende volumener i dHP3-mikrocentrifugereret.

* 10plHP3

* 190 pyl RNase/DNase-free water

Bland dHP3 pa vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt.
Vend op og ned, eller bland RSB pa vortexblander.

Bland PhiX-kontrol pa vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt.

o gk~ w

Kombinér fglgende volumener i dPhiX-mikrocentrifugereret.

* 8ulRSB

* 2 plPhiX-kontrol

7. Tilfgj 10 pl dHP3 til dPhiX-rgret.

8. Kassér dHP3-roret.

9. Bland dPhiX-rgret pa vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt.
10. Inkubér dPhiX ved stuetemperatur i 5 minutter for at denaturere.

11. Bland HT1 pa vortexblander.

12. Tilfej straks 980 ul HT1, der er afkeglet pa forhand, til dPhiX.

13. Bland pé vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt.

14. Placer dPhiX kgligt indtil klarggring af den anden fortynding.
Den endelige koncentration er 20 pM dPhiX.

15. Saet PhiX, HP3 og RSB tilbage i opbevaring.

Puljedannelse og denaturering af biblioteker

1. Hvis NL PCR-pladen har veeret opbevaret, skal den optgs til stuetemperatur, og derefter skal pladen
centrifugeres ved 280 x g i 1 minut.

2. Brug en multikanalpipette indstillet til 30 wl til forsigtigt at blande bibliotekerne i NL PCR-pladen 5 gange ved
pipettering.
Brug friske spidser til hvert bibliotek.

/N FORSIGTIG

Serg for at blande bibliotekerne godt for at opna optimal ydeevne.

Markér et mikrocentrifugerar PDL (Pooled DNA Libraries — Samlede DNA-biblioteker).
Markér et mikrocentrifugerar PHL (Pooled HRD Libraries — Samlede HRD-biblioteker).

Overfer 10 pl af hvert normaliseret, OPD2-beriget DNA-bibliotek fra NL-pladen til PDL-raret.
To biblioteker med samme indeksprimer mé ikke samles i en pulje.

6. Overfar 10 pl af hvert normaliseret, OPD3-beriget DNA HRD-bibliotek fra NL-pladen til PHL-rgret.
To biblioteker med samme indeksprimer ma ikke samles i en pulje.

7. Tilfej selvklaebende pladeforsegler til NL PCR-pladen.
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Forsegl kanter og brgnde fuldstaendigt.
Bland PDL- og PHL-rgrene pa vortexblander.
Centrifugér PDL- og PHL-rgrene kortvarigt.
10. Inkubér PDL- og PHL-rgrene i en varmeblok ved 96 °C i 2 minutter.
11. Placér PDL- og PHL-rerene paisi5 minutter.
12. Bland PDL- og PHL-rerene pa vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt.

13. Seet PDL- og PHL-rgrene tilbage pa is.

Klarger ferste fortynding

—_

Markér et mikrocentrifugerer DIL1 (Fortynding 1).

Overfgr 20 ul PDL til det tomme DIL1-rgr.

Kassér PDL-rgret.

Tilfej 5 pl PHL til DIL1.

Tilfej 475 ul HT1, der er afkalet pa forhand, til DIL1-reret (fortynding 1:20).
Bland DIL1-rgret pa vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt.

Kassér PHL-raret.

® N O U AW N

[Fejlfinding] Hvis der efter sekventering observeres QC-fejl pa kerselsniveau eller systemisk bibliotek i
forbindelse med perlebaseret normalisering, skal du fortsaette til Fejifinding af arbejdsgang: Klarger justeret
anden fortynding pa side 63.

Klarger anden fortynding

Markér et 2,0 ml mikrocentrifugerar DIL2 (Fortynding 2).

Overfor 40 pl DIL1 til det tomme DIL2-rar.

Kassér DIL1-reret.

Tilfej 1660 ul HT1, der er afkelet pa forhand, til DIL2-reret (fortynding 1:850).

Bland den klargjorte 20 pM dPhiX pa vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt.
Tilfgj 2,5 pl klargjort 20 pM dPhiX til DIL2-reret.

Bland pa vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt.

Tilfej 1300 plI DIL2 til den opteede NextSeq 550Dx High Output Reagent Cartridge v2 (300 cyklusser).
Se Oversigtsvejledning til NextSeq 550Dx-instrument (dokumentnr. 1000000009513) for yderligere
oplysninger.

9. KassérDIL2-rgret.

10. Centrifugér NL PCR-pladen ved 280 x g i1 minut, og opbevar ved -25 °C til -15 °C i op til 32 dage.

® N s 0N

11. Fortseet til sekventering.
Se Oversigtsvejledning til NextSeq 550Dx-instrument (dokumentnr. 1000000009513) for yderligere
oplysninger.
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Fejlfinding af arbejdsgang: Klarger justeret anden fortynding

Brug denne arbejdsgang til fejlfinding, nar der observeres korsels- eller systemiske biblioteks-QC-fejl i
forbindelse med perlebaseret normalisering (se Fejlfinding pa side 68 for yderligere oplysninger).
Klyngedensiteter uden for omradet 170-220 K/mm?2 ber ikke justeres, medmindre de er forbundet med en
QC-fejl. Nar trinnet Klarger forste fortynding er fuldfert, skal der klargeres endnu en fortynding med de justerede
DIL1- og HT1-volumener.

BEMAZERK Denjusterede anden fortynding anvendes pr. biblioteksklargering. Efter hgj eller lav
clusterdensitet forarsager henholdsvis en ugyldig sekventeringskersel eller en ugyldig
biblioteks-QC, kan efterfglgende kersler fra samme biblioteksklargering justeres med den
samme clusterdensitetsvaerdi. Kgrsler fra en ny biblioteksklargering falger
standardarbejdsgangen.

1. Anvend Tabel 34 til at finde clusterdensitetsomradet (K/mm?2), inklusive vaerdien observeret i
sekventeringskarslen. Bemaerk den tilsvarende justerede volumen af DIL1 (ul) og HT1 (ul).
Den kombinerede reagensvolumen er altid 1700 pl, hvilket svarer til den nominelle fortyndingsvolumen.

Tabel 34 Volumenjusteringer baseret pa klyngedensitet

Omrade for klyngedensitet (K/mm2)  Volumen DIL1 (ul) Volumen HT1 (pl)
=50 199 1501
51-70 169 1531
71-90 123 1577
91-110 95 1605
111-130 76 1624
131-150 63 1637
151-169 53 1647
170-220 40 1660
221-240 31 1669
241-260 28 1672
261-280 25 1675
281-300 22 1678
= 300 21 1679
2. Markér et 2,0 ml mikrocentrifugerer TDIL2 (fejlfindingsfortynding 2).
3. Overfar volumen af DIL1 fra Tabel 34 til det tomme TDIL2-ror.
4. Kassér DIL1-roret.
5. Tilfgj volumen af forkglet HT1 fra Tabel 34 til TDIL2-roret.
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Bland den klargjorte 20 pM dPhiX pa vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt.
Tilfgj 2,5 pl klargjort 20 pM dPhiX til TDIL2-rgret.
Bland pé vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt.

Tilf@j 1300 pl TDIL2 til den opteede NextSeq 550Dx High Output Reagent Cartridge v2 (300 cyklusser).

Se Oversigtsvejledning til NextSeq 550Dx-instrument (dokumentnr. 1000000009513) for yderligere
oplysninger.

10. Kassér TDIL2-roret.

11. Centrifugér NL PCR-pladen ved 280 x g i 1 minut, og opbevar derefter ved -25 °C til -15 °C i op til 32 dage.

© © N o

12. Fortseet til sekventering.
Se Oversigtsvejledning til NextSeq 550Dx-instrument (dokumentnr. 1000000009513) for yderligere
oplysninger.

Tolkning af resultater

Sekventeringsresultaterne fra TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-analysen rapporteres individuelt for hver
preve i en PDF-rapport og en JSON-rapport. Derudover genereres en rapport om lav dybde
(LowDepthReport.tsv) pa preveniveauet.

Pa kerselsniveauet genereres fglgende outputfiler:

® ControlOutput.tsv

® MetricsOutput.tsv

Kun variationer, der bestar kvalitetskontrollen, vises i PDF- og JSON-rapporterne.

For detaljerede analyseoplysninger henvises til Vejledning til arbejdsgang for analysemodulet (dokumentnr.
200080937) lllumina Connected Run TruSight Oncology Comprehensive HRD (EU, DRAGEN).

Resultater af ledsagende diagnosticering

Der er tre mulige resultater for hver erklaeret formal for CDx:
* Positiv - En variation eller biomarker er detekteret (CDx).

* Ikke detekteret - Der er ikke detekteret nogen variationer eller biomarkerer tilknyttet den tilteenkte
anvendelse af CDx i pr@ven. Den valgte cancertype for praven er relevant for CDx.

* Intet resultat - Det er ikke muligt at fastsla en variation af biomarkerer af én eller flere af de fglgende
arsager:
— Sekventeringskerslen bestod ikke specifikationerne for kvalitetskontrollen.

— Biblioteket bestod ikke de pakraevede specifikationer for kvalitetskontrollen. For QC-kategorier, der
bestod, blev der ikke pavist ledsagende diagnostiske variationer eller biomarkerer.

— Biblioteket bestod ikke de pakraevede NTC og specifikationer for positiv kontrol.

Dokumentnr. 200080934 v00 64 af 94

TIL IN VITRO DIAGNOSTISK BRUG. KUN TIL EKSPORT.



Indlaegsseddel til TruSight Oncology Comprehensive HRD (DRAGEN) (EU) illumina

Alle CDx-resultater rapporteres i afsnittet Resultater af ledsagende diagnosticering i JSON-rapporten. Kun
positive resultater angives i afsnittet Resultater af ledsagende diagnosticering i PDF-rapporten.

Kvalitetskontrol

Sekventeringskarsel, bibliotek og prevevaliditet bestemmes automatisk og rapporteres af Analysemodulet TSO
Comprehensive (EU, DRAGEN). Se Tabel 35 og Tabel 36 for de QC-malinger og specifikationer, der geelder for
sekventeringskearsel, bibliotek og kontroller. Hvis den positive kontrol eller NTC ikke opfylder specifikationerne,
ugyldigger softwaren automatisk patientpraver baseret pa kontrolpraveresultaterne. Se Vejledning til
arbejdsgang for analysemodulet (dokumentnr. 200080937) lllumina Connected Run TruSight Oncology
Comprehensive HRD (EU, DRAGEN) for detaljerede analyseoplysninger. TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-
rapporten, der er tilgeengelig i PDF- og JSON-formater, opsummerer resultater af kvalitetskontroller.
Rapportfilerne findes i analysemappen. Se Vejledning til arbejdsgang for analysemodulet (dokumentnr.
200080937) lllumina Connected Run TruSight Oncology Comprehensive HRD (EU, DRAGEN) for placeringen af
analysemappen (indeholder PDF-og JSON-rapporter) og k@rselsmappen.

Ugyldige sekventeringskersler og biblioteker skal gentages. Se Fejifinding pa side 68 for flere oplysninger om
gentagelse af sekvenskarsler eller test af biblioteker. Foretag yderligere kvalitetskontrolmalinger i henhold til
laboratoriets kvalitetsstyringssystem, i overensstemmelse med lokale, statslige og/eller faderale forordninger
eller akkrediteringskrav.

Se Nukleinsyreekstraktion, kvantificering og opbevaring pa side 21 for flere oplysninger om kvantificering af
nukleinsyre og minimumskrav til inputmateriale.
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Tabel 35 TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-rapport med resultat af QC-malinger

Pavirkning fra

Outputtype Malin Specifikation Beskrivelse
PUttyp g P specifikationsfejl*

Sekventeringskersel PCT_PF_READS (%) =80,0 Procentdel af Sekventeringskearsel
leesninger, der ugyldiggjort. Ingen
passerede filtret (PF). resultater

PCT_Q30_R1 (%) > 80,0 Gennemsnitlig rapporteret for
procentdel af nogen prover |
basebestemmelser kerslen.
med en kvalitetsscore
pa Q30 eller hajere for
leesning 1.

PCT_Q30_R2 (%) = 80,0 Gennemsnitlig
procentdel af
basebestemmelser
med en kvalitetsscore
pa Q30 eller hejere for
leesning 2.
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Outputtype

DNA-biblioteker

Maling

CONTAMINATION
SCORE

MEDIAN_INSERT_
SIZE (bp)

MEDIAN_EXON_
COVERAGE (count)

PCT_EXON_50X
(%)

PCT_CHIMERIC_
READS (%)

GENE_SCALED_
MAD (count)

MEDIAN_BIN_
COUNT_CNV_
TARGET (count)

PCT_TARGET_
HRD_50X (%)

EXCESSIVE_TF
(count)

Specifikation

= 1457

=2 90,0

<8

0=x=0,134

= 50,0

* Vellykkede resultater indikeres med PASS (BESTZ\ET).
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Beskrivelse

Kontamineringsscoren
baseret pa fordeling af
variationsallelfrekvens
(VAF) pa SNP'er.

Prevens mediane
fragmentlaengde

Median
exonfragmentdaekning
pa tveers af alle
exonbaser.

Procentdel af
exonbaser med 50X
fragmentdakning.

Procentdel af
kimaeriske laesninger.

Medianen for absolutte
afvigelser fra
medianen af den
normaliserede teelling
for hvert
CNV-malomréde.

Median ra bin-antal pr.
CNV-mal.

Procentdel af HRD-
prober med 50X
fragmentdakning.

Fejltilstandsmalinger,
der angiver, om
tumorfraktionen er
overdreven, og tumor
og normale signaler
ikke lzengere kan
differentieres til
beregning af GIS.

illumina

Pavirkning fra
specifikationsfejl*
Ingen
DNA-resultater
rapporteret.

Ingen resultater
rapporteret for sma
BRCA
DNA-variationer.

Ingen resultater for
store BRCA-
omlejringer
rapporteret.

Intet GIS-resultat
rapporteret.
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illumina

Tabel 36 TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-rapport med resultat af kontrolmalinger

Outputtype Maling Specifikation
Positiv DNA- Sensitivitet for 51af 54
kontrol sma DNA- specificerede
variationer variationer
blev
detekteret
Sensitivitet for 3af3
genamplifikation  specificerede
variationer
detekteret
PCT_TARGET_ =50
HRD_50X (%)
DNA No- MEDIAN_EXON_ <8
Template Control COVERAGE
(DNA, ingen
skabelonkontrol)
MEDIAN_ <2
TARGET_
COVERAGE

* Vellykkede resultater indikeres med PASS (BESTZ\ET).

Fejlfinding

Pavirkning fra specifikationsfejl*

Softwaren ugyldigger automatisk patientpreover
baseret pa resultater af kontrolpraver. Ingen
resultater rapporteret for sma BRCA
DNA-variationer.

Softwaren ugyldigger automatisk patientpraver
baseret pa resultater af kontrolpraver. Ingen
resultater for store BRCA-omlejringer rapporteret.

Softwaren ugyldigger automatisk patientpreover
baseret pa resultater af kontrolpraver. Intet GIS-
resultat rapporteret.

Softwaren ugyldigger automatisk patientpraver
baseret pa resultater af kontrolpraver. Ingen
resultater for lille BRCA DNA-variation og BRCA
store omlejring rapporteret.

Softwaren ugyldigger automatisk patientpreover
baseret pa resultater af kontrolpraver. Intet GIS-
resultat rapporteret.

Brug Tabel 37 til fejlifinding af problemer i arbejdsgangen. Hvis en sekventeringskersel eller klargaring af
bibliotek mislykkes to gange, kan der veere behov for yderligere fejlfinding. Kontakt lllumina teknisk support.

Fer du foretager de anbefalede fejlfindingshandlinger, skal du overveje de to generelle kategorier af arsager til,
at biblioteker ikke bestar specifikationerne for kvalitetskontrol (QC). Nar DNA- biblioteker ikke bestar QC, er
den underliggende arsag typisk enten pravespecifik eller brandspecifik eller systemisk for arbejdsgangen.

Preve- eller brendspecifikke fejl kan skyldes handteringsfejl eller iboende pravekvalitet. Systemiske fejl kan
opsta som felge af brug, udstyr, reagenser eller reagenshandtering, og disse kan pavirke flere biblioteker.
Selvom systemiske fejl er mest sandsynlige, nér alle biblioteker ikke bestdr QC, kan variation i prevekvaliteten
resultere i systemiske fejl, der kun pavirker en delmaengde af biblioteker eller et enkelt bibliotek.

Analysér falgende malinger for at identificere den sandsynlige kilde til det ugyldige resultat.
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* Undersgg de samlede PF-laesninger (udvidet maling) for hvert bibliotek fra Met ricsoutput. tsv.
Ensartede veerdier tyder pa et systemisk problem, mens lave samlede PF-veerdier for en eller fa praver —
herunder de praver, der ikke har bestaet bibliotekskvalitetskontrollen — tyder pa et problem med en bestemt
preve eller brgnd.

* Underseg de samlede PF-aflaesninger for den DNA-positive kontrol i <run folder>/<analysis
folder>/Logs Intermediates/DnaQCMetrics/<control ID>/<control ID-
DNA.aligned.metrics.json>, 0og sammenlign malingen med historiske vaerdier. En reduktion i denne
maling for en positiv kontrol kan vaere tegn péa et systemisk problem.

Hvis en sekventeringskarsel ikke bestar specifikationerne for kerselskvalitetskontrol, er arsagen en systemisk
fejl.
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Tabel 37 TSO Comprehensive HRD (DRAGEN) Fejlfinding

Observation Mulig arsag

Sekventeringskarslen o Puljefejl

lever ikke op til o Fortyndingsfejl

specifikationerne for » Problemer med klargering af
kvalitetskontrol af sekventeringsmaterialer (f.eks. ikke optget
karslen. tilstraekkeligt, kondensering/debris pa

gennemstremningscelle)

Perlebaseret normalisering: hgj klyngedensitet

Anbefalet handling

Sekventér bibliotekerne fra PCR-pladen med
normaliserede biblioteker (NL) igen. Se Klargar til
sekventering pa side 60.

Hvis der er mistanke om en angivet fejl, skal
problemet rettes, og bibliotekerne skal sekventeres
fra PCR-pladen Normaliserede biblioteker (NL). Se
Klargar til sekventering pa side 60.

Hvis der ikke er mistanke om nogen af de andre
anferte fejl, kan koncentrationen af perler fra LNB1-
reagensreret have forarsaget hgj klyngedensitet.
Dette kan skyldes utilstreekkelig perleblanding. Find
klyngedensitetsveerdien fra
RunCompletionStatus.xml i kgrselsmappen. Det
optimale klyngedensitetsomrade er 170-220
K/mm?2, men hgjere vaerdier kan stadig producere
kersler, der opfylder QC-specifikationerne. Hvis
klyngedensiteten er over det optimale omréde, og
sekventeringskearslen ikke bestod QC-
specifikationerne, kan bibliotekerne fra PCR-pladen
Normaliserede biblioteker (NL) resekventeres med
og justeres til den anden fortynding. Gentag Klargar
til sekventering pa side 60, og felg instruktionerne
for fejlfinding.
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Observation

Fejl med
rapportgenerering eller
generel instrumentfejl
(netveerksfejl, fejl ved
isaetning/fjernelse af
reagenser, osv.).

DNA-biblioteket lever
ikke op til
specifikationerne for
kvalitetskontrol.

Mulig arsag

Software- eller instrumentfejl.

Krav til prgveinput blev ikke overholdt.

Fejl i anvendelse eller udstyr under
analysearbejdsgangen.

Anbefalet handling

Se Vejledning til arbejdsgang for analysemodulet
(dokumentnr. 200080937) lllumina Connected Run
TruSight Oncology Comprehensive HRD (EU,
DRAGEN) for hjeelp til generering af rapporter.
Kontakt lllumina teknisk support, hvis du har brug
for yderligere hjaelp.

Serg for relevant prgveinput, og gentag klargaering
af bibliotek fra trinnet Fragmentér gDNA. Se Krav til
prover pa side 21 og Nukleinsyreekstraktion,
kvantificering og opbevaring pa side 21.

Gentag klargering af bibliotek fra ét af de fglgende
trin, afheengigt af hvor den formodede fejl i
anvendelse eller udstyr opstod. Hvis drsagen er
ukendet, eller hvis der opstod andre fejl, skal du
kontakte lllumina teknisk support for hjeelp til
fejlfinding af din karsel.

o Sekventér bibliotekerne fra PCR-pladen med
normaliserede biblioteker (NL) igen. Se Klargar til
sekventering pa side 60.

 Start klargering af bibliotek fra starten af
arbejdsgangen. Se Fragmentér gDNA pa side 36.
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Observation

DNA-biblioteket lever
ikke op til
specifikationerne for
kvalitetskontrol
(fortsat).

Mulig arsag

Kriterier for CONTAMINATION_SCORE er ikke
opfyldt.

Prgven kan veere overfragmenteret, eller
nukleinsyren kan veere beskadiget, hvilket pavirker
evnen til at generere tilstraekkelige unikke
biblioteker.

o Puljefejl.
o Fortyndingsfejl.
o Ufuldsteendig varmedenaturering af PDL/PHL.

Anbefalet handling

Se Advarsler og forsigtighedsregler for oplysninger
om, hvordan du undgér krydskontaminering.
Gennemga pladelayout og biblioteksindeksering for
at sikre, at preverne med samme indeks ikke blev
sekventeret sammen.

For de praver, der er pavirket, skal du starte
klargering af bibliotek fra arbejdsgangens
begyndelse. Se Fragmentér gDNA pa side 36.
Kontaminering kan vaere opstaet under ekstraktion
af preven. Det kan vaere ngdvendigt at gentage
ekstraktion for at sikre, at preven ikke er
kontamineret.

Gennemgé Konfigurationsindstillinger for
ultrasonikator til DNA-fragmentering pa side 18 og
producenten af ultrasonikatorens indstillinger for
brug og drift (herunder vandniveau og rertype).
Serg for det korrekte pragveinput i analysen.

Se Krav til prover pa side 21 og
Nukleinsyreekstraktion, kvantificering og
opbevaring pa side 21.

Det kan veere ngdvendigt at tage en ny prgve
og/eller gentage trinnet Fragmentér gDNA, hvis
preven er overfragmenteret eller beskadiget.

Udeluk ovenstaende DNA-relaterede arsager
(f.eks. preveinput, prevekvalitet, udstyr). Sekventér
bibliotekerne fra PCR-pladen med normaliserede
biblioteker (NL) igen. Se Klargar til sekventering pa
side 60.
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Observation

DNA-biblioteket lever
ikke op til
specifikationerne for
kvalitetskontrol
(fortsat).

Mulig arsag

Perlebaseret normalisering (lav klyngedensitet).

Fejli arbejdsgang for biblioteksklargering under
eller fgr indeks-PCR-trin.

» Forkert brug af berigelsesprober.
» Fejliarbejdsgang for biblioteksklargering under
eller efter farste hybridiseringstrin.

Anbefalet handling

Hvis der ikke er mistanke om nogen af de andre
mulige arsager til QC-fejl pa biblioteket, kan
koncentrationen af perler fra LNB1-reagensraret
have forarsaget lav klyngedensitet pa grund af
utilstraekkelig blanding. Find og registrer
klyngedensitetsvaerdien fra
RunCompletionStatus.xml i kgrselsmappen.
Hvis klyngedensiteten er under 170 K/mm?, og der
er mistanke om en systemisk perlebaseret
normalisering (herunder evidens fra samlede
PF-aflaesninger for de positive kontroller), skal
bibliotekerne gensekvenseres fra PCR-pladen
Normaliserede biblioteker (NL), og instruktionerne
for en justeret anden fortynding skal felges. Se
Klarger til sekventering pa side 60 og Fejlfinding af
arbejdsgang: Klarger justeret anden fortynding pa
side 63.

Start klargering af bibliotek fra starten af
arbejdsgangen. Se Fragmentér gDNA pa side 36.

En fejl i den systemiske probepulje (f.eks.
udskiftning af probepuljer) kan resultere i normale
totale forbipasserende filterlaesninger, men QC af
median exondaekning mislykkes. Start klargaering af
bibliotek fra starten af arbejdsgangen. Se
Fragmentér gDNA pa side 36.
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Observation

Fejl ved positiv kontrol.

NTC-fejl.

Mulig arsag

Krav til prgveinput for den positive kontrol blev ikke
overholdt.

Fejl i anvendelse eller udstyr under
analysearbejdsgangen.

Krydskontaminering opstod, eller arbejdsomradet
er kontamineret.

Forkert indeksering af bibliotek.

Anbefalet handling

Serg for korrekt input i analysen.

Gennemga pladelayout, og serg for, at korrekte

reagenser (prober, indekser) er i de korrekte

bragnde.

Serg for, at den positive kontrol opbevares i

henhold til maerkatet.

For alle praver, der deler den positive kontrol,

gentages klargering af bibliotek fra ét af de

felgende trin, afheengigt af hvor den formodede fejl

i anvendelse eller udstyr opstod. Hvis arsagen er

ukendt, eller hvis der opstod andre fejl, skal du

kontakte lllumina teknisk support for hjaelp til
fejlfinding af din karsel.

o Sekventér bibliotekerne fra PCR-pladen med
normaliserede biblioteker (NL) igen. Se Klargor til
sekventering pa side 60.

» Start klarggring af bibliotek fra starten af
arbejdsgangen. Se Fragmentér gDNA pa side 36.

Se afsnittet Advarsler og forholdsregler for
oplysninger om dekontaminering af arbejdsomradet
og forhindring af krydskontaminering.

Gennemga pladelayout og biblioteksindeksering for
at sikre, at preverne med samme indeks ikke blev
sekventeret sammen.

Gentag klargering af bibliotek fra starten af
arbejdsgangen for alle biblioteker, der deler ingen
skabelonkontrol.
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Observation

Positive og/eller
negative kontroller i
sekventeringskerslen
blev analyseret som
ikke-kontrolprever.

Mulig arsag

Forkert tildeling af pravetype under opsaetning af
sekventeringskarsel.

Anbefalet handling

Genaktivér analyse med kontroller, der er korrekt
identificeret som angivet i “Vejledning til
arbejdsgang for analysemodul” (se Vejledning til
arbejdsgang for analysemodulet (dokumentnr.
200080937) lllumina Connected Run TruSight
Oncology Comprehensive HRD (EU, DRAGEN)).
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Karakteristika for ydeevne

TSO Comprehensive HRD (DRAGEN) er en analyse, som ger det muligt at vurdere HRD ved hjeelp af DNA
ekstraheret fra FFPE-tumorvaevsprever fra patienter med aeggestokkraeft. Den bruger to NGS-paneler. Et panel
anvendes til pavisning af skadelige og formodede skadelige andringer i BRCA1- og BRCA2-gener, herunder
sma DNA-variationer og store omlejringer. Et andet NGS-panel bruges til at male genomisk ustabilitet, der
rapporteres som en GIS. BRCA-positiv defineres som pavisning af en skadelig eller formodet skadelig 2endring i
enten BRCA1- eller BRCA2-gener. GIS-positiv defineres som GIS = 42. HRD-positiv defineres som BRCA-positiv

og/eller GIS-positiv.

FFPE-pregver med specifikke CDx-positive variationer blev inkluderet i undersggelserne.

Dobbeltsidede 95 % konfidensintervaller (Cl) beregnet ved hjeelp af Wilson Score-metoden, medmindre andet

angives.

Tabel 38 angiver definitioner pd méalinger beregnet i forskellige studier.

Tabel 38 Definitioner pa malinger

Udtryk

Positiv procentvis
overensstemmelse
(PPA)

Negativ procentvis
overensstemmelse
(NPA)

Procentdel af
positive
bestemmelser (PPC)
Procentdel af

negative
bestemmelser (PNC)

n/N

Standardafvigelse
(SD)

Procent
variationskoefficient
(%CV)
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Definition
Procentdelen af positive resultater for sammenligningsmetoden, hvor TSO
Comprehensive HRD (DRAGEN) er positiv.

Procentdelen af negative resultater for sammenligningsmetoden, hvor TSO
Comprehensive HRD (DRAGEN) er negativ.

Procentdelen af observationer, der er positive for et mal blandt observationer, der
forventes at vaere positive for malet.

Procentdelen af observationer, der er negative for et mal blandt observationer, der
forventes at veere negative for mélet.

Antallet af positive eller negative observationer (n) divideret med de samlede
observationer (N) for at beregne henholdsvis PPC eller PNC. Vardierne for n og N
kan veere pa forskellige niveauer (f.eks. variant eller gen) eller kombineres pa tveers
af en gruppe (f.eks. SNV'er).

Et mal for maengden af variation af vaerdierne af en variabel om dens middelveerdi.

Standardafvigelse divideret med middelveerdien som en procentdel.
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Ngjagtighed

Ngjagtigheden af TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-analysen til pavisning af HRD hos patienter med
a&ggestokkraeft blev pavist ved at vurdere overensstemmelsen mellem HRD-status, GIS-status og BRCA-
statusresultater mellem TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-analysen og en valideret NGS-baseret
komparatoranalyse. Ngjagtigheden blev estimeret i forhold til den ortogonale metode, PPA, NPA og det
tilknyttede tosidede 95 % Wilson Score Cl blev beregnet.

Der blev testet 175 aeggestokkraeft FFPE-DNA-praver med TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-analysen og
den ortogonale metode. En preve havde ugyldige TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-resultater, og en anden
preve havde ugyldige komparatoranalyseresultater. Det evaluerbare datasaet for GIS- og HRD-status var

173 prever. Det evaluerbare datasaet for BRCA-status var 169 pa grund af udelukkelse af fire yderligere praver
med BRCA-variationer uden for TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-analysens maleomrade.
Overensstemmelsesanalyserne pa baggrund af gyldige testresultater vises i Tabel 39, Tabel 40 og Tabel 41.

Tabel 39 Overensstemmelse mellem TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-analysen og
sammenligningsmetoden til pavisning af HRD-status

Resultat af sammenligningsmetode

HRD-positiv HRD-negativ lalt
TSO Comprehensive  HRD-positiv 97 6 103
HRD (DRAGEN)- HRD-negativ 6 64 70
analyseresultat
[ alt 103 70 173
Statistisk PPA % (n/N; 95 % Cl) 94,2 % (97/103; 87,9 %, 97,3 %)

overensstemmelse  npa g (n/N; 95 % CI) 91,4 % (64/70; 82,5 %, 96,0 %)

Tabel 40 Overensstemmelse mellem TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-analysen og
sammenligningsmetoden til pavisning af GIS-status

Resultat af sammenligningsmetode

GIS-positiv GIS-negativ I alt
TSO Comprehensive  GIS-positiv 95 3 98
HRD (DRAGEN)- GIS-negativ 6 69 75
analyseresultat
| alt 101 72 173
Statistisk PPA % (n/N; 95 % Cl) 94,1 % (95/101; 87,6 %, 97,2 %)

overensstemmelse  Np % (n/N; 95 % CI) 95,8 % (69/72; 88,5 %, 98,6 %)
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Tabel 41 Overensstemmelse mellem TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-analysen og
sammenligningsmetoden til pavisning af BRCA-status

Resultat af sammenligningsmetode

BRCA-positiv BRCA-negativ | alt
TSO Comprehensive  BRCA-positiv 40 8 48
HRD (DRAGEN)- BRCA-negativ 2 19 121
analyseresultat
| alt 42 127 169
Statistisk PPA % (n/N; 95 % Cl) 95,2 % (40/42; 84,2 %, 98,7 %)

overensstemmelse  Npa % (n/N; 95 % CI) 93,7 % (119/127; 88,1 %, 96,8 %)

Reproducerbarhed

Reproducerbarheden og repeterbarheden af TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-analysen blev evalueret pa
tveers af tre eksterne teststeder med to operatarer pr. sted, to replikater inden for kersler, tre partier og pa tre
ikke-sammenhangende dage. Pa hvert af de tre steder udferte to operaterer uafhaengigt testning pa separate
NextSeq 550Dx-instrumenter. Testen blev udfart med et reproducerbarhedspanel pa 27 elementer, der
indeholder DNA ekstraheret fra FFPE-vavsprever fra ovarier med kendte BRCA1- og BRCA2-mutationer
og/eller GIS.

Af de 27 panelelementer blev 16 panelelementer malrettet mod sma DNA-variationer i BRCA-gener, der
omfatter: SNV'er, variationer i homopolymeromrader = 5 bp, indsaetninger eller sletninger < 10 bp og
indsaetninger eller sletninger = 10 bp. For BRCA LR-varianttypen blev to panelelementer anvendt til BRCA LR-
varianter < 3 exoner og et panelelement til BRCA LR-varianter = 3 exoner. For GIS repraesenterede tre
panelelementer statusen Hgj GIS (+), tre panelelementer repreesenterede GIS (-), to panelelementer
repraesenterede Lav GIS (+), og et af de panelelementer, der allerede repraesenterede LR-varianterne pa < 3
exon-niveau, repraesenterede 0ogsa et element med statusen Lav GIS (+). Pa hvert center testede hver operater
panelelementerne i lgbet af tre dage, der ikke kom lige efter hinanden, og genererede seks observationer pr.
mal pr. panelelement. Fra alle tre steder blev der genereret 36 observationer per panelelement (tre steder x to
operaterer/instrumenter x tre dage x to replikater i samme karsel).

PPC og PNC for mélrettede panelmedlemmer blev bestemt. Der blev udfert analyser for at estimere PPC og
PNC (med tilharende 95 % konfidensintervaller) ved at sammenlaegge resultaterne fra seks operaterer pa tre
lokaliteter. For hver mélrettet lille DNA-variation og LR-variation blev TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-
analyseobservationer i panelelementer, der forventedes at veere negative for den malrettede variation,
kombineret for at beregne PNC. TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-analyseobservationer i GIS-
panelelementer (-) blev kombineret for at beregne PNC for GIS-panelelementer (-).

Sma DNA-variationer i BRCA

PPC-veerdier for bade hgjniveau (2-3xC95) og lavniveau (1-1,5xC95) sma BRCA DNA-variationspanelelementer
var alle 100 % (Tabel 42). PNC-veerdier for panelelementer med sm& BRCA DNA-variationer var ogsa alle 100 %
(Tabel 43).
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Tabel 42 PPC for malrettede sma BRCA DNA-variationer efter variationsniveau og variationsklasse

Variationsniveau

Hoj

Lav

Variantklasse

SNV

Variationer i

homopolymerer = 5

bp

Indsaetning eller
sletning
(<10 bp)

Indsaetning eller
sletning
(=10 bp)

SNV

Variationeri
homopolymerer
=5bp

Indsaetning eller
sletning
(<10 bp)

Indsaetning eller
sletning
(=10 bp)

Dokumentnr. 200080934 v00

Malrettet variation

BRCA1 p.(A1708E)

BRCA1c.80+1G>A

BRCAZ2 p.
(E2981Rfs*37)

BRCA1p.
(R1726Kfs*3)

BRCAT1 p.
(A1279Hfs*28)

BRCA1 p.
(Q1756Pfs*74)

BRCAT1 p.
(C994Sfs*7)

BRCA2 p.
(E1811Kfs*3)

BRCA1 p.(A1708E)

BRCA1c.80+1G>A

BRCAZ2 p.
(E2981Rfs*37)

BRCA1p.
(R1726Kfs*3)

BRCAT1 p.
(A1279Hfs*28)

BRCA1 p.
(Q1756Pfs*74)

BRCAT1 p.
(C994Sfs*7)

BRCA2 p.
(E1811Kfs*3)
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Gennemsnitlig

VAF

0.129

0.121

0.248

0.239

0,166

0.153

0.189

0.141

0.087

0.087

0.147

0.142

0.121

0.122

0.109

0,111

PPC (%)
(n/N)
100
(36/36)
100
(36/36)
100
(34/34)
100
(36/36)
100
(36/36)
100
(36/36)
100
(36/36)
100
(33/33)
100
(36/36)
100
(36/36)
100
(36/36)
100
(36/36)
100
(36/36)
100
(35/35)
100
(35/35)

100
(36/36)

95 % ClI

(90,4,
100)

(90,4,
100)

(89,8,
100)

(90,4,
100)

(90,4,
100)

(90,4,
100)

(90,4,
100)

(89,6,
100)

(90,4,
100)

(90,4,
100)

(90,4,
100)

(90,4,
100)

(90,4,
100)

(90,1,
100)

(90,1,
100)

(90,4,
100)
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Tabel 43 PNC for malrettede sma BRCA DNA-variationer efter variationsklasse

Variantklasse
SNV

Variationer i homopolymerer
= 5bp

Indsaetning eller sletning
(<10 bp)

Indseaetning eller sletning
(=10 bp)

Malrettet variation
BRCA1 p.(A1708E)
BRCA1c.80+1G>A
BRCA2 p.(E2981Rfs*37)
BRCAT1 p.(R1726Kfs*3)
BRCA1 p.(A1279Hfs*28)
BRCA1 p.(Q1756Pfs*74)
BRCA1 p.(C994Sfs*7)
BRCAZ2 p.(E1811Kfs*3)

PNC (%) (n/N)
100 (585/585)
100 (557/557)
100 (566/566)
100 (492/492)
100 (627/627)
100 (632/632)
100 (584/584)
100 (634/634)

illumina

95 % ClI

(99,3, 100)
(99,3, 100)
(99,3, 100)
(99,2,100)
(99,4,100)
(99,4,100)
(99,3, 100)
(99,4,100)

Tabel 44 viser varianskomponentanalysen efter variationskilde for hgje og lave niveauer for hver klasse af sma
BRCA DNA-variationer. Den gennemsnitlige VAF pa tvaers af de malrettede sma BRCA DNA-variationer pa hejt
niveau varierede fra 0,121 til 0,248, og malrettede sma BRCA DNA-variationer pa lavt niveau varierede fra 0,087
til 0,147. Den samlede SD pa tveers af de malrettede sma BRCA DNA-variationer varierede fra 0,019 (11,4 % CV)
til 0,041 (28,7 % CV) for sma BRCA DNA-variationer pa hejt niveau og fra 0,016 (18,9 % CV) til 0,043 (30,1 % CV)
for sma BRCA DNA-variationer pa lavt niveau.

Tabel 44 Varianskomponentanalyse af VAF i malrettede sma BRCA DNA-variationer

Variationsniveau Variantklasse

Hoj SNV

Homopolymervariationer
= 5bp

Indseaetning eller sletning
<10 bp

Indseaetning eller sletning
=10 bp

Dokumentnr. 200080934 v00

Malrettet . Gennemsnitlig
variation VAF
BRCA1p. 36 0.129
(A1708E)
BRCA1 36 0.121
c.80+1G>A
BRCAZ2 p. 34 0.248
(E2981Rfs*37)
BRCA1p. 36 0.239
(R1726Kfs*3)
BRCA1p. 36 0,166
(A1279Hfs*28)
BRCA1 p. 36 0.153
(Q1756Pfs*74)
BRCA1 p. 36 0.189
(C9945fs*7)
BRCA2 p. 33 0.141
(E1811Kfs*3)
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SD for
sted (%

Ccv)

0,000
(0,0
0,007
(5,5)
0,000
(0,0)

0,000
(0,0

0,006
(3,7)
0,008
(51)
0,000
(0,0)

0,000
(0,0

Operateor- SD for
finstrument- dage
SD (%CV) (%CV)
0,000 (0,0) 0,007

(5,5)
0,000 (0,0) 0,000
(0,0
0,011(4,3) 0,008
(3,3)
0,000 (0,0) 0,006
(2,5)
0,005 (3,2) 0,000
(0,0
0,000 (0,0) 0,013
(8,5)
0,000 (0,0) 0,006
(3,3)

0,013 (9,5) 0,000
(0,0)

SD for SD for .
. SDialt
parti  repeterbarhed (%CV)
(% CV) (%CV) °
0,000 0,020 (15,4) 0,021
(0,0 (16,3)
0,000 0,023 (19,2) 0,024
(0,0 (19,9)
0,000 0,025(10,1) 0,029
(0,0) (11,5)
0,000 0,041 (17,0) 0,041
(0,0) (17,1)
0,000 0,017 (10,3) 0,019
(0,0 (11,4)
0,000 0,020 (12,9) 0,025
(0,0 (16,3)
0,015 0,033(17,5) 0,037
(8,0) (19,6)
0,000 0,038 (27,1) 0,041
(0,0) (28,7)
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SDfor  Operator- SD for  SD for SD for

Malrettet G itli SDialt
Variationsniveau Variantklasse @ I,'e R © N sl sted (% /instrument- dage parti  repeterbarhed 'a
variation VAF (%CV)
CV) SD (%CV) (%CV) (% CV) (%CV)

Lav SNV BRCA1p. 36 0.087 0,000 0,000 (0,0) 0,003 0,000 0,016 (18,7) 0,016
(A1708E) (0,0) (3,0) (0,0) (18,9)

BRCA1 36 0.087 0,003 0,000 (0,0) 0,000 0,000 0,019 (22,0) 0,019

c.80+1G>A (3,7) (0,0) (0,0) (22,3)

Homopolymervariationer BRCA2 p. 36 0.147 0,000 0,003 (2,0) 0,000 0,000 0,021 (14,0) 0,021

=5bp (E2981Rfs*37) (0,0) (0,0) (0,0) (14,1)

BRCA1p. 36 0.142 0,01 0,000 (0,0) 0,010 0,015 0,037 (26,0) 0,043

(R1726Kfs*3) (8,0) (7,2) (10,7) (30,1)

Indsaetning eller sletning BRCA1p. 36 0.121 0,000 0,000 (0,0) 0,000 0,004 0,017 (14,0) 0,017

<10 bp (A1279Hfs*28) (0,0) (0,0) (3,7) (14,5)

BRCA1p. 35 0.122 0,004 0,007 (5,6) 0,000 0,006 0,021 (16,9) 0,023

(Q1756Pfs*74) (3,4) (0,0) (5,0) (18,8)

Indsaetning eller sletning BRCA1p. 35 0.109 0,000 0,000 (0,0) 0,007 0,006 0,026 (24,3) 0,028

=10 bp (C994Sfs*7) (0,0) (6,5) (5,5) (25,8)

BRCA2 p. 36 0,11 0,000 0,006 (5,7) 0,000 0,006 0,029 (26,0) 0,030

(E1811Kfs*3) (0,0) (0,0) (5,7) (27,2)

Store omlejringsvariationer i BRCA

PPC-vaerdier for de mélrettede BRCA LR'er var 100 % (29/29) for BRCA2 LR = 3 exoner, 97,2 % (35/36) for
BRCA2 LR < 3 exoner og 94,3 % (33/35) for BRCA1 LR < 3 exoner (Tabel 45). PNC-veerdier for de malrettede
BRCA LR'er var 98,9 % (630/637) for BRCA1 0g 100 % (607/607) for BRCA2 (Tabel 46).

Tabel 45 PPC for malrettede BRCA LR'er efter variantklasse

Gennemsnitlig

Variantklasse Malrettet variation VAE PPC (%) (n/N) 95 % CI*

LR = 3 exoner BRCA2 TAB 0.448 100 (29/29) (88,3, 100)

LR < 3 exoner BRCA2 TAB 0.602 97,2 (35/36) (85,8, 99,5)
BRCA1 TAB 0.680 94,3 (33/35) (81,4, 98,4)

Tabel 46 PNC for mélrettede BRCA LR'er

Malrettet variation PNC (%) (n/N) 95 % CI*

BRCA1 TAB 98,9 (630/637) (97,7,99,5)

BRCA2 TAB 100 (607/607) (99,4, 100)

Tabel 47 viser varianskomponentanalysen efter variationskilde for hver BRCA LR-klasse. Den gennemsnitlige
VAF for LR = 3 exon-variationen var 0,448 med en samlet SD pa 0,026 (5,7 % CV). Den gennemsnitlige VAF for
LR < 3 exon-variationer varierede fra 0,602 til 0,680, og den samlede SD varierede fra 0,038 (6,3 % CV) til
0,079 (11,6 % CV).
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Tabel 47 Varianskomponentanalyse af VAF i malrettede BRCA LR'er

Variantklasse

LR = 3 exoner

LR < 3 exoner

Malrettet
variation

BRCA2 TAB
BRCA2 TAB
BRCA1TAB

Gennemsnitlig

N VAF
29 0.448
36 0.602
35 0.680

Operator/

UL Instrument
CV)

SD (% CV)

0,000 (0,0) 0,005 (1,1)

0,000 (0,0) 0,000 (0,0)

0,000 (0,0) 0,000 (0,0)

Genomisk ustabilitetsscore (GIS)

SD for dag (% SD for parti (%

CV) Cv)
0,013 (2,9) 0,000 (0,0)
0,015 (2,5) 0,000 (0,0)
0,048 (7,1) 0,000 (0,0)

illumina

Repeterbarhed SDijalt
SD (% CV) (%CV)
0,022 (4,8) 0,026 (5,7)
0,035(58)  0,038(6,3)
0,062 (9,2) 0,079 (11,6)

PPC-vaerdierne var 100 % for panelelementer med hgj GIS (+). Lave GIS (+) panelelementer havde PPC-veerdier
fra 94,4 % til 100 % (Tabel 48). PNC-veerdierne var 100 % pa tvaers af alle GIS (-) panelelementer (Tabel 49).

Tabel 48 PPC for GIS efter malrettet GIS-status og panelelement

Malrettet
GIS-status

Haj GIS (+)

Lav GIS (+)

Malrettet GIS

69.8
59.5
63.7
47.2
52.7
53.0

Gennemsnitlig GIS

70.2
60.1
61.7
46.3
53.1
52.5

Tabel 49 PNC for GIS-negative malrettede panelelementer

Malrettet
GIS-status

GIS (-)

Malrettet GIS

24.5
(19,2)
19.5

Gennemsnitlig GIS

23.3
18,2
21.0

PPC (%) (n/N)

100 (36/36)
100 (36/36)
100 (36/36)
94,4 (34/36)
100 (36/36)
100 (36/36)

PNC (%) (n/N)

100 (36/36)
100 (36/36)
100 (36/36)

95 % CI*

(90,4, 100)
(90,4, 100)
(90,4, 100)
(81,9, 98,5)
(90,4, 100)
(90,4, 100)

95 % CI*

(90,4, 100)
(90,4,100)
(90,4,100)

Tabel 50 viser varianskomponentanalysen efter variationskilde for hvert malrettet panelelement med hgj GIS
(+),lav GIS (+) og GIS (-). Den gennemsnitlige GIS pa tvaers af de méalrettede GIS-panelelementer varierede fra
60,1til 70,2 for hej GIS (+), fra 46,3 til 53,1 for lav GIS (+) og fra 18,2 til 23,3 for GIS (-). Den samlede SD p&
tveers af de malrettede GIS-panelelementer varierede fra 2,5 (3,5 % CV) til 3,2 (5,2 % CV) for hgj GIS (+), fra 1,5
(2,9 % CV) til 3,8 (7,2 % CV) forlav GIS (+) og fra 2,5 (11,7 % CV) til 3,3 (14,1 % CV) for GIS-panelelementer (-).
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Tabel 50 Varianskomponentanalyse af GIS i malrettede panelelementer

Operateor/

M3lrettet Malrettet Gennemsnitlig SD for sted (% Instrument SD for dag (% SD for parti (%  Repeterbarhed SDialt
GIS-status GIS GIS cv) cv) cv) SD (% CV) (%CV)
SD (% CV)

Hoj GIS (+) 69.8 36 70.2 0,0 (0,0) 1,2(1,7) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 2,2(31) 2,5(3,5)
59.5 36 60.1 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 1,0(1,7) 0,0 (0,0) 2,7 (4,4) 2,8(4,7)

63.7 36 61.7 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 0,9 (1,5) 0,0 (0,0) 3,1(5,0) 3,2(5,2)

Lav GIS (+) 47.2 36 46.3 0,0 (0,0) 1,7 (3,7) 0,0 (0,0) 0,7 (1,6) 2,8 (6,1) 3,4(7,3)
52.7 36 531 0,9 (1,7) 1,2(2,3) 0,0 (0,0) 0,4 (0,8) 3,5(6,5) 3,8(7,2)

53.0 36 52.5 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 1,5(2,9) 1,5(2,9)
GIS (-) 24.5 36 23.3 0,9 (3,7) 1,6 (6,9) 1,6 (7,0) 0,9 (3,7) 2,0(8,7) 3,3(14,1)
(19,2) 36 18,2 0,7 (3,7) 0,0 (0,0) 0,6 (3,5) 0,1(0,4) 2,4 (13,4) 2,6 (14,4)

19.5 36 21.0 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 0,6 (3,0) 1,3 (6,3) 2,0(9,4) 2,5(11,7)

Blindgraense

Andelen af falske positive resultater (ud af det samlede antal forventede negative resultater) blev vurderet ved
gentagne test af FFPE-praeparater af godartet tilstedende seggestokveev. Vaevet forventedes at veere GIS-
negativt og ikke indeholde skadelige eller formodede skadelige BRCA1- og BRCA2-mutationer (sma DNA-
variationer og LR'er). Syv godartede FFPE DNA-prgver fra seggestokke blev kart i duplikat med to operaterer
over tre dage for hver af de to reagenslots i 8-plex-format. Et underseet af prever blev samleti en ny pulje og
sekventeretigeni et 3-plex-format for at evaluere falsk positive med flere multipleks-konfigurationer
understgttet af denne enhed. | alt fandtes der 168 mulige observationer. Procentdelen af falsk positive blev
beregnet pé positionsniveau for sma BRCA DNA-variationer (ca. 3 millioner positioner), pa genniveau for BRCA
LR'er og pa preveniveau for GIS. Procentdelen af falsk positive resultater per varianttype vises i Tabel 51.

Tabel 51 Falsk positive efter varianttype

Varianttype Falsk positive resultater*
Sma BRCA DNA-variationer 0 % (0/3.076.657)
BRCALR 0% (0/384)

GIS 0 % (0/192)

* Denominatorerne er summen af 8-plex- og 3-plex-karsler.

Detektionsgraense

Pavisningsgraensen (LoD) for sma BRCA DNA-variationer (SNV'er, indszettelser eller sletninger = 10 bp,
indseettelser eller sletninger < 10 bp, variationer i homopolymerregioner = 5 bp), BRCA LR'er < 3 exonerog = 3
exoner og GIS blev bestemt i FFPE DNA-kraeftprover. LoD er den laveste analytvaerdi, som kan detekteres
konsekvent (95 % hitrate eller en type lI-fejl pa 5 %). LoD for GIS blev defineret som det laveste tumorindhold,
der opnér = 95 % GIS-pavisning, og for smad BRCA DNA-variationer og LR'er som variationsallelfrekvens (VAF).
FFPE-DNA-prever for seggestokkreeft blev anvendt til sm& BRCA DNA-variationer, GIS og BRCA LR = 3 exoner.
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En FFPE DNA-preve for brystcancer blev anvendt til BRCA LR < 3 exoner pa grund af utilgeengeligheden af
FFPE-veev for eeggestokkraeft. Praverne blev fortyndet til flere testniveauer med 12 observationer for hvert
testniveau pr. reagenslot pr. variation, genereret af flere operaterer pa tre ikke-sammenhangende dage, ved
hjeelp af to reagenslots. Den sterste LoD pa tvaers af de to reagenspartier blev taget som detekteringsgraensen
for variationen (Tabel 52).

Tabel 52 Detektionsgraense for sma BRCA DNA-variationer, BRCA LR'er, GIS

Varianttype Variantklasse C95

Sma BRCA DNA-variationer SNV 0,05 VAF
Indsaettelser eller sletninger = 10 bp 0,06 VAF
Indsaettelser eller sletninger < 10 bp 0,07 VAF
Variationer i homopolymer region = 5 bp 0,07 VAF

BRCA store omlejringer LR < 3 exoner 0,61 VAF
LR = 3 exoner 0,46 VAF

GIS GIS 33 % tumorindhold

Interfererende stoffer

Pavirkningen af potentielle endogene og eksogene stoffer pa ydeevnen af TSO Comprehensive HRD
(DRAGEN)-analysen blev evalueret med det endogene stof (haemoglobin), der blev tilsat til praver under
nukleinsyreekstraktionsprocessen, samt eksogene stoffer (ethanol, proteinase K, vaskebuffer, paraffin, xylen
og overskydende indeksprimere), der blev tilsat til den oprensede nukleinsyre inden biblioteksklargaring. Der
blev genereret fire replikater af pravebibliotekerne af en eller flere operatarer. For alle stoffer blev der anvendt
10 FFPE-praver for ovariecancer til analyse af sm& BRCA DNA-variationer, BRCA LR'er og GIS. Effekten af
nekrose blev ogsa vurderet pa et andet saet af tre FFPE-praver for ovariecancer med et omrade af nekrotisk
vaev (10 %-20 %). En makrodissekeret kontrol uden nekrose var inkluderet for hver nekrosepreve. Der blev
behandlet fire replikater af DNA-biblioteker og deres kontroller sammen. For alle interferenter blev
prevereplikater pr. stof sammenlignet med deres respektive kontrolreplikater. Heemoglobin (4 mg/ml), ethanol
(5 %), Proteinase K (2x repraesentativ ekstraktionsmetodekoncentration), vaskebuffer (2,5 %), paraffin (25 % af
det homogeniserede fordgjede vaev), xylen (0,0001 %), indeksprimere (30 % overskud) interfererer ikke med
pavisningen af sma BRCA DNA-variationer, BRCA-LR'er og GIS. VAF-niveauer for sma BRCA DNA-variationer og
GIS blev ikke pavirket af tilstedeveerelsen af nogen af de testede interferenter. Tilstedevaerelsen af nekrotisk
vaev op til 20 % interfererede ikke med sma BRCA DNA-variationer og GIS. BRCA LR'er blev ikke evalueret for
nekrose pa grund af utilgeengeligheden af en FFPE-prave for nekrotisk aeggestokkekraeft med en BRCA LR-
variant.

Dokumentnr. 200080934 v00 84 af 94

TIL IN VITRO DIAGNOSTISK BRUG. KUN TIL EKSPORT.



Indlaegsseddel til TruSight Oncology Comprehensive HRD (DRAGEN) (EU) illumina

Sikkerheden for titreringsinput af nukleinsyre

TSO Comprehensive HRD (DRAGEN) kraever et fast input pd 40 ng DNA-prave. Analysens ydeevne blev
evalueret ved hjeelp af ni DNA-prever ekstraheret fra FFPE-vaev fra aeggestokke, for at fastlaegge tolerancer for
variation i nukleinsyreinput, som kan fere til analysefejl eller negativ indvirkning pa analysen. Hver FFPE-prave
indeholdt en eller flere sma BRCA DNA-variationer, BRCA LR'er eller GIS, og blev testet ved fem inputniveauer
(20 ng, 30 ng, 40 ng [nominel], 60 ng og 100 ng) i tredobbelt karsel. Resultaterne viste, at detektion af en lille
BRCA DNA-variation, bestemmelse af BRCA LR og GIS-status ikke blev pavirket af forskelle i inputmaengde.

Resultaterne viste ogsé, at nukleinsyreinput to gange under den nominelle tilstand gav et gget antal QC-fejl,
hvilket farte til faerre praver, der blev evalueret til variationsbestemmelse. Pa inputniveauet med 20 ng blev der
opnéet en biblioteksvaliditetsrate pa 55,5 % pa grund af fejl i procentvis exondaekning ved 50X (PCT_EXON_
50X) og median exondeekning (MEDIAN_EXON_COVERAGE). Lille BRCA DNA-variant VAF og GIS blev ikke
pavirket ved inputniveauet pa 20 ng.

Krydskontaminering

Krydskontamineringsforseget blev udfert for at evaluere, om falsk-positiv-resultater skyldtes
brend-til-brend-kontaminering under klargering af prevebibliotek samt karsel-til-kearsel-kontaminering mellem
konsekutive sekventeringskersler. Analysen blev udfert for smd BRCA DNA-variationer, BRCA LR og GIS.
Biblioteker blev klargjort med karakteriserede prever af FFPE aeggestokkreaeft i et skakbraetdesign med
skiftende praver for at evaluere brgnd-til-brend-kontaminering og med skiftende indekser for at evaluere
kontaminering mellem sekvenskearsler ved konsekutiv sekventering pa det samme NextSeq 550Dx-instrument.
Krydskontamineringsforseget viste en kontamineringsrate pa 0,8 % (2/252 kontamineringshaendelser) ved
undersagelse af de detekterede variationer i hver preve. Der blev ikke fundet nogen kontamineringshaendelser
ved at analysere modtagerbiblioteker baseret pa variationsbestemmelse af sma BRCA DNA-variationer og
BRCA LR. De to observerede kontamineringshaendelser var falsk positive for GIS i GIS-modtagerpraver pa
grund af iboende GIS-variation, og GIS for disse to prever var teet pa beslutningstaersklen.

Forsgget viste, at TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-analyse forventes at have en lav forekomst af
krydskontaminering fra brend-til-brgnd eller karsel-til-kersel. Disse resultater sammen med
kontamineringsmalingerne i softwaren afhjaelper risikoen for falske variationsresultater pa grund af
prevekontaminering.

Evaluering af saet til nukleinsyreekstraktion

Tre kommercielt tilgeengelige saet til ekstraktion af DNA blev evalueret med TSO Comprehensive HRD
(DRAGEN). De tre ekstraktionsseet anvendte forskellige afparaffineringsmidler og trin til nukleinsyrebinding
(Tabel 53). Seet 3 var det saet, der oftest blev brugt til at fastsla ydeevnen for TSO Comprehensive HRD
(DRAGEN).
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Fem FFPE-prgver fra ovarier blev udsat for nukleinsyreekstraktion (tre seet x to operatgrer x tre dage x to
replikater) for at opna DNA (36 observationer i alt). Kvalitativ analyse viste, at der ikke var nogen
bemaerkelsesvaerdig forskel i variationsbestemmelsen for nogen af variationstyperne (sma BRCA DNA-
variationer, BRCA LR'er, GIS), da alle variationsobservationer havde PPC-veerdier > 97 %. Kvantitativ analyse
viste ingen signifikant forskel forbundet med seet til lille BRCA DNA-variant VAF og GIS.

Tabel 53 Saettets karakteristika

Saet Satnavn Afparaffinerings middel Nukelinsyre binding
1 Qiagen QlAamp DSP DNA Xylen Kolonne
FFPE Veev
2 Beckman Coulter FormaPure Mineralsk olie Magnetiske perler
XL DNA
3 Qiagen AllPrep DNA/RNA FFPE  Proprietaer Kolonne

afparaffineringsoplasning

Reagensstabilitet

Realtidsstabilitet

Stabilitet i realtid blev evalueret ved hjeelp af seks seggestokkraeft FFPE-veevspraver. Tre reagenslots blev
testet pa tveaers af seks forskellige tidspunkter med ensartede intervaller (3 maneder, 6 maneder, 9 méaneder, 13
maneder, 19 maneder og 25 maneder). To operaterer udferte biblioteksklargaringerne for hver lot, herunder tre
replikater af hver preve, for i alt seks replikater pr. lot. For mélrettede aggregerede sma BRCA DNA-variationer
var PPC 100 %, for malrettede BRCA LR-aggregat-PPC var det = 92 %, og for GIS-aggregat-PPC var det = 83 %.
Derudover var der ingen signifikante forskelle forbundet med tid til GIS eller lille BRCA DNA-variation VAF.

Saettets stabilitet under brug

TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-analysesaettets stabilitet under brug blev evalueret under forhold med
standardbrug gennem holdbarhedsperioden, for at understgtte anvendelsen af flere sset. Reagensseettets
frosne komponenter blev udsat for flere nedfrysninger/opteninger og nedkelede reagenser blev bragt op til
stuetemperatur og testet for at understette op til fire anvendelser af saettet. Alle kriterier for kvalitetskontrol
blev opfyldt for alle nedfrysnings-opteningscyklusser og testede tidspunkter. Variantionsbestemmelse blev
vurderet for smad BRCA DNA-variationer, BRCA LR'er og GIS. Resultaterne understatter op til fire
nedfrysninger/opteninger af saettet. Derudover blev der brugt ét reagensseet til at klargere i alt 24 DNA-prover
af én operatear, hvilket viste, at der er tilstreekkelig reagensvolumen til 24 DNA- og 24 HRD-biblioteker.

Transportstabilitet

TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-analysens transportstabilitet for seettet blev evalueret ved hjeaelp af ni
FFPE-praver for seggestokkraeft for at vise TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-reagenssaettenes
funktionalitet efter eksponering for simulerede fordelingsforhold. Otte FFPE-praver for seggestokkraeft blev
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brugt til at vise funktionalitet efter eksponering af reagensseettet for simulerede internationale sommer- og
vintertemperaturprofiler. Funktionstestning blev udfert efter eksponering ved hjaelp af ovennavnte praver, og
bestod af seks til 12 replikater af hver prave pr. tilstand. Saettets fysiske egenskaber blev ogsé observeret, og
det blev fundet til at blive opretholdt efter distribution for alle testtilfeelde. Funktionel testning konkluderede, at
forsendelse ikke pavirkede variationen i bestemmelsen af smd BRCA DNA-variationer (PPC = 96 %), BRCA LR
(PPC = 94 %) og GIS (PPC =100 %) negativt i forhold til kontroltilstanden.

Provestabilitet

Nukleinsyrestabilitet

Stabiliteten af nukleinsyrer (DNA) og deres tilknyttede kvantificering til brug med TSO Comprehensive HRD
(DRAGEN)-analysen blev evalueret ved hjeelp af FFPE-prever fra eeggestokkraeft. FFPE-blokke blev opdelt i
sektioner, og DNA blev ekstraheret. Ekstraheret nukleinsyre blev grundigt blandet, kvantificeret og kontrolleret
for nukleinsyrekvalitet og alikvoteret i to saet engangsrer, der skal nedfryses pa to tidspunkter: TO (kontrol) og
T1 (til at understatte 28 dage). Alt ekstraheret DNA blev opbevaret ved -25 °C til -15 °C, indtil det blev testet
ved TO eller T1 med flere replikater og operatarer. T1 blev sammenlignet med TO for sma BRCA DNA-variationer,
BRCA LR'er og GIS. Dataene indikerer, at nukleinsyrer og deres tilhgrende kvantificering til brug med TSO
Comprehensive HRD (DRAGEN)-analysen er stabile i op til 28 dage, nér de opbevares ved de anbefalede
temperaturer (-25 °C til -15 °C).

Biblioteksstabilitet

Stabiliteten af biblioteker, der anvender hvert af de fem sikre stoptidspunkter for analysen (se Tabel 54), blev
evalueret ved hjeelp af flere FFPE-vaevsprever fra eeggestokkraeft og én FFPE-vaevspreve fra brystkraeft.
Kontrolbiblioteker (TO, ingen stoptidspunkter) blev sekvenseret med det samme ved slutningen af
arbejdsgangen. Alikvoter fra de samme biblioteker blev afholdt ved stoptidspunkterne ved -25 °C til -15 °C i
den tid (T1) til at understotte de dage, der fremgar af Tabel 54. T1 blev sammenlignet med TO for sma BRCA
DNA-variationer, BRCA LR'er og GIS. Dataene angiver, at biblioteker genereret fra TSO Comprehensive HRD
(DRAGEN)-analysen er stabile i overensstemmelse med brugsanvisningen.

Tabel 54 Bibliotekets holdbarhed

Biblioteks- type Plade Antal dage

Fragmenteret gDNA LP PCR <7

Inden berigelse ALS PCR =30

Efter berigelse ELU2 PCR <7

PCR efter berigelse PL PCR =30

Normaliseret NL PCR =32
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Stabiliteten af FFPE-vaev pa objektglas

Stabiliteten af FFPE-vaev pa objektglas til brug sammen med TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-analysen
blev evalueret ved at opdele FFPE-blokke (5 um sektioner) fra ti FFPE-veevsprover med seggestokkraeft,
overfart til objektglas, og efterfalgende opbevare dem ved stuetemperatur (22 °C) pa to tidspunkter: TO
(kontrol) og T1 (til at understatte 28 dage). Nukleinsyremateriale blev kvantificeret og derefter behandlet med
TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-analysen inden for 24 timer efter hvert tidspunkt. P& hvert tidspunkt blev
flere replikater pr. preve testet af flere operaterer. T1 blev sammenlignet med TO for sma BRCA
DNA-variationer, BRCA LR'er og GIS. Variantionsbestemmelse blev vurderet. Dataene indikerer, at FFPE-veev
monteret pa objektglas til brug med TSO Comprehensive HRD (DRAGEN) er stabilt ved stuetemperatur i op til
28 dage.

Brobygningsforseg for HRD klinisk ydeevne

For at validere TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-analysen som CDx til udveelgelse af patienter med
2eggestokkreeft til behandling med LYNPARZA (olaparib) blev residualpraver fra patienter, der var tilmeldt det
kliniske PAOLA-1-forseg (NCT02477644), testet til at understgtte et klinisk brobygningsforsag.

Forseget blev udfert for at vurdere konkordansen af HRD-status mellem TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-
analysen og den kliniske forsggsanalyse (CTA), der blev anvendt i PAOLA-1, og for at vurdere den kliniske
effekt af olaparib hos de HRD-positive patienter, der blev identificeret ved TSO Comprehensive HRD
(DRAGEN)-analysen. PAOLA-1 var et multicenter, fase lll, randomiseret, dobbeltblindet, placebokontrolleret
fors@g, der undersggte den kliniske effekt af olaparib plus bevacizumab som ferstelinje
vedligeholdelsesbehandling for patienter med fremskreden aggestokkraeft. Patienternes HRD-status blev
bestemt efter randomisering fer den primaere analyse med CTA. Det primaere endepunkt var progressionsfri
overlevelse (PFS), defineret som tid fra randomisering til progression bestemt ved investigators vurdering ved
hjeelp af modificeret RECIST 1.1 eller ded. Ud af de 806 patienter, der blev randomiseret i PAOLA-1-forsgget, var
399 resterende prover tilgeengelige til testning med TSO Comprehensive HRD (DRAGEN). Demografien for
fors@gspersoner med tilgeengelige TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-resultater svarede til demografien i
PAOLA-1-forsgget. Ligeledes var deltagerkarakteristika generelt ens mellem dem, der var HRD-positive med
TSO Comprehensive HRD (DRAGEN) og dem, der var HRD-positive med CTA.

Konkordansresultater

Af de 399 prever, der var tilgangelige til testning med TSO Comprehensive HRD (DRAGEN), gav 382 et
evaluerbart resultat. De 17 ikke-evaluerbare prever gav ikke et resultat pa grund af fejl i enten
testkvalitetskontrol (N=12) eller patologisk gennemgang (N=5) (ugyldig analyserate pa 3 % [12/394]). 1 alt 365
tilmeldte patienter havde prever med bade evaluerbare CTA- og TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-
resultater. Overensstemmelse mellem TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-resultater i forhold til CTA-
resultater blandt prever med gyldige resultater er visti Tabel 55.

Dokumentnr. 200080934 v00 88 af 94

TIL IN VITRO DIAGNOSTISK BRUG. KUN TIL EKSPORT.



Indlaegsseddel til TruSight Oncology Comprehensive HRD (DRAGEN) (EU)

illumina

Tabel 55 Overensstemmelse mellem TSO Comprehensive HRD (DRAGEN) og CTA for pavisning af HRD

TSO Comprehensive  HRD-positiv
HRD (DRAGEN)- HRD-negativ
analyseresultat L alt

a

PPA % (n/N; 95 % CI*)
NPA % (n/N; 95 % CI*)
OPA % (n/N; 95 % CI*)

Statistisk
overensstemmelse

CTA-resultat

HRD-positiv HRD-negativ | alt
204 12 216
5 144 149
209 156 365

97,6 % (204/209; 94,5 %, 99,2 %)
92,3 % (144/156; 86,9 %, 96,0 %)
95,3 % (348/365; 92,6 %, 97,3 %)

* Cl baseret pa den ngjagtige binomiale metode (Clopper-Pearson, 1934).

Kliniske effektivitetsresultater

Den kliniske ydeevne af TSO Comprehensive HRD (DRAGEN) blev fastlagt ved bestemmelse af klinisk effekt i
den HRD-positive population. PFS-risikoforhold (HR) for olaparib- vs. placebo-behandlingsgrupperne blev
beregnet med en ikke-justeret Cox model over proportionale farer. Tabel 56 viser PFS-risikoforhold hos CTA-
0g TSO Comprehensive HRD (DRAGEN) HRD-positive deltagere. Figur 4 viser Kaplan-Meier-kurverne for PFS
hos TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-positive deltagere. | CTA- og TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)
HRD-positive populationer var PFS-risikoforholdet henholdsvis 0,33 (95 % CI: 0,25, 0,45) og 0,32 (95 % CI:
0,22, 0,48) og repraesenterede en reduktion pad 67 % og 68 % i risikoen for progression eller dgd for deltagere i
olaparib plus bevacizumab-gruppen sammenlignet med placebo plus bevacizumab-gruppen. En
sensitivitetsanalyse, der tager hdnd om effekten af tilskrevne manglende CDx-resultater, viste, at PFS-
risikoforholdene i de tilskrevne HRD-positive populationer var i overensstemmelse med de primeere

analyseestimater.

Tabel 56 Klinisk effekt i CTA og TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-analyse

Olaparib +bev

CTA N 225
PFS' (95 % CI)?
PFSHR (95 % CI)®

TSO N
Comprehensive PFS' (95 % Cl)2
HRD (DRAGEN)

PFS HR (95 % CI)3

149

TPFS median i maneder.

37,2 (36,0, NR?)

NR# (37,2, NR*)

HRD-positiv
Placebo +bev
132
17,7 (15,8, 19,9)
0,33 (0,25, 0,45)
71
17,4 (14,7,221)
0,32(0,22,0,48)

2 Fra produktgraensemetoden (Kaplan-Meier) for censurerede data.
3 Baseret pa en ikke-stratificeret Cox-regressionsmodel med behandling som kovarians.

4NR = Ikke néet
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Figur 4 Kaplan-Meier-kurve — PFS hos HRD-positive deltagere identificeret ved TSO Comprehensive HRD
(DRAGEN)
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