TruSight Oncology Comprehensive illumina
HRD (DRAGEN)

(EU) Bipacksedel

FOR IN VITRO-DIAGNOSTISKT BRUK. ENDAST FOR EXPORT.

Avsedd anvandning

TruSight™ Oncology Comprehensive HRD (DRAGEN) ar ett kvalitativt in vitro-diagnostiskt test som anvander
riktad nasta generations sekvensering for att moéjliggéra bedémning av Homologous Recombination Deficiency
(HRD) med DNA extraherat fran formalinfixerade, paraffininbdddade (FFPE) tumdrvavnadsprover fran
aggstockscancerpatienter med lllumina® NextSeq™ 550Dx-instrumentet. Testet kan anvandas for att detektera
enkla nukleotidvarianter, insertioner, deletioner och stora omstruktureringar i BRCA1- och BRCA2-gener och
rapportera en genomisk instabilitetspoang (GIS).

Testet ar avsett att anvandas som en produkt for behandlingsvagledande diagnostik som anvands for att
identifiera cancerpatienter som kan dra nytta av den riktade behandlingen som listas i Tabell 1i enlighet med
den godkanda terapeutiska produktmarkningen.

Tabell 1 Indikation foér produkter for behandlingsvagledande diagnostik

Tumor typ Biomarkor(er) detekterade Behandling
Aggstockscancer, inklusive Homolog rekombinationsbrist (HRD) (definierad LYNPARZA® (olaparib)
epitelial aggstockscancer, som skadliga eller misstankta skadliga

aggledarcancer och primar mutationer i BRCA1- och BRCA2-gener och/eller

peritonealcancer positiv genomisk instabilitetspoang)

Sammanfattning och forklaring av analysen

Klinisk beskrivning

Aggstockscancer har den hégsta mortaliteten bland gynekologiska maligniteter.! Aggstockscancer omfattar
epitelial &ggstockscancer, aggledarcancer och primar peritonealcancer, vilka alla delar ett gemensamt
biologiskt ursprung och betraktas tillsammans i terapeutiskt syfte.22 Cirka halften av patienterna med
hoggradig serds och endometrioid aggstockscancer, vilka utgor relevanta histologiska underkategorier for
bedémning, uppvisar genomiska defekter i den homologa rekombinationsreparationsvdgen som leder till HRD.*
Forekomst av HRD &r associerad med kénslighet for platinabaserad kemoterapi® och kliniskt svar pa poly
(adenosindifosfat [ADP]-ribos)-polymerashammare (PARP-hammare; PARPI), en klass av riktade behandlingar
for dggstockscancer,®-2 vilket resulterar i forbattrad progressionsfri och total 6verlevnad.®'3'4 | enlighet med
resultaten fran banbrytande kliniska studier®7.'2'5 kan behandlingsberéttigande fér PARPI vid d&ggstockscancer
baseras pa HRD-positiv status.' PAOLA-1 var en multicenter-, fas lll-, randomiserad, dubbelblindad och
placebokontrollerad studie som undersokte den kliniska effekten av olaparib i kombination med bevacizumab
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som foérstahands underhéllsbehandling for patienter med avancerad dggstockscancer.' TruSight Oncology
Comprehensive (TSO Comprehensive) HRD (DRAGEN)-analysen validerades med hjalp av prover fran patienter
inkluderade i den kliniska PAOLA-1-studien.

Bland olika underliggande mekanismer som forsamrar den homologa rekombinationsreparationsvagen ar de
mest karakteristiska mutationer av konsceller och somatisk funktionsforlust i BRC1A- och BRCA2-gener.413."7
Tester som utvarderar genomisk instabilitet (t.ex. substitutioner, deletioner, kopietalsférandringar och
strukturella omstruktureringar) bedomer forekomsten av ett genomiskt arr eller en mutationssignatur som
indikerar HRD, oavsett underliggande orsak. GIS ar ett matt pa genomisk instabilitet som kombinerar
information om storskaliga tillstdndsévergéngar (LST), forlust av heterozygositet (LOH) och telomerisk-allelisk
obalans (TAIl). Tillgadngliga data fran kliniska prévningar stéder den kliniska giltigheten av GIS som en biomarkor
som identifierar BRCA-patienter med dggstockscancer av vildtyp vilka far betydande férdelar av PARPI-
behandling.”.%.12.18

TSO Comprehensive HRD (DRAGEN) ar ett kvalitativt ndsta generations sekvenseringstest (NGS) for
behandlingsvagledande diagnostik (CDx) som rapporterar HRD-status hos aggstockscancerpatienter genom
att detektera sma DNA-varianter och deletioner pa exonniva (kallas for stora omstruktureringar [LR]) i BRCA1-
och BRCA2-generna, i kombination med att bedéma GIS i férhallande till ett gréansvarde pa 42.

For en lista 6ver regioner i generna BRCA1 och BRCA2 som exkluderas fran variantanalys, se dokumentationen
som finns TruSight Oncology Comprehensive (DRAGEN) svartlista (dokumentnr 200066147) tillgéanglig pa
lllumina supportsidan.

Grundlaggande principer

TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-analysen ar ett distribuerat test som utfors manuellt med extraherad
nukleinsyra som material. DNA extraherat fr&n FFPE-vdvnad anvands for att bereda bibliotek som sedan anrikas
for HRD-relaterade gener och sekvenseras pa NextSeq 550Dx-instrument.

TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-analysen omfattar foljande processer.

* Biblioteksberedning och anrikning—Fran FFPE-vavnad fragmenteras 40 ng genomiskt DNA (gDNA) till sma
fragment. Universella adaptrar for sekvensering ligeras till gDNA-fragment. P5- och P7-adaptersekvenser
integreras i varje bibliotek for att mojliggora att biblioteksfragment fangas pa ytan av flddescellen under
sekvensering. Adaptrarna inkluderar i5- och i7-indexsekvenser for att identifiera varje individuellt prov och
individuella molekyler med anvandning av unika molekyl-ID (UMI). Biblioteken anrikas sedan for de specifika
generna av intresse med hjélp av en fangstbaserad metod. Biotinylerade probsekvenser som omfattar
analysens riktade genregioner av intresse hybridiseras till biblioteken. Proberna och de hybridiserade
malbiblioteken isoleras fran icke-riktade bibliotek genom fangst med magnetiska streptavidinpartiklar. De
anrikade riktade biblioteken tvattas och amplifieras. Darefter normaliseras antalet i varje anrikat bibliotek
med en kulbaserad metod for att sékerstalla likvardig representation i de poolade biblioteken for
sekvensering.

* Sekvensering och priméar analys - Normaliserade, anrikade bibliotek samlas i kluster pa en flédescell och
sekvenseras dérefter med hjélp av SBS-kemi (sekvensering genom syntes) pa NextSeq 550Dx. | SBS-kemi
anvands en metod med reversibel terminator for att detektera enskilda, fluorescensmarkta dNTP-baser
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(deoxynukleosidtrifosfat) medan de inkorporeras i vaxande DNA-strangar. En dNTP laggs till i
nukleinsyrekedjan under varje sekvenseringscykel. dNTP-markningen fungerar som en terminator for
polymerisering. Efter varje dNTP-inkorporerande anvands det fluorescerande fargadmnet for att identifiera
basen och fargdmnet klyvs sedan for att mojliggdra inkorporerande av nasta nukleotid. Fyra reversibla
terminator-bundna dNTP:er (A, G, T och C) forekommer som enskilda, separata molekyler. Som ett resultat
minimeras inkorporeringsbiasen av naturlig konkurrens. Under den priméara analysen gors basbestamningar
direkt utifrén signalintensitetsméatningar under varje sekvenseringscykel, vilket resulterar i sekvensering
bas for bas. Ett kvalitetsresultat tilldelas till varje basbestamning.

Sekundar analys - Analysmodulen TSO Comprehensive (EU, DRAGEN) finns pd DRAGEN-server som en del
av NextSeq 550Dx-instrument for att underlatta TSO Comprehensive (EU,
DRAGEN)-kdrningskonfigurationen och utfora den sekundara analysen av sekvenseringsresultaten.
Analysmodulen TSO Comprehensive (EU, DRAGEN) utfor analyser av koérningsbearbetning och
kvalitetskontroll, féljt av demultiplexering, FASTQ-filgenerering, linjering och variantbestadmning. Vid
demultiplexering separeras data fran poolade bibliotek baserat pa de unika sekvensindex som lades till
under biblioteksberedningen. Programvaran genererar mellanliggande FASTQ-filer, som innehaller
sekvenseringslasningar med kvalitetsvarden for varje prov, exklusive ldsningar fran kluster som inte
passerat filter. Sekvenseringsavlasningarna linjeras sedan mot ett referensgenom for att identifiera ett
forhallande mellan sekvenserna och tilldelas ett resultat baserat pa liknande regioner. Linjerade avlasningar
skrivs till filer i BAM-format. Analysprogramvaran anvander separata algoritmer for att detektera sma DNA-
varianter i BRCA1 och BRCA2, stora omstruktureringar i BRCA1 och BRCA2, samt GIS. Analysmodulernas
programvara genererar flera typer av utdata, inklusive sekvenseringsmatt och VCF-filer (Variant Call
Format). VCF-filer innehaller information om varianter som finns pa sarskilda positioner i ett referensgenom.
Sekvenseringsmatt och individuella utdatafiler genereras for varje prov.

Tertidra analyser — Tertidra analyser som utférs av Analysmodulen TSO Comprehensive (EU, DRAGEN)
bestar av CDx-bestdamning och generering av resultatrapporter. De tolkade variantresultaten sammanfattas
i TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-resultatrapporten. Se Analysmodulen lllumina Connected Run
TruSight Oncology Comprehensive HRD (EU, DRAGEN), arbetsflodesguide (dokumentnr 200080937) for
mer information om sekundar- och tertidranalys.

Begransningar

Endast for in vitro-diagnostiskt bruk.

Endast pa ordination. Testet méaste bestéllas av kvalificerad medicinsk personal i enlighet med kliniska
laboratoriebestammelser.

Beslut om patientvard och -behandling maste baseras pa den behandlande lakarens oberoende medicinska
bedémning, med hansyn till all tillamplig information om patientens tillstdnd, som patient- och
familjehistorik, fysiska undersokningar, information fran andra diagnostiska tester och patientens 6nskemal,
i enlighet med vardstandarden i ett visst samhille.

Kvaliteten pa FFPE-prover varierar mycket. Kvaliteten kan paverkas enligt foljande.
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— Prover som inte genomgick standardfixeringsférfaranden kanske inte genererar extraherade
nukleinsyror som uppfyller analysens kvalitetskontrollkrav (Kvalitetskontroll pa sidan 66).

— Somatiska drivande mutationer kan inte detekteras tillforlitligt om tumdrinnehallet (efter omrade) &r
mindre an 20 %.

— GIS kanske inte ar tillforlitligt om tumdrinnehallet (efter omrade) ar mindre dn 33 %.

* Prestanda for TSO Comprehensive HRD (DRAGEN) i prover som erhallits fran patienter som har genomgatt
en organ- eller vAvnadstransplantation har inte utvarderats.

* Kontamineringsdetektering kan paverkas enligt féljande.

— | starkt omarrangerade genom med deletioner och heterozygotférlust kan TSO Comprehensive (EU,
DRAGEN)-programvaran felaktigt klassificera ett DNA-prov som kontaminerat (CONTAMINATION_
SCORE > 1457).

— Kontamination under proceduren kan bero pa nukleinsyra frén tidigare provbearbetningssteg. God
laboratoriesed och att félja alla forsiktighetsatgarder och riktlinjer i denna bipacksedel hjalper till att
undvika korskontaminering mellan prover.

* Ett negativt resultat utesluter inte narvaron av en mutation under analysens detektionsgrans (LoD).
Foérandringar vid allelfrekvenser under den faststallda LoD kan inte detekteras konsekvent.

* Sensitiviteten for detektion av sma DNA-varianter kan paverkas av:
— Genomiskt sammanhang med Iag komplexitet.
— Okande variantldngd.

®* TSO Comprehensive HRD (DRAGEN) har validerats for att detektera BRCA-insertioner och deletioner upp till
19 bp i langd och stora BRCA-omstruktureringar som ar exonniva eller hégre. Varianter som &r langre &n 19
bp och dndringar och hdndelser som &r subexoniska kanske inte detekteras av analysen, men kan paverka
HRD-status. Lamplig klinisk-patologisk och laboratoriemassig korrelation rekommenderas.

* Deletioner pa exonniva ar de enda stora omstruktureringar som rapporteras av TSO Comprehensive HRD
(DRAGEN). Insertioner p& exonniva rapporteras inte av analysen.
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Produktkomponenter

Testet TSO Comprehensive HRD (DRAGEN) bestar av féljande komponenter:

TruSight Oncology Comprehensive (DRAGEN)-sats (Illumina katalognummer 20140799)—Satsen inkluderar
reagens med tillracklig volym for att generera 24 DNA-bibliotek. Denna volym inkluderar patientprover och
kontroller. Satsen innehaller probuppséattningen som anvands for att detektera BRCA-mutationer. Kontroller
séljs separat (se Nédvandiga reagenser som inte tillhandahalls pa sidan 14).

/N FORSIKTIGHET

Reagenser for RNA-biblioteksberedning medfdljer TSO Comprehensive (DRAGEN)-satsen men
kravs inte for TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-analysen.

TruSight Oncology Comprehensive HRD (DRAGEN)-sats (lllumina katalognummer 20134650) — satsen
inkluderar reagens med tillracklig volym for att generera 24 DNA-biblioteksanrikningar. Denna volym
inkluderar patientprover och kontroller. Satsen innehaller probuppsattningen som anvands foér GIS-
bestamning.

Analysmodulen lllumina Connected Run TruSight Oncology Comprehensive HRD (EU, DRAGEN) (lllumina
katalognr 20132935), som innehéller foljande komponenter:

— TSO Comprehensive HRD (DRAGEN) Kravpaket

— TSO Comprehensive HRD (DRAGEN) Programvaruuppsattning

— TSO Comprehensive HRD (DRAGEN) USB-sats

En lllumina-servicerepresentant installerar Iamplig version av Analysmodulen TSO Comprehensive (EU,
DRAGEN) och kravpaketet pa DRAGEN-server for NextSeq 550Dx-instrument. Information om

analysmodulen finns i Analysmodulen lllumina Connected Run TruSight Oncology Comprehensive HRD (EU,
DRAGEN), arbetsflédesguide (dokumentnr 200080937).

Reagenser

Reagenser som tillhandahalls

lllumina tillhandahaller foljande reagens.

TruSight Oncology Comprehensive (DRAGEN) sats (lllumina katalognr 20140799)

TruSight Oncology Comp Library Prep (Freeze), artikelnr 20031118
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Reagens Artikelnummer Antal Volym Aktiva ingredienser Forvaringstemperatur
End repair A-tailing A 20031435 2 85 ul Buffrad -25°Ctill-15°C
(ERAT-A) vattenbaserad

[6sning som

innehaller T4
DNA-polymeras och
polynukleotidkinas

End repair A-tailing B 20031436 2 210 pl Buffrad -25°Ctill-15°C
(ERA1-B) vattenbaserad

[6sning som

innehéller salter och

nukleotider

Adaption Ligation Buffer 20031437 2 1,73 ml  Buffrad -25°Ctill-15°C
1 (ALB1) vattenbaserad

[6sning som

innehaller salter

DNA Ligase 3 (LIG3) 20031438 2 190 pl Buffrad -25°Ctill-15°C
vattenbaserad
[6sning som
innehéller ligas

Short Universal 20031439 1 290 i Buffrad -25°Ctill-15°C
Adapters 1 (SUAT)* vattenbaserad

[6shing som

innehéller

oligonukleotider for

universell

sekvensering

UMl adapters v1 (UMI) 20031496 1 290 Buffrad -25°Ctill-15°C
vattenbaserad
[6sning som
innehaller
oligonukleotider for
universell
sekvensering

Stop Ligation Buffer 20031440 2 480 ul Buffrad -25°Ctill-15°C
(STL) vattenbaserad

[6sning som

innehaller salter
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Reagens Artikelnummer Antal Volym Aktiva ingredienser Forvaringstemperatur

Enhanced PCR Mix 20031441 2 550 i Buffrad -25°Ctill-15°C
(EPM) vattenbaserad

[6sning som

innehaller

DNA-polymeras och

nukleotider

* Reagens tillhandahalls men kravs inte fér TSO Comprehensive HRD (DRAGEN).

TruSight Oncology Comp Library Prep (Refrigerate), artikelnr 20031119

Reagens Artikelnummer Antal Volym  Aktiva ingredienser Forvaringstemperatur
Resuspension Buffer 20031444 1 12,4 ml  Buffrad 2°Ctill8°C
(RSB) vattenbaserad

|[6sning som

innehéller salter

Sample Purification 20031442 2 6,11 ml  Vattenbaserad 2°Ctill8°C
Beads (SPB) |6sning som
innehaller
magnetkulor
TE Buffer (TEB) 20013443 1 10 ml Tris EDTA-I6sning 2°Ctill8°C
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TruSight Oncology Comp UP Index Primers, artikelnr 20031120

Aktiva ingredienser: Buffrad vattenbaserad 16sning innehallande individuellt streckkodade

oligonukleotidprimrar.

/N FORSIKTIGHET

Kombinera inte CPxx- och UPxx-indexprimrar i samma bibliotek.

Artikelnummer

Indexprimer Antal
UPO1 20031445 1
UP02 20031446 1
UPO3 20031447 1
upP04 20031448 1
UP05 20031449 1
UP06 20031450 1
upP07 20031451 1
UP08 20031452 1
UP09 20031453 1
UP10 20031454 1
UPT1 20031455 1
upP12 20031456 1
UP13 20031457 1
UP14 20031458 1
UP15 20031459 1
UP16 20031460 1

TruSight Oncology Comp CP Index Primers, artikelnr 20031126

Aktiva ingredienser: Buffrad vattenbaserad I6sning innehallande individuellt streckkodade

oligonukleotidprimrar.

/N FORSIKTIGHET

Kombinera inte CPxx- och UPxx-indexprimrar i samma bibliotek.

Indexprimer  Artikelnummer Antal
CPO1 20031461 1
CP02 20031462 1
CP03 20031463 1
CP04 20031464 1

Dokumentnr 200080934 v00

Volym

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
24 ul
24 4l
24 ul

Volym
20 pl
20yl
20 pl
20yl

i7-index

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

i7-index
D721
D723
D709
D71

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

Sekvens
CATCGAGG
CTCGACTG
CGGCTATG
TCTCGCGC
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i5-index

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

i5-index
D507
D508
D519
D520

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

Sekvens
ACGTCCTG
GTCAGTAC
CCGTCGCC
GTCCGAGG

illumina

Férvaringstemperatur

-25°Ctill-15°C
-25°Ctill-15°C
-25°Ctill-15°C
-25°Ctill-15°C
-25°Ctill-15°C
-25°Ctill-15°C
-25°Ctill-15°C
-25°Ctill-15°C
-25°Ctill-15°C
-25°Ctill-15°C
-25°Ctill-15°C
-25°Ctill-15°C
-25°Ctill-15°C
-25°Ctill-15°C
-25°Ctill-15°C
-25°Ctill-15°C

Férvaringstemperatur
-25°Ctill-15°C
-25°Ctill-15°C
-25°Ctill-15°C
-25°Ctill-15°C
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Indexprimer  Artikelnummer Antal Volym i7-index Sekvens i5-index Sekvens
CP0O5 20031465 1 20 ul D723 CTCGACTG D507 ACGTCCTG
CP06 20031466 1 20 ul D709 CGGCTATG D507 ACGTCCTG
CPO7 20031467 1 20 pl D711 TCTCGCGC D507 ACGTCCTG
CP08 20031468 1 20 ul D721 CATCGAGG D508 GTCAGTAC
CP09 20031469 1 20 ul D709 CGGCTATG D508 GTCAGTAC
CP10 20031470 1 20 ul D7M TCTCGCGC D508 GTCAGTAC
CP1 20031471 1 20 pl D721 CATCGAGG D519 CCGTCGCC
CP12 20031472 1 20 ul D723 CTCGACTG D519 CCGTCGCC
CP13 20031473 1 20 pl D7M TCTCGCGC D519 CCGTCGCC
CP14 20031474 1 20 ul D721 CATCGAGG D520 GTCCGAGG
CP15 20031475 1 20 pl D723 CTCGACTG D520 GTCCGAGG
CP16 20031476 1 20 ul D709 CGGCTATG D520 GTCCGAGG

TruSight Oncology Comp Enrichment (Refrigerate), artikelnr 20031123

Reagens Artikelnummer Antal Volym
Target Capture 20031477 2 870 ul

Buffer 1 (TCB1)

Streptavidin Mag 20031478 2 7,78 mi
Beads (SMB)

2N NaOH (HP3) 20031479 2 400 pl

Elute Target Buffer 2 20031480 2 290 ul

(ET2)

Library 20031481 1 1,04 mi
Normalization Beads

(LNB1)

Library 20031482 2 4,8 ml

Normalization Wash

1T (LNW1)
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Aktiva ingredienser

Buffrad vattenbaserad
I6sning som innehaller
formamid och salter

Buffrad vattenbaserad
I6sning som innehaller
salter och
paramagnetiska kulor i
fast fas kovalent belagda
med streptavidin

Natriumhydroxidldsning

Buffrad vattenbaserad
[6sning

Buffrad vattenbaserad
I6sning som innehaller
paramagnetiska kulor i
fast fas

Buffrad vattenbaserad
I6sning som innehaller
salter,
2-merkaptoetanol och
formamid

illumina

Forvaringstemperatur

-25°Ctill-15°C

-25°Ctill-15°C

-25°Ctill-15°C

-25°Ctill-15°C

-25°Ctill-15°C

-25°Ctill-15°C

-25°Ctill-15°C

-25°Ctill-15°C

-25°Ctill-15°C

-25°Ctill-15°C

-25°Ctill-15°C

-25°Ctill-15°C

Forvaringstemperatur

2°Ctill8°C

2°Ctill8°C

2°Ctill8°C
2°Ctill8°C

2°Ctill8°C

2°Ctill8°C
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Reagens

Library
Normalization
Storage Buffer 1
(LNS1)

Artikelnummer
20031483

Resuspension Buffer 20031444

(RSB)

Sample Purification
Beads (SPB)

20031442

Antal

Volym
3,5ml

12,4 mi

6,11 ml

Aktiva ingredienser

Buffrad vattenbaserad

I6sning som innehaller
salter

Buffrad vattenbaserad

I6sning som innehaller
salter

Vattenbaserad |0sning

som innehaller
magnetkulor

TruSight Oncology Comp Enrichment (Freeze), artikelnr 20031121

Reagens

Target Capture
Additives 1 (TCA1)

Enhanced Enrichment
Wash (EEW)

Enrichment Solution 2
(EE2)

Enhanced PCR Mix
(EPM)

Artikelnummer
20031486

20031487

20031488

20031441

Dokumentnr 200080934 v00

Antal

2

Volym
521 ul

50,4 ml

1,65 ml

550
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Aktiva ingredienser

Buffrad
vattenbaserad
[6sning som
innehaller
oligonukleotider

Buffrad
vattenbaserad
[6sning som
innehaller salter

Buffrad
vattenbaserad
[6sning som
innehaller
rengoéringsmedel

Buffrad
vattenbaserad
[6sning som
innehaller
DNA-polymeras och
nukleotider

illumina

Forvaringstemperatur

2°Ctill8°C

2°Ctill8°C

2°Ctill8°C

Forvaringstemperatur

-25°Ctill-15°C
-25°Ctill-15°C
-25°Ctill-15°C
-25°Ctill-15°C
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Artikelnummer Antal

20031490 2

Reagens

PCR Primer Cocktail 3
(PPC3)

Volym

150 pl Buffrad
vattenbaserad
[6sning som
innehaller P5- och

P7-primrar

Buffrad
vattenbaserad
[6sning som
innehaller salter,
2-merkaptoetanol
och formamid

Buffrad
vattenbaserad
[6sning som
innehaller PhiX
genomiskt DNA

Library Normalization = 20031491 1 4,6 ml

Additives 1 (LNA1)

PhiX (PX3 eller PhiX) 20031492 1 10 ul

TruSight Oncology Comp Content Set, artikelnr 20031122

Reagens Artikelnummer Antal Volym  Aktiva ingredienser
Oncology RNA 20031494 1 290yl Oligonukleotidprobpool
Probe Pool (OPR1)*

Oncology DNA 20031495 1 290 I Oligonukleotidprobpool
Probe Pool 2

(OPD2)

* Reagens tillhandahalls men kravs inte fér TSO Comprehensive HRD (DRAGEN).

TruSight Oncology Comp RNA Library Prep, artikelnr 20031127

Aktiva ingredienser

illumina

Forvaringstemperatur

-25°Ctill-15°C
-25°Ctill-15°C
-25°Ctill-15°C

Forvaringstemperatur

-25°Ctill-15°C

-25°Ctill-15°C

Foljande reagenser tillhandahalls men kravs inte fér TSO Comprehensive HRD (DRAGEN).

Reagens Artikelnummer Antal Volym

First Strand Synthesis 20031431 1 260 ul Buffrad

Mix (FSM) vattenbaserad
I6sning som

innehaller salter och

nukleotider
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Aktiva ingredienser Forvaringstemperatur

-25°Ctill-15°C

11av 94



Bipacksedel for TruSight Oncology Comprehensive HRD (DRAGEN) (EU)

Artikelnummer Antal
20031432 1

Reagens

Second Strand Mix
(SSM)

Elution Primer Frag Mix 20031433 1

(EPH3)

Reverse Transcriptase 20031434 1

(RVT)

70 ul

Volym
720 pl

250 i

Buffrad
vattenbaserad
I6sning som
innehaller salter,
DNA-polymeras,
RNas H och
nukleotider

Buffrad
vattenbaserad
I6sning som

innehaller salter och

slumpmassiga
hexamerer

Buffrad
vattenbaserad
I6sning som
innehaller reverse
transcriptase

Aktiva ingredienser

illumina

Forvaringstemperatur

-25°Ctill-15°C
-25°Ctill-15°C
-25°Ctill-15 °C

TruSight Oncology Comprehensive HRD (DRAGEN) sats (lllumina katalognr

20134650)

TruSight Oncology Comp HRD Enrichment (Refrigerate), artikelnr 20140116

Reagens Artikelnummer Antal Volym
Target Capture 20031477 1 870 ul

Buffer 1 (TCB1)

Streptavidin Mag 20031478 1 7,78 mi
Beads (SMB)

2N NaOH (HP3) 20031479 1 400 pl

Elute Target Buffer 2 20031480 1 290 ul

(ET2)
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Aktiva ingredienser

Buffrad vattenbaserad
I6sning som innehaller
formamid och salter

Buffrad vattenbaserad
I6sning som innehaller
salter och

paramagnetiska kulor i

fast fas kovalent belagda

med streptavidin
Natriumhydroxidlésning

Buffrad vattenbaserad
I6sning

Forvaringstemperatur

2°Ctill8°C

2°Ctill8°C

2°Ctill8°C
2°Ctill8°C
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Reagens

Library 20031481
Normalization Beads

(LNB1)

Library 20031482
Normalization Wash

1 (LNW1)

Library 20031483
Normalization
Storage Buffer 1

(LNST)

Resuspension Buffer 20031444
(RSB)

Sample Purification 20031442

Beads (SPB)

TruSight Oncology Comp HRD Enrichment (Freeze), artikelnr 20140115

Reagens Artikelnummer
Target Capture 20031486
Additives 1 (TCA1)

Enhanced Enrichment 20031487
Wash (EEW)

Enrichment Solution2 20031488

(EE2)

Dokumentnr 200080934 v00

Artikelnummer

Antal

1

Volym
1,04 mi

4,8 ml

3,5ml

12,4 ml

6,11 ml

Volym

521

50,4 ml

1,65 ml

FORIN VITRO-DIAGNOSTISKT BRUK. ENDAST FOR EXPORT.

Aktiva ingredienser

Buffrad vattenbaserad
I6sning som innehaller
paramagnetiska kulor i
fast fas

Buffrad vattenbaserad
I6sning som innehaller
salter,
2-merkaptoetanol och
formamid

Buffrad vattenbaserad
I6sning som innehaller
salter

Buffrad vattenbaserad
I6sning som innehaller
salter

Vattenbaserad I6sning
som innehaller
magnetkulor

Buffrad
vattenbaserad
[6sning som
innehaller
oligonukleotider

Buffrad
vattenbaserad
[6sning som
innehaller salter

Buffrad
vattenbaserad
I[6sning som
innehaller
rengdringsmedel

Aktiva ingredienser

illumina

Forvaringstemperatur

2°Ctill8°C

2°Ctill8°C

2°Ctill8°C

2°Ctill8°C

2°Ctill8°C

Forvaringstemperatur

-25°Ctill-15°C
-25°Ctill-15°C
-25°Ctill-15°C
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Reagens Artikelnummer Antal Volym  Aktiva ingredienser Forvaringstemperatur
Enhanced PCR Mix 20031441 1 550 ul Buffrad -25°Ctill-15°C
(EPM) vattenbaserad

[6sning som

innehaller

DNA-polymeras och

nukleotider
PCR Primer Cocktail 3 20031490 1 150 pl Buffrad -25°Ctill-15°C
(PPC3) vattenbaserad

[6sning som

innehaller P5- och

P7-primrar
Library Normalization 20031491 1 4,6 ml Buffrad -25°Ctill-15°C
Additives 1 (LNA1) vattenbaserad

[6sning som

innehaller salter,
2-Merkaptoetanol
och formamid

TruSight Oncology Comp HRD Content Set, artikelnr 20140117

Reagens Artikelnummer Antal Volym  Aktiva ingredienser Forvaringstemperatur
Oncology DNA 20082795 1 290 I Oligonukleotidprobpool -25°Ctill-15°C
Probe Pool 3

(OPD3)

No6dvandiga reagenser som inte tillhandahalls

Pre-amplifieringsreagenser

* Reagenser for DNA-extraktion och DNA-rening — Se Extrahering, kvantifiering och férvaring av nukleinsyra
pa sidan 22 for reagenskrav.

* DNA-kvantifieringsreagens — Se Extrahering, kvantifiering och férvaring av nukleinsyra pa sidan 22 for
reagenskrav.

* TruSight Oncology Controls:

— TruSight Oncology DNA Control v2 (lllumina-katalognr 20090155)
* Etanol (EtOH), 100-procentig (200 proof) fér molekylarbiologisk anvandning
* RNas/DNas-fritt vatten
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Post-amplifieringsreagenser

* NextSeq 550Dx High-Output Reagent Kit v2.5 (300 cykler) (lllumina katalognr 20028871)
— NextSeq 550Dx High Output Flow Cell Cartridge v2.5 (300 cykler)
— NextSeq 550Dx High Output Reagent Cartridge v2 (300 cykler)
— NextSeq 550Dx Buffer Cartridge v2 (300 cykler)

* EtOH, 100-procentig (200 proof) for molekylarbiologisk anvandning

* RNas/DNas-fritt vatten

Forvaring och hantering av reagenser

Féljande reagensforpackningar skickas frysta. Férvara vid -25 °C till =15 °C.

Forpackning Artikelnummer Laboratorieomrade
TruSight Oncology Comp Library Prep (Freeze) 20031118 Pre-amplifiering
TruSight Oncology Comp UP Index Primers 20031120 Pre-amplifiering
TruSight Oncology Comp CP Index Primers 20031126 Pre-amplifiering
TruSight Oncology Comp Enrichment (Freeze) 20031121 Post-amplifiering
TruSight Oncology Comp Content Set 20031122 Post-amplifiering
TruSight Oncology Comp RNA Library Prep 20031127 Pre-amplifiering
TruSight Oncology Comp HRD Enrichment (Freeze) 20140115 Post-amplifiering
TruSight Oncology Comp HRD Content Set 20140117 Post-amplifiering

Foljande reagensforpackningar skickas pa geldynor for att upprétthalla en temperatur pé 0 °C till 10 °C. Férvara
vid 2 °C till 8 °C.

Forpackning Artikelnummer Laboratorieomrade
TruSight Oncology Comp Library Prep (Refrigerate) 20031119 Pre-amplifiering
TruSight Oncology Comp Enrichment (Refrigerate) 20031123 Post-amplifiering
TruSight Oncology Comp HRD Enrichment (Refrigerate) 20140116 Post-amplifiering

/N FORSIKTIGHET
Forvara inte reagenser i en frostfri behallare eller i kylskapsdorrar.
/N FORSIKTIGHET

Frys inte reagenser som innehaller kulor (LNB1, SPB och SMB).
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illumina

* Forandringar av reagensernas utseende kan indikera en férsamring av materialens kvalitet. Anvand inte
reagenserna om forandringar av deras utseende observeras (till exempel férandringar av reagensens farg

eller grumlighet).

* ERA1-B och TCB1 kan ha produktrelaterade partiklar. Folj de specifika hanteringsriktlinjerna for varje

reagens.

®* TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-analysens stabilitet har utvarderats och prestanda for upp till fyra
anvandningar av satsen har bekraftats. Reagenserna ar stabila nar de férvaras enligt de angivna
temperaturerna fram till det specifika utgdngsdatumet som anges pa férpackningen.

Utrustning och material

Nodvandig utrustning och material - tillhandahalls inte

Utrustning och material for pre-amplifiering

Utrustning

Ultrasonikator med tillhorande tillbehor

Se Konfigurationsinstéliningar fér ultrasonikator for DNA-fragmentering pa

sidan 20.

Vortexblandare

Mikroprovsinkubatorer (2) med insatser for MIDI-plattor med 96 brunnar (2)

Mikrocentrifug

Plattcentrifug med féljande specifikationer:
» Kompatibel med mikroplattor med 96 brunnar
o Kapacitet for 280 x g (+/- 10 %)

Plattskakare med féljande specifikationer:
» Omloppsbana pa 2 mm
o Kan skaka vid 1200 och 1800 rpm

Forseglingsrulle eller -kil

Magnetiskt stativ med foljande specifikationer:

« Utformat for precipitation/separation av paramagnetiska kulor
» Magneter pa sidan av stativet (inte nedtill)

o Kompatibel med MIDI-plattor med 96 brunnar
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Tillverkare

Valfri leverantor av
laboratorieutrustning

Valfri leverantor av
laboratorieutrustning

Valfri leverantor av
laboratorieutrustning

Valfri leverantér av
laboratorieutrustning

Valfri leverantor av
laboratorieutrustning

Valfri leverantor av
laboratorieutrustning

Valfri leverantor av
laboratorieutrustning

Valfri leverantor av
laboratorieutrustning
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Utrustning

Precisionspipetter som exakt kan leverera volymer mellan 2 ul och 1 000 pl
med féljande specifikationer:

» En- eller flerkanaliga pipetter med steg om 0,02 pl

o En- eller flerkanaliga pipetter med steg om 0,1 ul, 0,2 pl eller 0,5 pl

o En- eller flerkanaliga pipetter med steg om 1 pl eller 2 pl

Pipetterna maste kalibreras regelbundet och ha en exakthet som ligger inom

5 % av angiven volym.

Pipettstod

Is- eller kylblock

Serologiska pipetter, 10 ml

Sjalvhaftande forseglingar for plattor med 96 brunnar med féljande

specifikationer:

o Avdragbar

» Passar PCR-plattor med krage och halv krage

o Starkt haftdmne som motstar flera temperaturféréandringar inom
intervallet -20 °C till 100 °C

» DNas-/RNas-fria

Mikrocentrifugrér med kapacitet pa 1,7 ml, nukleasfria

Nukleasfria reagensbehallare (engangstrag, 50 ml) (eller motsvarande)
Koniska rér, 15 ml

Koniska rér, 50 ml

Kompatibla aerosolresistenta pipettspetsar

Férvaringsplattor for 96 brunnar, 0,8 ml (MIDI-plattor)

PCR-plattor med 96 brunnar, kompatibla med termocykler, 0,2 ml (brunnar
av polypropylen)
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Tillverkare

Valfri leverantor av
laboratorieutrustning

Valfri leverantor av
laboratorieutrustning

Valfri leverantér av
laboratorieutrustning

Valfri leverantor av
laboratorieutrustning

Valfri leverantor av
laboratorieutrustning

Valfri leverantor av
laboratorieutrustning

Valfri leverantér av
laboratorieutrustning

Valfri leverantor av
laboratorieutrustning

Valfri leverantor av
laboratorieutrustning

Valfri leverantor av
laboratorieutrustning

Fisher Scientific,

artikelnr AB-0859 eller

motsvarande

Valfri leverantor av
laboratorieutrustning

illumina
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Utrustning och material for post-amplifiering

Utrustning
NextSeq 550Dx instrument

Plattcentrifug med féljande specifikationer:
» Kompatibel med mikroplattor med 96 brunnar
o Kapacitet for 280 x g (+/- 10 %)

En termocykler med féljande specifikationer:

e Uppvéarmtlock (100 °C)

Omfattar ett temperaturintervall pa 4 °C till 99 °C
Temperaturnoggrannhet pa 0,25 °C

Kompatibel med PCR-plattor med 96 brunnar, 0,2 mi
« Se Ramphastighet fér termocykler pa sidan 21

Vortexblandare

Mikroprovsinkubator med en insats for MIDI-plattor med 96 brunnar

Varmeblock med foljande specifikationer:

« Temperaturintervall fran 25 °C till 99 °C

» Temperaturnoggrannhet pa +5 °C

» Se till att mikrocentrifugroren ar kompatibla med varmeblocket

Plattskakare med foljande specifikationer:
« Omloppsbana pa 2 mm
o Kan skaka vid 1200 och 1800 rpm

Mikrocentrifug

Forseglingsrulle eller -kil

Magnetiskt stativ med féljande specifikationer:

» Utformat for precipitation/separation av paramagnetiska kulor
« Magneter pa sidan av stativet (inte nedtill)

» Kompatibel med MIDI-plattor med 96 brunnar
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Tillverkare
lllumina, katalognr 20005715

Valfri leverantor av
laboratorieutrustning

Valfri leverantor av
laboratorieutrustning

Valfri leverantor av
laboratorieutrustning

Valfri leverantor av
laboratorieutrustning

Valfri leverantor av
laboratorieutrustning

Valfri leverantor av
laboratorieutrustning

Valfri leverantor av
laboratorieutrustning

Valfri leverantor av
laboratorieutrustning

Valfri leverantér av
laboratorieutrustning
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Utrustning

Precisionspipetter som exakt kan leverera volymer mellan 2 ul och 1 000 pl
med féljande specifikationer:

» En- eller flerkanaliga pipetter med steg om 0,02 pl

o En- eller flerkanaliga pipetter med steg om 0,1 ul, 0,2 pl eller 0,5 pl

o En- eller flerkanaliga pipetter med steg om 1 pl eller 2 pl

Pipetterna maste kalibreras regelbundet och ha en exakthet som ligger inom

5 % av angiven volym.

Pipettstod

Serologiska pipetter, 10 mi

Sjalvhaftande forseglingar for plattor med 96 brunnar med féljande

specifikationer:

e Avdragbar

o Passar PCR-plattor med krage och halv krage

o Starkt haftimne som motstar flera temperaturféréandringar inom
intervallet -20 °C till 100 °C

» DNas-/RNas-fria

Mikrocentrifugrér med kapacitet pa 2 ml, nukleasfria

Mikrocentrifugrér med kapacitet pa 1,7 ml, nukleasfria

Nukleasfria reagensbehallare (engangstrag, 50 ml) (eller motsvarande)
Koniska rér, 15 ml

Koniska rér, 50 ml

Kompatibla aerosolresistenta pipettspetsar

Férvaringsplattor for 96 brunnar, 0,8 ml (MIDI-plattor)

PCR-plattor med 96 brunnar, kompatibla med termocykler, 0,2 ml (brunnar
av polypropylen)
Is- eller kylblock
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illumina

Tillverkare

Valfri leverantor av
laboratorieutrustning

Valfri leverantor av
laboratorieutrustning

Valfri leverantér av
laboratorieutrustning

Valfri leverantor av
laboratorieutrustning

Valfri leverantor av
laboratorieutrustning

Valfri leverantor av
laboratorieutrustning

Valfri leverantér av
laboratorieutrustning

Valfri leverantor av
laboratorieutrustning

Valfri leverantor av
laboratorieutrustning

Valfri leverantor av
laboratorieutrustning

Fisher Scientific,
artikelnr AB-0859 eller
motsvarande

Valfri leverantor av
laboratorieutrustning

Valfri leverantor av
laboratorieutrustning
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Konfigurationsinstallningar for ultrasonikator for
DNA-fragmentering

DNA-fragmentering, eller -klippning, paverkar analysprestandan genom att bestamma férdelningen av
fragmentstorlek, vilket i sin tur paverkar sekvenseringstackningen. Flera fokuserade
ultrasonikeringskonfigurationer utvarderades och optimerades for TSO Comprehensive HRD
(DRAGEN)-analysen (Tabell 2).

Klippningstiden justerades for att maximera mattet MEDIAN_EXON_COVERAGE som beskrivs i avsnittet
Kvalitetskontroll pa sidan 66. Klippningstider (se Tabell 2) och MEDIAN_INSERT_SIZE skilde sig at mellan
konfigurationer.

Konfigurationerna 1-4 och 6 testades med glasrér med atta remsor. Konfiguration 5 anvande ett enda
glasror. Rorens volymkapacitet visas i Tabell 2.

Optimering av konfigurationerna 3-6 (mindre vattenbadsvolymer) anvande pulsering.
Konfigurationerna 3-5 klipptes i mindre volymror. Rérens volymkapacitet paverkar klippningsparametrarna.

Konfiguration 4 (ledningsgivare, medelstor vattenbadsvolym, avgasat vatten) kravde en lang
pulsférdrojningstid (40 sekunder) for att uppna liknande MEDIAN_EXON_COVERAGE som konfiguration 1
och 2 vid nominell inmatning pa 40 ng.

Optimala instéliningar fér konfiguration 3 resulterade i en nagot stérre fragmentstorleksférdelning jamfort
med de andra konfigurationerna (MEDIAN_INSERT_SIZE var ungefar 5-10 baspar storre).

Konfiguration 3 och 5 anvande icke-avgasat vatten och den minsta vattenbadvolymen.

Konfiguration 3 och 5 behévde 6kad DNA-inmatning (50 ng for konfiguration 3, 60 ng for konfiguration 5)
for att uppna liknande MEDIAN_EXON_COVERAGE i forhallande till de 6vriga fyra konfigurationerna, som
anvidnde den nominella inmatningen pé 40 ng.

Konfigurationerna 3 och 5 har mer skada och/eller denaturering och darfér en reducerad effektiv massa av
anvandbara dsDNA-molekyler for biblioteksberedning.

Centrifugera klippningsréren under aterhamtningsprocessen for att sdkerstalla att den specificerade volymen
aterhamtas, eftersom eventuell forlust av material kan paverka prestandan negativt.
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Tabell 2 Utvarderade konfigurationer for fokuserade ultrasonikatorer

Konfiguration

Parameter 1 2 3 4 5 6

Givare Linje Punkt Punkt Linje Punkt Linje

Vattenbadsvolym 51 51 85 mi 500 ml 16 ml 1,71

Avgasat vatten Ja Ja Nej Ja Nej Ja

Vattenkylare Ja Ja Ja Ja Ja Ja

Vattenbadstemperatur 7°C 7°C 12 °C 12 °C 20°C 10 °C

Peak Incident Power (PIP) 450 W 175 W 50W 350 W 50W 450 W

Arbetskvoti % 30 10 30 25 20 25

Cykler per skur 200 200 1000 1000 1000 600°

Pulserande (10 sekunders Nej Nej Ja Ja Ja Ja

skurar)

Fordrojningstid for pulserande  Ej Ej 10s 40s 10s 10s

tilldmpligt  tillampligt

Klippningstid 250s 280s 200 s’ 320 s2 200 s’ 320 s2

Provbearbetning 1-8 1 1 1-8 1 1-8

Batchstorlek 1-96 1-96 1-8 1-8 1 1-96

Provstorlek for provrérsremsa 130 130 pl 50 ul 50 ul Enkelror 130 pl (eller

med atta roriglas (50 pl) 96
microTUBE
Plate)

Tveksamhet Ej Ej Ej 3mmY vid Ej 1,5mmY vid

tilldmpligt ~ tilldmpligt  tilldmpligt 20 mm/s  tilldampligt 10 mm/s

Motsvarande DNA-inmatning 40 ng 40 ng 50 ng 40 ng 60 ng 40 ng
(for medianexontackning)

"Klippningstiden p& 200 sekunder bestér av skurar pa 10 sekunder med 20 repetitioner.
2 Klippningstiden pa 320 sekunder bestar av skurar p& 10 sekunder med 32 repetitioner.

Ramphastighet for termocykler

Optimering av termocyklerns ramphastighet rekommenderas. Till exempel justerades en testad modell fréan en
standard (och maximal) ramphastighet pa 5 °C/s till 3 °C/s for att f& jamforbara resultat till andra modeller med
lagre standardramphastigheter.
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Insamling, transport och forvaring av prover

Fo6lj standardférfaranden vid insamling, transport, férvaring och bearbetning av prover.

Provkrav

FFPE-vavnad

TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-analysen krdver 40 ng DNA extraherat fran d&ggstocks-, dggledar- eller
primar peritoneal FFPE-vavnad. Vavnaden ska fixeras med hjalp av formalinfixativ som ar lampat for molekylara
analyser (till exempel 10 % neutralbuffrat formalin). Vavnaden far inte dekalcifieras. Vavnadsprovet ska
undersokas av en patolog for att sakerstalla att det ar lampligt for det har testet innan TSO Comprehensive HRD
(DRAGEN)-analysen utfdrs. Minst 20 % tumorinnehdll (efter omrade) krévs for att detektera somatiska drivande
mutationer. Minst 33 % tuma&rinnehdll (efter omrade) krévs for att detektera GIS.

For en hdg sannolikhet att extrahera 40 ng DNA &r den rekommenderade vavnadsvolymen = 1,0 mm2. Denna
volym motsvarar ett kumulativt viabelt vidvnadsomrade p& = 200 mm? med 5 pum tjocka sektioner eller

= 100 mm? med 10 um tjocka sektioner. Det kumulativa vdvnadsomradet 4r summan av det viabla
vavnadsomradet i alla sektioner som ska extraheras. Till exempel kan ett kumulativt vdvnadsomrade pa

200 mm? erhéllas genom att extrahera fyra 5 um sektioner med 50 mm? vdvnadsomrade vardera eller fem

10 um sektioner med 20 mm? vavnadsomrade vardera. Vavnadsnekros kan minska utbytet av nukleinsyror. For
att minimera risken for falskt negativa resultat kan vavnaden makrodissekeras for att avlagsna nekrotisk vavnad
och uppna en 6nskvard andel viabel tumoérvavnad.

FFPE-vavnad som fasts pa objektglas kan férvaras i upp till 28 dagar vid rumstemperatur.

Extrahering, kvantifiering och forvaring av nukleinsyra

* Extrahera DNA fran FFPE-vavnadsprover med hjalp av kommersiellt tillgdngliga extraheringssatser.
Skillnader i extraktionssatser kan paverka prestandan. Se Utvéardering av extraktionssatser for nukleinsyra
pa sidan 86.

* Forvara extraherad nukleinsyra i enlighet med anvisningarna fran tillverkaren av extraktionssatsen.
* Forvara extraherat DNA i upp till 28 dagar vid -25 °C till -15 °C.

* M&t DNA inom 28 dagar fran det att biblioteksberedning pabdrjas for att undvika att koncentrationen
forandras over tid. Kvantifiera DNA med en fluorometrisk kvantifieringsmetod som anvander
nukleinsyrebindande fargamnen. Koncentrationen av nukleinsyra ska vara medelvardet av minst tre
matningar.

* Analysen krdver 40 ng av varje gDNA-prov med en minsta extraktionskoncentration pa 3,33 ng/ul. Klippning
kréver en slutlig volym pd 52 ul (0,77 ng/ul) med minst 40 pl TEB (tillhandahélls) som spddningsmedel.
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Biblioteksforvaring

Du kan forvara bibliotek pa PCR-plattor med I&g bindning i sju till 32 dagar, beroende péa typen av bibliotek (se
Tabell 3).

Tabell 3 Forvaringstider for bibliotek

Bibliotekstyp Platta Antal dagar Forvaringstemperatur
Fragmenterat gDNA LP PCR =7 -25°Ctill-15°C
Fdre anrikning ALS PCR =30 -25°Ctill-15°C
Efter anrikning ELU2 PCR =7 -25°Ctill-15°C
PCR efter anrikning PL PCR =30 -25°Ctill-15°C
Normaliserad NL PCR =32 -25°Ctill-15°C

Varningar och forsiktighetsatgarder

Sakerhet

/N VARNING

Denna uppséattning reagenser innehaller potentiellt farliga kemikalier. Personskador kan uppsta vid
inandning, fértédring, hudkontakt och 6gonkontakt. Ventilation ska vara lamplig fér hantering av farliga
material i reagenser. Anvand skyddsutrustning, inklusive 6gonskydd, handskar och en laboratorierock
som ldmpar sig fér den hdr graden av exponering. Hantera anvdnda reagenser som kemiskt avfall och
kassera dem i enlighet med nationella och lokala bestammelser. For ytterligare information om miljg,
halsa och sédkerhet, se SDS pé support.illumina.com/sds.html.

* Vissa komponenter i denna analys innehaller formamid, en alifatisk amid som &r cancerframkallande och ett
troligt reproduktionstoxin. Personskador kan uppsté vid inandning, fortaring, hudkontakt och 6gonkontakt.
Anvand skyddsutrustning, inklusive 6gonskydd, handskar och laboratorierock. Hantera och kassera
anvanda reagenser som kemiskt avfall i enlighet med statliga sdkerhetsstandarder for din region. For
ytterligare information om milj6, halsa och sakerhet, se SDS genom att stka efter produktkoden pa
support.illumina.com/sds.html. (Se Reagenser som tillhandahalls pa sidan 5 for mer information).

* Vissa komponenter i denna analys innehaller 2-merkaptoetanol, ett reduktionsmedel. Personskador kan
uppsta vid inandning, fortaring, hudkontakt och 6gonkontakt. Anvand pa en val ventilerad plats och slédng
tomma férpackningar och oanvant innehall i enlighet med lokala bestammelser. For ytterligare information
om milj, hélsa och sikerhet, se SDS genom att soka efter produktkoden pa support.illumina.com/sds.html.
(Se Reagenser som tillhandahalls pa sidan 5 fér mer information).
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* Vissa komponenter i denna analys innehéller natriumhydroxid, en starkt frdtande bas. Personskador kan
uppsta vid inandning, fortaring, hudkontakt och 6gonkontakt. Anvand skyddsutrustning, inklusive
0gonskydd, handskar och laboratorierock. Hantera i enlighet med god laboratoriesed och kassera i enlighet
med tillampliga regionala, nationella och lokala lagar och forordningar. Fér ytterligare information om miljg,
halsa och sédkerhet, se SDS genom att soka efter produktkoden pa support.illumina.com/sds.html. (Se
Reagenser som tillhandahalls pa sidan 5 for mer information).

* Vissa komponenter i detta test (EPM) innehaller tetrametylammoniumklorid, ett akut toxiskt &mne, ett
hudirriterande &mne och ett vattenférorenande dmne. Personskador kan uppsta vid inandning, fortaring,
hudkontakt och 6gonkontakt. Anvand skyddsutrustning, inklusive 6gonskydd, handskar och
laboratorierock. Hantera i enlighet med god laboratoriesed och kassera i enlighet med tillampliga regionala,
nationella och lokala lagar och férordningar. For ytterligare information om miljo, halsa och sakerhet, se SDS
genom att soka efter produktkoden pa support.illumina.com/sds.html. (Se Reagenser som tillhandahalls pa
sidan 5 for mer information).

* Hantera alla prover som smittsamma amnen.

* Arbeta enligt vedertagna laboratorierutiner. Anvénd inte pipetten med munnen. At inte, drick inte och rék
inte pa angivna arbetsomraden. Anvand engangshandskar och laboratorierock vid hantering av prov och
analysreagenser. Tvatta hander noga efter att du hanterat prov och analysreagenser.

* Rapportera omedelbart alla allvarliga handelser relaterade till den har produkten till lllumina och behoriga
myndigheter i det land dar anvandaren och patienten befinner sig.

Laboratorium

* Tillampa ett arbetsflode med en riktning i laboratoriet for att forhindra kontaminering. Pre-
amplifieringsomréden och post-amplifieringsomraden maste ha egen utrustning och eget material (till
exempel pipetter, pipettspetsar, vortexblandare och centrifug). Férhindra amplifieringsprodukt- eller
proboverféring genom att undvika att ga tillbaka till pre-amplifieringsomradet efter att du har géatt vidare till
post-amplifieringsomradet.

* Utfor stegen Index PCR och Anrikning i ett post-amplifieringsomrade for att férhindra éverféring av
amplifieringsprodukt.

* Biblioteksberedningarna kraver en RNas-/DNas-fri miljo. Dekontaminera alla arbetsomraden noggrant med

ett RNas-/DNas-hammande rengdringsmedel. Anvand plast som &r certifierad for att vara fri frdn DNas,
RNas och humant genomiskt DNA.

* For post-amplifieringsforfaranden ska du rengéra arbetsomraden och utrustning noggrant med en
nyblandad 0,5-procentig NaOCI-16sning (natriumhypoklorit) innan och efter varje férfarande. Ldmna
I6sningen pa ytorna i 10 minuter och torka sedan noggrant rent med 70-procentig etanol eller isopropanol.

* Anvand nukleasfria mikrocentrifugror, plattor, pipettspetsar och behallare.

* Anvand kalibrerad utrustning under hela analysen. Var noga med att kalibrera utrustningen efter de
hastigheter, temperaturer och volymer som anges i det har protokollet.
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* Anvand precisionspipetter for att sakerstalla korrekt reagens- och provoverforing. Kalibrera regelbundet i
enlighet med tillverkarens specifikationer.

* Tillampa féljande riktlinjer nar du anvander pipetter med flera kanaler:
— Pipettera minst = 2 pl.
— Kontrollera att spetsarna sitter ordentligt och ar lampliga for pipettmarket och -modellen.
— Fixera spetsarna med en rullande rorelse for att sékerstalla att alla spetsar sitter lika bra.
— Aspirera med en 90° vinkel och samma volymnivaer i alla spetsar.
— Blanda alla komponenter efter leverans genom att pipettera reaktionsblandningen upp och ner.
— Sé&kerstall att vatska har dispenserats fullstandigt fran varje spets efter dispensering.

* Var noga med att anvanda den utrustning som anges fér analysen och att konfigurera program enligt
anvisningarna.

* Angivna temperaturer for termocyklern och mikroprovsinkubatorn indikerar reaktionstemperaturer och inte
ndédvandigtvis utrustningens installda temperatur.

Analys

* Undvik korskontaminering.
— Folj god laboratoriesed vid hantering av prover och reagenser.

— Byt till ny laboratorieutrustning fér engangsbruk och nya pipettspetsar mellan prover och mellan
dispensering av reagenser.

— Anvand aerosolresistenta spetsar for att minska risken fér korskontaminering.

— Tilldmpa ett arbetsfldde med en riktning vid férflyttning fran pre-amplifieringsomréden till
post-amplifieringsomraden.

— Hantera och 6ppna endast en indexprimer at gangen. Satt omedelbart tillbaka locket pa varje indexror
efter anvandning. Extra lock medfdljer i satsen.

— Byt handskar ofta och om de kommer i kontakt med indexprimrar eller prover.
— Avlagsna oanvénda indexprimerror fran arbetsomrédet.

— Overférinte reagenser tillbaka till satsror efter att de har anvants med en rérremsa, ett trdg eller en
behallare.

— Blanda prover med en pipett och centrifugera plattan nar det anges.
— Anvand en skakapparat for mikroplattor. Vortexblanda inte plattorna.

* Bytinte ut analyskomponenter fran olika loter med reagenssatser. Information om vilken lot en reagenssats
tillhor finns pé markningen pa reagenssatsens férpackning och masteranalysblad.

* God laboratoriesed kravs for att forhindra att nukleaser och PCR-produkter kontaminerar reagenser,
instrument, prover och bibliotek. Kontaminering fran nukleaser och PCR-produkter kan orsaka felaktiga och
otillforlitliga resultat.
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* Ratt plattyp kravs for optimal analysprestanda och forvaring. Var noga med att folja anvisningarna for
plattéverforing i Bruksanvisning pa sidan 34.

* Underlatenhet att folja de forfaranden som beskrivs kan resultera i felaktiga resultat eller signifikant
forsamra bibliotekskvaliteten.

* Ominget sdkert stoppsteg anges i Bruksanvisning pa sidan 34, fortsatt omedelbart till ndsta steg.

* Forvara analysreagenserna eller -komponenterna vid den angivna temperaturen i avsedda
pre-amplifieringsomréden och post-amplifieringsomraden.

* Forvara inte reagenser i en frostfri behallare eller i kylskapsdorrar.

* Frysinte reagenser som innehaller kulor (LNB1, SPB och SMB).

* Anvand inte reagenser som har forvarats pa ett felaktigt satt.

* Avvik inte frén blandnings- och hanteringsférfarandena som anges for varje reagens. Otillracklig blandning
eller 6vervortexblandning av reagenser kan resultera i misslyckade provresultat.

* ERA1-B och TCB1 kan ha produktrelaterade partiklar. Folj hanteringsriktlinjerna for varje specifikt reagens.
* Bered nya masterblandningar och kassera resterande volym efter anvandning.

* Bered alltid ny 80-procentig etanol med RNas/DNas-fritt vatten for tvattsteg. Etanol kan absorbera vatten
fran luften, vilket kan paverka resultaten. Kassera 80-procentig etanol efter anvandning i enlighet med
lokala, nationella och/eller federala foreskrifter.

* Overfoér den angivna volymen eluat. Resultaten kan p&verkas om du &verfér mindre &n den angivna volymen
eluat.

* Tillampa féljande riktlinjer fér ultrasonikatorer. Var noga med att félja tillverkarens anvisningar.

— Overfér gDNA till ultrasonikatorréret ldangsamt for att undvika att bubblor skapas. Alltfér m&nga bubblor
eller en luftficka i klippningsroret kan resultera i ofullstandig fragmentering.

— Dispensera langsamt i ultrasonikatorrér och undvik stank.

— Undvik att vatska flyttas eller att prover gar férlorade genom att inte féra pipettspetsen till
ultrasonikatorrérets botten vid avlagsnande av fragmenterat DNA.

* Pipetterainte mindre an 2 pl av provet.

* Anvéand inte ett trag for att dispensera reagenser for steg som kraver att mindre &n 10 ul material tillsatts till
varje provbrunn.

* Anvand en pipett med smal spets vid éverforing av fragmenterade gDNA-prover frén ultrasonikatorréren till
LP-plattan (biblioteksberedning).

* Anvand endast UMI-adaptrar.
* Anvand inte SUA1-adaptrar.

* Tilldela olika indexprimrar till varje biblioteksprov for att kunna identifiera varje bibliotek nar de poolas for
sekvensering pa en flédescell.

* UPxx-index eller CPxx-index kan anvandas.
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* Kombinera inte CPxx- och UPxx-indexprimrar i samma bibliotek.

* Bristande 6verensstammelse mellan proven och indexprimrarna leder till felaktig rapportering av resultat pa
grund av forlust av positiv providentifikation. Ange prov-1D:n och tilldela index i Analysmodulen lllumina
Connected Run TruSight Oncology Comprehensive (EU, DRAGEN) innan biblioteksberedningen inleds.
Spara prov-ID:n, indexering och plattbrunnsriktning att anvanda som referens vid biblioteksberedning.

* Sekvensera max 16 DNA-bibliotek per flodescell. Sekvensera minst sex bibliotek. Folj riktlinjerna i Antalet
bibliotek och att vélja index péa sidan 31.

* Efter bindningssteget i Fanga mal 1pa sidan 48 och Fanga mal 2 pa sidan 52 ska du omedelbart fortsatta till
tvattningssteget for att forhindra att pelleten torkar.

* Avlagsna all 80-procentig etanol fran botten av brunnarna under tvattsteg. Etanolrester kan paverka
resultaten.

* Folj antalet tvattar som anges i Bruksanvisning pa sidan 34 for optimala analysprestanda.

 Atersuspendera library beads-pelleten noggrant under forfarandet Normalisera bibliotek pa sidan 58 for att
uppna konsekvent klusterdensitet pa flodescellen.

* DNA-bibliotek frdn samma prov berikas med tva olika probeuppséattningar men anvander samma index och

maste sekvenseras pa samma flédescell.

* Positiva kontroller och kontroll utan mall (NTC) maste bearbetas som ett prov och delas for anrikning med
bada probeuppsattningarna.

Metodanmarkningar

®* TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-arbetsflodet kan utféras enligt féljande schema:

— Dag 1: DNA-fragmentering av gDNA-prover, biblioteksberedning och inled hybridisering éver natten
(den forsta).

— Dag 2: Anrikning, normalisering av anrikade bibliotek och éverféring av bibliotek till NextSeq
550Dx-instrument.

Om det inte ar mojligt att utféra TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-arbetsflodet enligt det har schemat

finns det flera sakra stoppunkter angivna i protokollet. Om ingen séker stoppunkt har specificerats i

protokollet fortsatter du direkt till nasta steg.

* DNA-harledda bibliotek delas upp i separata brunnar fér samtidig anrikning med OPD2-probuppsattningen
och OPD3-probuppsattningen. Positiva kontroller och NTC:er maste folja samma foérfarande.
* Anvand TruSight Oncology Comp Enrichment components (artikelnr 20031123, artikelnr 20031121) med

OPD2 fran TruSight Oncology Comp Content Set (artikelnr 20031122). Bibliotek anrikade med OPD2 kallas
DNA-bibliotek.

* Anvand TruSight Oncology Comp HRD Enrichment components (artikelnr 20140116, artikelnr 20140115)
med OPD3 fran TruSight Oncology Comp HRD Content Set (artikelnr 20140117). Bibliotek anrikade med
OPD3 kallas DNA HRD-bibliotek.
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Tabeller for beredning av masterblandning innefattar volymoverskott for att sakerstalla att det finns
tillrdcklig volym for antalet prover som bearbetas.

Anvand vatten av molekylar kvalitet och som &r fritt fran nukleaser.

Efter att reagens har tillsatts ska du skélja spetsen genom att aspirera och dispensera en gang i lamplig
brunn pa plattan, om inget annat anges i forfarandet.

Rumstemperatur definieras som 15 °C till 30 °C.

Reagenser, prover och bibliotek maste férvaras kallt vid vissa steg i bruksanvisningen. Detta definieras som
att forvaras pa is eller motsvarande.

Termocyklerprogram

Programmera termocyklerprogram pa post-amplifieringsutrustning innan protokollet inleds.
Kontrollera att PCR-plattorna sitter ordentligt i termocyklern.

Anvand plattor som tillverkaren av termocyklern rekommenderar.

Forsegling av plattan och avlagsnande av forsegling

Forsegla alltid plattor med en ny sjélvhaftande plattforsegling. Ateranvind inte forseglingar.

Forsegla plattan genom att applicera det sjalvhaftande omslaget pa plattan med en férseglingsrulle
eller -kil.

Forsegla alltid plattan med 96 brunnar med en ny sjalvhaftande plattférsegling innan féljande steg i
protokollet:

— Skakningssteg for platta

— Centrifugeringssteg

— Termocyklersteg

— Hybridiseringar

— Langtidsférvaring

Kontrollera att kanterna och brunnarna ar forseglade for att reducera risken for korskontaminering och
avdunstning.

Placera plattan pa en plan yta innan du langsamt tar bort férseglingen.

Om nagon vatska eller kondens observeras pa forseglingen eller plattbrunnarnas sidovaggar ska du
centrifugera vid 280 x g i en minut innan forseglingen bryts.

Anvand sjalvhaftande plattforseglingar som ar effektiva vid -20 °C till 100 °C och passar PCR-plattor med
krage och halv krage.
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Utrustning

Séakerstall att laboratoriepersonalen &r bekant med tillverkarens anvisningar for drift och underhall av all

utrustning innan analysen startas.

Plattyp och plattoverforing

Ratt plattyp kravs for optimal analysprestanda och foérvaring.

Vid 6verféring av volymer mellan plattor ska du éverféra den angivna volymen frén varje brunn pa en platta
till motsvarande brunnar pa malplattan.

Pipetter med flera kanaler kan anvandas vid 6verforing av prover mellan rérremsor eller plattor.

Tillampa foljande riktlinjer vid skakning av plattor.

Anvand en plattskakare for att skaka plattor. Vortexblanda inte plattor.
Skaka PCR-plattor vid 1200 rpm.
Skaka MIDI-plattor vid 1 800 rpm.

Folj tillverkarens anvisningar for att sakerstalla att plattskakaren haller plattan ordentligt pa plats.

Centrifugering

Nar anvisningarna i protokollet instruerar att centrifugera kort ska du centrifugera vid 280 x g i en minut.

Centrifugera plattan vid 280 x g i en minut om vatska observeras pa forseglingen eller pa en brunns sidor.

Hantering av reagenser

Stang alla reagensror ordentligt omedelbart efter anvandning for att begransa avdunstning och férhindra

kontaminering.

Placera reagenserna i den angivna forvaringstemperaturen igen nar de inte langre behdvs i ett forfarande.

Folj reagensberedningen som kommer fore varje forfarandedel i avsnittet i Bruksanvisning pa sidan 34.

Var noga med att bereda ratt volym masterblandning, elueringsblandning och 80-procentig etanol for
antalet prover som ska bearbetas.

Volymerna som anges i tabellerna for masterblandning och I6sningar innefattar dverskott.
Overskottsvolymen beréknas enligt féljande:

Tabell 13

— Volym ERA1-B = (7,2 ul) x (antalet bibliotek) x (1,20)
— Volym ERA1-A = (2,8 pl) x (antalet bibliotek) x (1,20)
Tabell 23

— Volym EE2 = (20,9 ul) x (antalet bibliotek) x (1,364)
— Volym HP3 = (1,1 ul) x (antalet bibliotek) x (1,364)
Tabell 24
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— Volym EE2 = (20,9 pl) x (antalet bibliotek) x (1,364)
—  Volym HP3 = (1,1 pl) x (antalet bibliotek) x (1,364)
* Tabell 30
— Volym LNA1 = (38,1 ul) x (antalet bibliotek) x (2,0)
— Volym LNB1 = (6,9 pl) x (antalet bibliotek) x (2,0)
* Tabell 31
— Volym EE2 = (30,4 pl) x (antalet bibliotek) x (1,25)
— Volym HP3 = (1,6 pl) x (antalet bibliotek) x (1,25)

Adapteruppsattningar

Anvand endast UMI-adaptrar.
SUA1-adaptrar tillhandahalls men kravs inte fér TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-analysen.

Hantera kulor

Det ingar tre typer av kulor i TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-analysen (SPB, SMB och LNB1). Sakerstall
att ratt typ av kula anvands under forfarandet.

Utfor ratt antal tvattar for varje typ av kula.

Kontrollera att kulorna ar rumstempererade innan anvandning.

Blanda kulorna i en minut innan anvandning for att sakerstalla homogenitet.
Tillampa foljande riktlinjer vid blandning av kulor med en pipett:

— Anvand en pipett och spetsstorlek som ar lamplig for volymen som du blandar.
— Justera volyminstaliningen till cirka 50-75 % av provvolymen.

— Pipettera langsamt utan att slappa kolven.

— Undvik stank och att bubblor skapas.

— Placera pipettspetsen ovanfor pelleten och dispensera direkt pa pelleten for att slappa kulorna fran
brunnen eller roret.

— Kontrollera att pelleten ar helt omgiven av 16sning. Lésningen ska vara morkbrun och ha en homogen
konsistens.

— Beddm om det finns en kulpellet. Aspirera forsiktigt den totala kulldsningen av brunnen i spetsen och
titta pa botten av brunnarna.

Om kulorna aspireras in i pipettspetsarna under steg med magnetisk separering ska du dispensera tillbaka
kulorna till plattbrunnen pa det magnetiska stativet. Vanta tills vatskan ar klar (cirka tva minuter) innan du
fortsatter till nasta steg i proceduren.

Vid tvattning av kulor:

— Anvand det rekommenderade magnetiska stativet for plattan.
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— Dispensera véatska direkt pa pelleten sa att kulorna pa brunnarnas sidor blir blota.
— Hall plattan pa det magnetiska stativet tills forfarandet anvisar att avidgsna den.
— Skaka inte plattan nar den star pa det magnetiska stativet.

— Rubba inte pelleten nar plattan star pa det magnetiska stativet.

* Vid tvattning av kulor eller avldgsnande av supernatant ska du vinkla pipettspetsarna pa botten av
brunnarna for att undvika att ett vakuum skapas och att 16sning dras in i pipettspetsens filter.

Antalet bibliotek och att valja index

Planera antalet provbibliotek och provindex fér sekvenseringskdrningen innan kérningskonfigurationen.
Positiva kontroller innefattas i foljande riktlinjer om provantal, medan NTC:er inte gor det. NTC:er maste ldggas
till den planerade koérningen som ett extra prov.

Indexprimrar identifierar varje unikt prov sa att bibliotek kan poolas tillsammans fér sekvensering pa en
flodescell. Indexet visas pa skarmen Create Run (Skapa korning) under kdrningskonfigurationen i
Analysmodaulen lllumina Connected Run TruSight Oncology Comprehensive (EU, DRAGEN). Tillsatt indexprimern
i varje provbibliotek under biblioteksberedningen. Anvénd olika indexprimerblandningar f6r varje provbibliotek.

Indexerade bibliotek frdn samma prov delas upp i tva anrikningar med tva olika probuppsattningar. De
resulterande tva anrikade biblioteken delar samma index och méste sekvenseras pa samma flédescell.

Se Tabell 4 fér minimi- och maximibibliotek for sekvens pa en flddescell vid sekvensering.

Tabell 4 TSO Comprehensive HRD (DRAGEN) Sekvensering

Bibliotekstyp Anrikning Minimum#* Hogst*
DNA OPD2 3 8
DNA HRD OPD3 3 8

* NTC:er bidrar inte till plexiteten.

For optimal anvdndning av reagenser vid sekvensering pa NextSeq 550Dx-instrument, sekvensera 8 DNA
(OPD2)-bibliotek och 8 DNA HRD (OPD3)-bibliotek per flodescell.

Kontrollera att de indexprimrar som du anvander med prover 6verensstammer med de index som du valde i
Analysmodulen lllumina Connected Run TruSight Oncology Comprehensive (EU, DRAGEN). Bristande
overensstdmmelse orsakar felaktig resultatrapportering pa grund av férlust av positiv providentifikation.

Det finns tvéa typer av index (UPxx och CPxx) i TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-analysen.

Vid sekvensering av det minsta antalet bibliotek (3 DNA-bibliotek och 3 DNA HRD-bibliotek) galler féljande
krav:

* Anvand inte CPxx-indexuppsattningar.

* Enav féljande UPxx-indexuppsattningar kravs for tillracklig mangfald:
— UPO1, UPO2 och UP0O3
— UPO04, UPOS5 och UP06
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- UPO7, UP08 och UPO9

— UP10, UP11 och UP12
Till exempel tilldelas det forsta biblioteket UPO1, det andra biblioteket UP02 och det tredje biblioteket UP03.

TruSight Oncology DNA Control v2

TSO Comprehensive HRD (DRAGEN) kraver TruSight Oncology DNA Control v2 som en positiv kontroll.
Inkludera TruSight Oncology DNA Control v2 for varje DNA-sekvenseringskdrning inom en given
biblioteksberedningshandelse. En unik positiv kontroll bereds for varje planerad sekvenseringskérning. For mer
information, se Bipacksedel for TruSight Oncology DNA Control v2 (EU)..

Inmatningsmangden TruSight Oncology DNA Control v2 &r 2 pl.

Inkludera en NTC i varje biblioteksberedning. NTC sekvenseras flera ganger inom en biblioteksberedning. Folj
dessa riktlinjer for den positiva kontrollen och NTC:

* Bearbeta positiva kontroller och NTC:er identiskt med proverna. Den positiva kontrollen och NTC maste
delas for anrikning med bada probuppsattningarna identiskt med proverna.

* Anvand TEB for DNANTC.

* De positiva kontrollerna inkluderas i maximikravet for bibliotek.

* NTC:erinkluderas inte i minimikravet for bibliotek.

* Anvand UP-index for NTC nar du sekvenserar det minsta antalet bibliotek.

* Eftersom NTC sekvenseras flera ganger kan inte det index som véljs for den har kontrollen upprepas i
biblioteksberedningen.

| foljande tabeller visas exempel pa plattlayouter for arbetsflodet for biblioteksberedning (Figur 1). Varje
numrerad kolumn representerar en sekvenseringskorning. NTC sekvenseras for varje kolumn eller uppsattning
kolumner.

Tabell 5 Biblioteksberedningsplatta for en kérning med sex patientprover

1 2 3 4 5 6
A Positiv DNA-kontroll tom tom tom tom tom
B DNA1 tom tom tom tom tom
Cc DNA 2 tom tom tom tom tom
D DNA 3 tom tom tom tom tom
E DNA 4 tom tom tom tom tom
F DNA 5 tom tom tom tom tom
G DNA 6 tom tom tom tom tom
H DNANTC tom tom tom tom tom
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Tabell 6 Biblioteksberedningsplatta for tre kérningar med 20 patientprover

1 2 3 4 5 6 7
A Positiv DNA-kontroll  Positiv DNA-kontroll  Positiv DNA-kontroll ~ tom tom tom tom
B DNA1 DNA7 DNA 14 tom tom tom tom
C DNA 2 DNA 8 DNA 15 tom tom tom tom
D DNA 3 DNA9 DNA 16 tom tom tom tom
E DNA 4 DNA 10 DNA 17 tom tom tom tom
F DNA 5 DNA T DNA 18 tom tom tom tom
G DNA 6 DNA 12 DNA 19 tom tom tom tom
H DNANTC DNA13 DNA 20 tom tom tom tom
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Bruksanvisning

En 6verblick av TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-arbetsflédet visas i Figur 1 och Figur 2.

Arbetsflode for biblioteksberedning

illumina

Figur 1 visar arbetsflodet for biblioteksberedning for TSO Comprehensive HRD (DRAGEN). Positiva kontroller

och NTC:er bearbetas identiskt med prover. Sakra stoppunkter mellan stegen ar markerade.

Innan du startar protokollet, ange koérnings- och provinformation i Analysmodulen lllumina Connected Run
TruSight Oncology Comprehensive (EU, DRAGEN). Se Analysmodulen lllumina Connected Run TruSight

Oncology Comprehensive HRD (EU, DRAGEN), arbetsflodesguide (dokumentnr 200080937).

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

Dag 1

Saker stoppunkt

Saker stoppunkt

o Fragmentera gDNA

Praktiskt arbete: 100 minuter
Totalt: 110 minuter
Reagens: TEB

Utféra End Repair och A - Tailing
Praktiskt arbete: 10 minuter

Totalt: 70 minuter

Reagenser: ERA1-A, ERA1-B

Ligera adaptrar

Praktiskt arbete: 15 minuter

Totalt: 50 minuter

Reagenser: ALB1, LIG3, UMI, STL

Rena efter ligering
Praktiskt arbete: 40 minuter

Totalt: 50 minuter

Reagenser: SPB, 80 % EtoH, RSB

Index PCR

Praktiskt arbete: 15 minuter
Totalt: 60 minuter
Reagenser: UPxx/CPxx, EPM

® Klippt DNA

* Tiderna for praktiskt arbete och totala tider ar ungefarliga.
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Anrikningsarbetsflode

Figur 2 visar anrikningsarbetsflodet. Sakra stoppunkter mellan stegen ar markerade.
Figur 2 TSO Comprehensive HRD (DRAGEN) arbetsflode (del 2)

Dag 1 (forts.) o Starta den férsta hybridiseringen
Praktiskt arbete: 15 minuter
Totalt: Over natten
Reagenser: TCB1, TCA1, OPD2, OPD3
Hybridisering éver natten
Dag 2 Fanga mal 1
Praktiskt arbete: 60 minuter
Totalt: 100 minuter
Reagenser: SMB, EEW, EE2, HP3, ET2

Starta den andra hybridiseringen
Praktiskt arbete: 10 minuter

Totalt: 2—4 timmar

Reagenser: TCB1, TCA1, OPD2, OPD3

Fanga mal tva

Praktiskt arbete: 25 minuter

Totalt: 60 minuter

Reagenser: SMB, RSB, EE2, HP3, ET2

Séker stoppunkt

Praktiskt arbete: 5 minuter
Totalt: 60 minuter
Reagenser: EPM, PPC3

Rena amplifierade anrikade bibliotek
Praktiskt arbete: 30 minuter

Totalt: 40 minuter

Reagenser: SPB, 80 % EtOH, RSB

Séaker stoppunkt

Normalisera bibliotek

Praktiskt arbete: 40 minuter

Totalt: 70 minuter

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

© Ampiifiera anrikat bibliotek
Séker stoppunkt

e Beredning fér sekvensering
Praktiskt arbete: 30—45 minuter

Totalt: 120 minuter

Reagenser: HP3, RSB, PX3, HT1

Y Sekvenserings-

@ Berikning beredning
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Programmera termocykler

Spara foljande termocyklerprogram for post-amplifiering innan analysen startas.

Tabell 7 Termocyklerprogram foér post-amplifiering
Forfarandesteg Programnamn Locktemperatur Reaktionsvolym Termocyklerparametrar

Index PCR I-PCR 100 °C 50 ul e 98 °Ci 30 sekunder
e 15 cykler av:
» 98 °Ci10 sekunder
e 60°Ci30 sekunder
e 72°Ci 30 sekunder
e 72 °Cifem minuter
e Forvaravid 10 °C

Utfora den forsta HYB1 100 °C 50 ul e 95°Ci10 minuter
hybridiseringen « 85 °Citva minuter och 30
sekunder
e 75°Citva minuter och 30
sekunder
« 65 °Citva minuter och 30
sekunder
e Forvaravid 57 °Ci8till 24
timmar

Utfora den andra HYB2 100 °C 50 ul e 95°Ci10 minuter
hybridiseringen + 85 °Citva minuter och 30
sekunder
« 75°Citva minuter och 30
sekunder
¢ 65 °Citva minuter och 30
sekunder
o Forvaravid 57°Ci1,5till 4
timmar

Amplifiera anrikat  EL-PCR 100 °C S50 ul » 98 °Ci 30 sekunder
bibliotek * 18 cykler av:
» 98 °Ci10 sekunder
e 60°Ci30 sekunder
e 72°Ci 30 sekunder
e 72 °Cifem minuter
e Forvaravid 10 °C
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Forbered for protokoll

Denna forberedelse kravs for att utfora protokollstegen som leder fram till ndsta sékra stoppunkt.

/N FORSIKTIGHET

Alla forfaranden i arbetsflodet kraver en RNas-/DNas-fri miljo.

Dekontaminera alla arbetsomraden noggrant med ett RNas-/DNas-hdmmande rengéringsmedel.
Folj tillverkarens anvisningar for att konfigurera ultrasonikatorn.

Ta ut DNA-kontroller fran forvaringen.

o b~

Ta ut reagensroret fran forpackningen och folj upptiningsanvisningarna.
Tabell 8 TruSight Oncology Comp Library Prep (Refrigerate) (artikelnr 20031119)
Reagens Forvaring Upptiningsanvisningar Protokollsteg

TEB 2°Ctill8°C Forvara i rumstemperatur. Fragmentera gDNA

Fragmentera gDNA

I den har processen fragmenteras gDNA och dsDNA-fragment med 3 tum eller 5 tum dverhang genereras.

Beredning

1. Foljrekommendationerna i Extrahering, kvantifiering och férvaring av nukleinsyra pa sidan 22 for att
kvantifiera prover.

2. Forbered TEB - Blanda genom att vanda upp och ned eller vortexblanda.

Forfarande

Bereda plattan

1. Mark en ny MIDI-platta med 96 brunnar med LP (biblioteksberedning).
Anvand en PCR-platta om du stannar vid SAKER STOPPUNKT pé sidan 38.

2. Tack 6ver och stéll 8t sidan fér anvandning i Overféra fragmenterat DNA pé sidan 38.

Spada ut gDNA

Tina gDNA-prover och DNA-kontroller i rumstemperatur.

—_

Pipettera varje gDNA-prov tio ganger for att blanda.
Centrifugera roret kort for att samla in droppar.

Blanda genom att vanda pa eller vortexblanda TEB.

aoR oW

Anvand TEB for att forbereda varje gDNA-prov i en slutlig volym pad 52 pl. Se féljande tabell for
inmatningsmangder och minsta koncentrationer baserat pa provtyp.
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* Analysen krdver en lagsta extraktionskoncentration for att tilldta minst 40 ul TEB av volymen pa 52 pl.
* Anvand 2 ulien slutlig volym pé 52 pl fér DNA-kontroll.

* Pipetterainte mindre dn 2 pl prov i den har spadningen for att undvika att prov gar forlorat.

Provtyp Inmatningsmangd (ng) Minsta koncentration (ng/ul)
FFPE 40 3.33
Kontroll 40 20

Fragmentera

1. Tillsatt 52 pl av varje gDNA-prov i en separat brunn for ultrasonikatorroret.

/N FORSIKTIGHET

Tillsatt gDNA i réret Idngsamt och kontrollera att det inte forekommer nagra bubblor i roret eller
nagra luftfickor Iangst ner i réret. Mer information finns i Analys péa sidan 25 ochi tillverkarens
anvisningar.

2. Registrera remsans riktning.

3. Fragmentera gDNA till fragment med ultrasonikatorn.

Overfora fragmenterat DNA

1. Kontrollera att provplattans layout och index for varje prov matchar den koérning du valjer for analys med
Analysmodulen TSO Comprehensive (EU, DRAGEN).

2. Folj ultrasonikatortillverkarens anvisningar for att aterstélla provet.
Centrifugering behovs for att sld samman provet i vissa typer av ultrasonikatorror.

3. For varje fragmenterat gDNA-prov ska du anvanda en pipett med smal spets for att gora tre dverféringar pa
16,7 l till en tom brunn pa LP-plattan.

4. Applicera sjélvhaftande plattférsegling pa LP-plattan.

SAKER STOPPUNKT

Om du avbryter forfarandet ska du applicera en sjalvhaftande plattforsegling pa LP PCR-plattan och
centrifugera vid 280 x g i en minut. Férvara vid -25 °C till -15 °C i upp till sju dagar.

Forbered for protokoll

Denna forberedelse kravs for att utféra protokollstegen som leder fram till nasta sékra stoppunkt.

Kontrollera att termocyklerprogrammen fér post-amplifiering ar konfigurerade. Se Programmera termocykler pa
sidan 36.

1. Forbered enishink eller motsvarande.

2. Tautreagensroren fran forpackningen och folj upptiningsanvisningarna.
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Tabell 9 TruSight Oncology Comp Library Prep (Freeze) Box (artikelnr 20031118)

Reagens Forvaring Upptiningsanvisningar Protokollsteg

ERA1T-A -25°Ctill-15°C Forvara kallt. Utféra End Repair och A-Tailing
ERA1-B -25°Ctill-15°C Tina till rumstemperatur. Utféra End Repair och A-Tailing
ALB1 -25°Ctill-15°C Tina till rumstemperatur. Ligera adaptrar

LIG3 -25°Ctill-15°C Forvara kallt. Ligera adaptrar

UMI (vittlock) -25°Ctill-15°C Tina till rumstemperatur. Ligera adaptrar

STL -25°Ctill-15°C Tina till rumstemperatur. Ligera adaptrar

EPM -25°Ctill -15°C Forvara kallt. Index PCR

Tabell 10 TruSight Oncology Comp Library Prep (Refrigerate) Box (artikelnr 20031119)

Reagens Forvaring Upptiningsanvisningar Protokollsteg
SPB (ljusgron 2 °Ctill 8 °C Forvarairumstemperaturi 30 Rena efter ligering
markning) minuter.

RSB 2°Ctill8°C Forvara i rumstemperatur. Rena efter ligering

Tabell 11 TruSight Oncology Comp UP Index Primers Box (artikelnr 20031120)
Reagens Forvaring Upptiningsanvisningar Protokollsteg

UPxx -25°Ctill-15°C Tina lampliga indexprimerrér  Index PCR
till rumstemperatur.

Tabell 12 TruSight Oncology Comp CP Index Primers Box (artikelnr 20031126)
Reagens Forvaring Upptiningsanvisningar Protokollsteg

CPxx -25°Ctill-15°C Tina Idmpliga indexprimerrdér  Index PCR
till rumstemperatur.

Utfora End Repair och A-Tailing

| den hir processen repareras 6verhangen som uppstar vid fragmentering till andar med 6verhdngande A-svans
med hjalp av en End Repair A-Tailing-masterblandning (ERA1).

3 tum till 5 tum exonukleasaktiviteten i den har blandningen avlagsnar 3 tum dverhangen och 5 tum till 3 tum
polymerasaktiviteten fyller i 5 tum 6verhangen. 3 tum dndarna far A-svansar under den har reaktionen for att
forhindra att de ligerar till varandra under adapterligeringsreaktionen.

Beredning

1. Forvarm tva mikroprovsinkubatorer med MIDI-varmeblocksinsatser enligt féljande.
* Forvarm en mikroprovsinkubator till 30 °C.

* Forvarm en mikroprovsinkubator till 72 °C.

Dokumentnr 200080934 v00 39av94

FORIN VITRO-DIAGNOSTISKT BRUK. ENDAST FOR EXPORT.



Bipacksedel fér TruSight Oncology Comprehensive HRD (DRAGEN) (EU) illumina

2. Bered foljande reagenser.
* ERA1-A-centrifugera kort och pipettera darefter for att blanda. Férvara kallt.

* ERA1-B-vortexblanda och centrifugera sedan kort.

Kontrollera om det férekommer precipitat. Om precipitat férekommer ska du varma roret till 37 °C och
darefter pipettera for att blanda tills precipitatet har I6st upp sig.

3. Bered ERA1-masterblandning i ett mikrocentrifugror.

Tabell 13 ERAT-masterblandning*

Masterblandningskomponent 4 bibliotek 8 bibliotek 16 bibliotek 24 bibliotek
ERA1-B 35 ul 69 pl 138 pl 207 ul
ERA1-A 13,5 ul 27 ul 54 pl 81l

* Den har tabellen innefattar volyméverskott. Se Hantering av reagenser pa sidan 29 fér berdkningar.

4. Pipettera ldngsamt tio ganger for att blanda och centrifugera darefter kort. Férvara
ERA1-masterblandningen kallt.

5. Valj ett av foljande alternativ for att bereda plattan:
* Bered enligt féljande om proverna finns pa en MIDI-platta.
a. Mark om MIDI-plattan med LP2 (biblioteksberedning 2).

b. Om vissa prover finns pa olika MIDI-plattor flyttar du alla prover till separata brunnar pd samma
MIDI-platta i enlighet med plattlayouten.

* Bered enligt foéljande om plattan ar fryst.

Tina LP PCR-plattan till rumstemperatur.

Centrifugera plattan vid 280 x g i en minut.

Pipettera tio ganger for att blanda.

Mark en ny MIDI-platta med 96 brunnar med LP2 (biblioteksberedning 2).

® o0 T o

Overfér hela volymen p& 50 il av varje prov frdn LP PCR-plattan till motsvarande brunnar p& LP2
MIDI-plattan.

f. Kassera LP PCR-plattan.

Forfarande

1. Tillsatt 10 pyl ERA1-masterblandning i varje provbrunn p& MIDI-plattan LP2.
2. Kassera resterande ERA1-masterblandning.

3. Applicera sjalvhaftande plattférsegling pa MIDI-plattan LP2.
Forsegla kanter och brunnar helt for att férhindra avdunstning.

4. Skaka vid 1800 rpm i tva minuter.
Inkubera i den férvarmda mikroprovsinkubatorn vid 30 °C i 30 minuter.

6. Overfoér omedelbart till en andra férvarmd mikroprovsinkubator.
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7.
8.

Inkubera vid 72 °C i 20 minuter.
Hall MIDI-plattan LP2 kall i fem minuter.

Ligera adaptrar

| den har processen ligeras adaptrar till andarna av gDNA-fragmenten.

Beredning

/N FORSIKTIGHET

1.

illumina

Anviand endast UMI-adaptrar. SUA1-adaptrar tillhandahalls men kravs inte for TSO Comprehensive

HRD (DRAGEN)-analysen.

Bered foljande reagenser.

* ALB1-vortexblanda i minst 10 sekunder och centrifugera darefter kort.

* LIG3 -centrifugera kort och pipettera darefter for att blanda. Férvara kallt.
* UMI-vortexblanda i minst 10 sekunder och centrifugera darefter kort.

®* STL - stall undan tills den ska anvandas i forfarandet.

Forfarande

o

© ® N o

11.

Avldgsna MIDI-plattan LP2 frén isen eller motsvarande.

Tillsatt 60 ul ALB1i varje provbrunn pa MIDI-plattan LP2. ALB1 &r en trogflytande 16sning. Pipettera
langsamt for att minimera bubbelbildning.

Tillsatt 5 pl LIG3 i varje provbrunn.
Tillsatt 10 pl UMI (vitt lock) i varje provbrunn.

Applicera sjalvhaftande plattférsegling pa MIDI-plattan LP2.
Forsegla kanter och brunnar helt.

Skaka vid 1800 rpm i tva minuter.
Inkubera i rumstemperatur i 30 minuter.
Vortexblanda STL och centrifugera sedan kort.

Tillsatt 5 pl STL i varje provbrunn pa MIDI-plattan LP2.

. Applicera sjalvhaftande plattforsegling pa MIDI-plattan LP2.

Forsegla kanter och brunnar helt for att férhindra avdunstning.

Skaka vid 1 800 rpm i tva minuter.
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Rena efter ligering

| den héar processen anvands SPB for att rena de adapterligerade gDNA-fragmenten och oénskade produkter
avlagsnas. Kulorna tvéttas tva ganger med ny 80-procentig etanol. De adapterligerade proven elueras med
RSB.

Beredning

1. Bered foljande reagenser.
* SPB-kontrollera att kulorna forvaras i rumstemperatur i 30 minuter.
* RSB -stéll undan tills den ska anvandas i férfarandet.

2. Bered ny 80-procentig EtOH i ett koniskt rér pa 15 ml eller 50 ml.
Tabell 14 Forbered ny 80-procentig etanol

Reagens 4 bibliotek 8 bibliotek 16 bibliotek 24 bibliotek
100 % ren EtOH 2ml 4 mi 8 ml 12 ml
RNas/DNas-fritt vatten 500 ul 1 ml 2ml 3ml

Vortexblanda ny 80-procentig EtOH.

4. Stall fram magneten.

Forfarande

Bindning

1. Vortexblanda SPB i en minut for att atersuspendera kulorna.

2. Tillsatt omedelbart 112 pl SPB i varje provbrunn pa MIDI-plattan LP2.
Om du anvander ett trég for att dispensera SPB ska du inkludera en 6verskottsfaktor pa 1,15 for att
alikvotera tillrackligt med material per prov. Kassera eventuellt kvarvarande material nar SPB har tillsatts i
varje provbrunn.

3. Applicera sjalvhaftande plattférsegling pa MIDI-plattan LP2.
Forsegla kanter och brunnar helt.

4. Skaka vid 1800 rpm i tva minuter.

5. Inkuberairumstemperaturifem minuter.

6. Placera MIDI-plattan LP2 pa det magnetiska stativet i 10 minuter.

7. Anvand en pipett installd pa 200 ul for att avidgsna och kassera all supernatant fran varje provbrunn utan att
rubba pelleten.
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Tvattning
1. Tvatta kulorna enligt féljande.

a. Lat MIDI-plattan LP2 vara kvar pa det magnetiska stativet och tillsatt 200 pl ny 80-procentig EtOH i
varje provbrunn.

b. Vantai 30 sekunder.

c. Anvand en pipett instélld pa 200 pl for att avidgsna och kassera all supernatant fran varje provbrunn
utan att rubba pelleten.

Tvatta kulorna en andra gang.
Anvand en pipett med smal spets for att avidgsna kvarvarande EtOH fran varje brunn.

4. Kassera den 80-procentiga EtOH som inte har anvants.

Eluering

—_

Avldgsna MIDI-plattan LP2 fran det magnetiska stativet.
Blanda genom att vanda pa eller vortexblanda RSB.

Tillsatt 27,5 pl RSB i varje provbrunn.

M 0N

Applicera sjalvhaftande plattforsegling pa MIDI-plattan LP2.
Forsegla kanter och brunnar helt.

Skaka vid 1 800 rpm i tva minuter.

Inkubera i rumstemperatur i tva minuter.

Placera MIDI-plattan LP2 pa ett magnetiskt stativ i tva minuter.
Mark en ny PCR-platta med 96 brunnar med LS (biblioteksprov).

© ©® N o o

Overfér 25 ul av varje eluat fr&n MIDI-plattan LP2 till motsvarande brunnar p& PCR-plattan LS.
10. Kassera den tomma MIDI-plattan LP2.

Index PCR

| det har steget ampilifieras biblioteksfragment med hjalp av primrar som tillfor indexsekvenser for
provmultiplexering. Den resulterande produkten innehaller det fullstdndiga biblioteket med DNA-fragment
omgivna av adaptrar som kravs for klustergenerering.

Beredning

1. Bered foljande reagenser.
* EPM-fo6rvara kallt.
* UPxx-vortexblanda och centrifugera kort.

* CPxx-vortexblanda och centrifugera kort.
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2.

Kontrollera att indexen for varje prov éverensstdmmer med kdrningen som planerades i Analysmodulen TSO
Comprehensive (EU, DRAGEN) under kdrningskonfigurationen. Se till att folja instruktionerna fér indexval i
Antalet bibliotek och att vélja index pa sidan 31.

/N FORSIKTIGHET

Bristande 6verensstammelse mellan proven och indexprimrarna orsakar felaktig
resultatrapportering pa grund av forlust av positiv providentifikation.

Forfarande

1.

9.

Tillsatt 5 ul av Iamplig indexprimer (UPxx eller CPxx) i motsvarande provbrunn pa PCR-plattan LS i enlighet
med de index som valdes.

/N FORSIKTIGHET

Hantera och 6ppna endast ett indexprimerror at gangen. Satt omedelbart ett nytt lock pa varje
indexror efter anvandning. Kombinera inte indexprimrar med varandra.

Vortexblanda EPM i fem sekunder och centrifugera darefter kort.
Tillsatt 20 ul EPM i varje provbrunn.

Applicera sjalvhaftande plattforsegling pa PCR-plattan LS.
Forsegla kanter och brunnar helt for att férhindra avdunstning.

Skaka vid 1200 rpm i en minut.

Stall tillbaka pre-amplifieringsreagenserna pa forvaringsplatsen.

/N FORSIKTIGHET

Utfér alla efterféljande steg i ett post-amplifieringsomrade for att férhindra 6verféring av
amplifieringsprodukt.

Centrifugera PCR-plattan LS vid 280 x g i en minut.

Placera den forprogrammerade termocyklern for post-amplifiering och kér I-PCR-programmet.

Se Programmera termocykler pa sidan 36.

Om du fortsatter med Starta den férsta hybridiseringen pa sidan 45 ska du félja upptiningsanvisningarna for
reagenser i avsnittet Beredning for protokollsteg.

Centrifugera PCR-plattan LS vid 280 x g i en minut efter att I-PCR-programmet har slutforts.

10. Mark om plattan med ALS (amplifierade biblioteksprover).

SAKER STOPPUNKT
Om du avbryter forfarandet ska du férvara PCR-plattan ALS vid -25 °C till -15 °C i upp till 30 dagar.

Forbered for protokoll

Denna forberedelse kravs for att utfora protokollstegen som leder fram till hybridiseringen éver natten.
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Kontrollera att termocyklerprogrammen fér post-amplifiering ar konfigurerade. Se Programmera
termocykler pa sidan 36.

Ta ut reagensroren fran forpackningen och folj upptiningsanvisningarna.

Tabell 15 TruSight Oncology Comp Enrichment (Refrigerate) Box (artikelnr 20031123) utover TruSight
Oncology Comp HRD Enrichment (Refrigerate) Box (artikelnr 20140116)

Reagens Forvaring Upptiningsanvisningar Protokolisteg

TCB1 2°Ctill8°C Forvara i rumstemperatur. Starta den forsta
hybridiseringen

Tabell 16 TruSight Oncology Comp Enrichment (Freeze) Box (artikelnr 20031121) utéver TruSight Oncology

Comp HRD Enrichment (Freeze) Box (artikelnr 20140115)

Reagens Forvaring Upptiningsanvisningar Protokolisteg

TCA1 -25°Ctill-15°C Tina till rumstemperatur. Starta den forsta
hybridiseringen

Tabell 17 TruSight Oncology Comp Content Set Box (artikelnr 20031122)

Reagens Forvaring Upptiningsanvisningar Protokollsteg

OPD2 (vitt lock) -25°Ctill-15°C Tina till rumstemperatur. Starta den forsta
hybridiseringen

Tabell 18 TruSight Oncology Comp HRD Content Set Box (artikelnr 20140117)

Reagens Forvaring Upptiningsanvisningar Protokollsteg

OPD3 (blatt lock) -25°Ctill-15°C Tina till rumstemperatur. Starta den forsta
hybridiseringen

Starta den forsta hybridiseringen

Under denna process hybridiseras tva pooler av oligo (OPD2 och OPD3) till gDNA-bibliotek som bereds i /ndex
PCR pa sidan 43. Anrikning av riktade regioner kréver tva hybridiseringssteg. Vid den férsta hybridiseringen
hybridiserades oligouppsattningen till gDNA-bibliotek éver natten (8-24 timmar).

Beredning

1.

Bered foljande reagenser.

* TCB1-varmroret vid 37 °C i fem minuter. Vortexblanda i 10 sekunder och centrifugera darefter kort.
* TCA1-vortexblanda och centrifugera darefter kort.

* OPD2 - vortexblanda och centrifugera darefter kort.

* OPD3 -vortexblanda och centrifugera darefter kort.

2. Om PCR-plattan ALS har férvarats ska du tina den till rumstemperatur och centrifugera vid 280 x gien
minut. Blanda genom att pipettera.
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3. Mark en ny PCR-platta med 96 brunnar med HYB1 (hybridisering 1).

Forfarande

illumina

1. Overfér 20 pl av varje gDNA-bibliotek fr&n ALS PCR-plattan till motsvarande brunnar p&d HYB1 PCR-plattan
for anrikning med OPD2-prober. Inkludera positiva kontroller och NTC:er for anrikning med OPD2-prober.

2. Overfér ytterligare 20 pl av gDNA-bibliotek fr&n ALS PCR-plattan till en andra brunn pd HYB1 PCR-plattan
for anrikning med OPD3-prober, som visas pa Figur 3. Inkludera positiva kontroller och NTC:er f6r anrikning

med OPD3-prober.

Figur 3 TSO Comprehensive HRD (DRAGEN) layout for forsta exempelplattan fér hybridisering
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3. Applicera sjélvhaftande plattférsegling pa PCR-plattan ALS och stall undan.
Forsegla kanter och brunnar helt for att forhindra avdunstning.
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10.

11.
12.

Kontrollera TCB1 om det férekommer precipitat. Om precipitat férekommer ska du varma réret igen och
vortexblanda réret tills kristallerna har 16st upp sig.

Tillsatt 15 pl TCB1i varje biblioteksbrunn pa PCR-plattan HYB1.

Tillsatt 10 ul TCA1 i varje biblioteksbrunn pad PCR-plattan HYB1.

Tillsatt prober.

Kombinera inte olika typer av prober. Ldgg endast till en probuppsattning per brunn.

* [DNA-biblioteksbrunnar] — Tillsatt 5 ul OPD2 (vitt lock) i varje bibliotek som harrér fran DNA.

* [DNA HRD-biblioteksbrunnar ] - Tillsatt 5 ul OPD3 (blatt lock) i varje bibliotek som harror fran DNA for
HRD-anrikning.

Applicera sjalvhaftande plattforsegling pa PCR-plattan HYB1.

Forsegla kanter och brunnar helt for att forhindra avdunstning.

Skaka vid 1200 rpm i tvé minuter.

Placera pa termocyklern och kér HYB1-programmet.
Se Programmera termocykler pa sidan 36.

Hybridisera vid 57 °C i minst atta timmar och hégst 24 timmar.

Stall tillbaka hybridiseringsreagenserna pa forvaringsplatsen.

Forbered for protokoll

Denna férberedelse kravs for att utféra protokollstegen som leder fram till nasta sakra stoppunkt.

Ta ut reagensroren fran forpackningen och folj upptiningsanvisningarna i bérjan av dag tva.

Tabell 19 TruSight Oncology Comp Enrichment (Refrigerate) Box (artikelnr 20031123) utéver TruSight Oncology
Comp HRD Enrichment (Refrigerate) Box (artikelnr 20140116)

Reagens Forvaring Upptiningsanvisningar Protokollsteg
SMB (moérkbld 2 °Ctill 8 °C Forvarairumstemperaturi30  Fanga mal 1
markning) minuter. Fédnga mal 2
ET2 2°Ctill8°C Forvara i rumstemperatur. Fanga mal 1

Fédnga mal 2

HP3 2°Ctill8°C Forvara i rumstemperatur. Fédnga mal 1

Fanga mal 2
Normalisera bibliotek

TCB1 2°Ctill8°C Fdrvara i rumstemperatur. Starta den andra hybridiseringen

RSB 2°Ctill8°C Forvara i rumstemperatur. Fanga mal 2

Rena amplifierade anrikade bibliotek
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Tabell 20 TruSight Oncology Comp Enrichment (Freeze) Box (artikelnr 20031121) utéver TruSight Oncology
Comp HRD Enrichment (Freeze) Box (artikelnr 20140115)

Reagens Forvaring Upptiningsanvisningar Protokollsteg

EE2 -25°Ctill-15°C Tina till rumstemperatur. Fédnga mal 1
Fanga mal 2
Normalisera bibliotek

EEW -25°Ctill-15°C Tina till rumstemperatur. Fédnga mal 1
TCA1 -25°Ctill-15°C Tina till rumstemperatur. Starta den andra hybridiseringen

Tabell 21 TruSight Oncology Comp Content Set Box (artikelnr 20031122)

Reagens Forvaring Upptiningsanvisningar Protokollsteg
OPD2 -25°Ctill -15°C Tina till rumstemperatur. Starta den andra hybridiseringen
(vitt lock)

Tabell 22 TruSight Oncology Comp HRD Content Box (artikelnr 20140117)
Reagens Forvaring Upptiningsanvisningar Protokollsteg

OPD3 -25°Ctill-15°C Tina till rumstemperatur. Starta den andra hybridiseringen
(blatt lock)

Fanga mal 1

| det har steget anvands SMB for att fanga prober som &r hybridiserade till det riktade intresseomradet. Kulorna
tvattas med EEW tre ganger. De anrikade biblioteken elueras med ny EE2+HP3-elueringsblandning och
neutraliseras med ET2.

Beredning

1. Forvarm en mikroprovsinkubator med en MIDI-varmeblocksinsats till 57 °C.
2. Bered foljande reagenser.

* EEW -vortexblandaien minut.

* EE2-vortexblanda och centrifugera sedan kort.

* HP3-vortexblanda och centrifugera sedan kort.

* SMB -kontrollera att kulorna forvaras i rumstemperatur i 30 minuter.
Anvand SMB, inte SPB, for det har forfarandet.

* ET2-stall undan tills den ska anvandas i forfarandet.

3. Bered ny EE2+HP3-elueringsblandning i ett mikrocentrifugror.
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Tabell 23 EE2 + HP3-elueringsblandning for steget Fanga mal 1*

Komponent i - - - -

. . 8 bibliotek 16 bibliotek 24 bibliotek 48 bibliotek
elueringsblandning
EE2 228 ul 456 pl 684 pl 1368 ul
HP3 12 24 ul 36 ul 72

* Den har tabellen innefattar volyméverskott. Se Hantering av reagenser pa sidan 29 fér berdkningar.

4. Vortexblanda EE2+HP3-elueringsblandningen och centrifugera sedan kort. Stall undan for steget Eluering
pa sidan 50.

Mark en ny MIDI-platta med 96 brunnar med CAP1 (Fanga 1).
6. Stall fram magneten.

Forfarande

Bindning
1. Avlagsna PCR-plattan HYB1 fran termocyklern.
2. Centrifugera PCR-plattan HYB1 vid 280 x g i en minut.

3. Vortexblanda SMB i en minut for att dtersuspendera kulorna.
Om precipitat eller pelleten férekommer, se till att uppna rumstemperatur, pipettera uppat och nedat for att
frigéra pelleten och vortexa sedan for att suspendera igen.

4. Tillsatt omedelbart 150 pl SMB i varje biblioteksbrunn p& MIDI-plattan CAP1.
Om du anvéander ett trag for att dispensera SMB ska du inkludera en 6verskottsfaktor pa 1,05 vid
alikvotering, for att mojliggora tillrackligt med material per prov.

Kassera eventuellt kvarvarande material nar SMB har tillsatts i varje provbrunn.

6. Stallin pipetten pa 50 pl och 6verfor hela volymen av varje bibliotek fran PCR-plattan HYB1 till motsvarande
brunnar pa MIDI-plattan CAP1.

7. Kassera den tomma PCR-plattan HYB1.

8. Applicera sjdlvhaftande plattférsegling pa MIDI-plattan CAP1.
Forsegla kanter och brunnar helt for att férhindra avdunstning.

9. Skaka vid 1800 rpm i tvd minuter.
10. Inkubera i den forvarmda mikroprovsinkubatorn vid 57 °C i 25 minuter.
11. Placera MIDI-plattan CAP1 pa ett magnetiskt stativ i tva minuter.

12. Hall plattan pa det magnetiska stativet. Anvand en pipett instélld p& 200 pl for att avidgsna och kassera all
supernatant fran varje brunn utan att rubba pelleten.

/N FORSIKTIGHET

Fortsatt omedelbart till ndsta steg ( Tvéttning pa sidan 50). Lat inte pelleten ligga framme utan
vatska under en langre tid.
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Tvattning

1.

Tvatta kulorna enligt féljande.

a. Avlagsna MIDI-plattan CAP1 fran det magnetiska stativet.

b. Tillsatt 200 ul EEW i varje brunn.

c. Anvand en pipett installd pa 150 ul och pipettera minst tio ganger for att blanda. Kontrollera att alla kulor
atersuspenderas.
Kontrollera att inga pellets férekommer genom att forsiktigt aspirera alla brunnars I6sning med kulor in i
spetsen. Kontrollera botten av varje brunn visuellt. Om det finns en kulpellet ska du vinkla pipettspetsen
mot pelleten under tvéttningsstegen for att flytta pa pelleten. Kontrollera att pelleten ar helt nedsankt i
I6sning. Losningen ska vara moérkbrun och ha en homogen konsistens.

d. Applicera sjalvhaftande plattforsegling pa MIDI-plattan CAP1.
Forsegla kanter och brunnar helt for att forhindra avdunstning.

e. Skaka vid 1800 rpm i fyra minuter.

f. Inkuberaien mikroprovsinkubator vid 57 °C i fem minuter.

g. Placera MIDI-plattan CAP1 pa ett magnetiskt stativ i tva minuter.

h. Hall plattan pa det magnetiska stativet. Anvand en pipett instélld pa 200 pl for att avidgsna och kassera

all supernatant fran varje brunn utan att rubba pelleten.

2. Tvétta kulorna en andra gang.

3. Tvétta kulorna en tredje gang.

4. Anvand en pipett med smal spets for att avldgsna kvarvarande EEW fran varje brunn.

Eluering

1. Avlagsna MIDI-plattan CAP1 fran det magnetiska stativet.

2. Vortexblanda ny EE2+HP3-elueringsblandning och centrifugera sedan kort.

3. Tillsatt forsiktigt 17 pl EE2+HP3-elueringsblandning i varje biblioteksbrunn pa MIDI-plattan CAP1.

4. Kassera resterande EE2+HP3-elueringsblandning.

5. Applicera sjalvhaftande plattférsegling pa MIDI-plattan CAP1.
Fdrsegla kanter och brunnar helt.

6. Skaka vid 1800 rpmitva minuter.

7. Placera péa ett magnetiskt stativ i tvd minuter.

8. Mark en ny PCR-platta med 96 brunnar med ELU1 (eluering 1).

9. Vortexblanda ET2 och centrifugera sedan kort.

10. Tillsatt 5 pl ET2 i varje motsvarande biblioteksbrunn pa den nya PCR-plattan ELU1.

11. Overfor férsiktigt 15 pl eluat frén varje biblioteksbrunn p& MIDI-plattan CAP1 till motsvarande brunnar pa
PCR-plattan ELU1.

12. Kassera den tomma MIDI-plattan CAP1.
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13. Applicera sjélvhaftande plattforsegling pd PCR-plattan ELU1.

Forsegla kanter och brunnar helt for att férhindra avdunstning.

14. Skaka vid 1200 rpm i tvé minuter.

15. Stéll tillbaka EEW pa férvaringsplatsen.

Starta den andra hybridiseringen

| det héar steget binds riktade regioner i anrikade gDNA-bibliotek med féngade prober en andra gang. Den andra
hybridiseringen sakerstaller hog specificitet for de fangade regionerna. Sakerstéll optimal biblioteksanrikning
genom att utféra det andra hybridiseringssteget vid 57 °C i minst en och en halv timme och hogst fyra timmar.

Beredning

1.

Bered foljande reagenser.

* TCB1-varmroretvid 37 °C i fem minuter. Vortexblanda i 10 sekunder och centrifugera darefter kort.
* TCA1-vortexblanda och centrifugera darefter kort.

* OPD2 - vortexblanda och centrifugera darefter kort.

* OPD3 -vortexblanda och centrifugera darefter kort.

Forfarande

1.

Kontrollera om det forekommer precipitati TCB1. Om precipitat forekommer ska du varma réret igen och
vortexblanda tills kristallerna har I6st upp sig.

Tillsatt 15 ul TCB1i varje biblioteksbrunn pa PCR-plattan ELU1.
Tillsatt 10 ul TCA1 i varje biblioteksbrunn.

Tillsatt samma prob som anvandes under den forsta hybridiseringen till varje brunn. Lagg endast till en
probuppsattning per brunn.
Kombinera inte olika typer av prober.

* [DNA-biblioteksbrunnar] - Tillsatt 5 pl OPD2 (blatt lock) i varje bibliotek som harrér fran DNA for HRD-
anrikning.

* [DNA HRD-biblioteksbrunnar] - Tillsatt 5 ul OPD3 (blatt lock) i varje bibliotek som héarrér fran DNA for
HRD-anrikning.

Applicera sjalvhaftande plattforsegling pa PCR-plattan ELU1.

Forsegla kanter och brunnar helt for att forhindra avdunstning.

Skaka vid 1200 rpm i tva minuter.

Placera pa en termocykler och kér HYB2-programmet.
Se Programmera termocykler pa sidan 36.

Hybridisera vid 57 °C i minst en och en halv timme och hégst fyra timmar.

Stall tillbaka hybridiseringsreagenserna pa forvaringsplatsen.
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Fanga mal 2

| det har steget anvands SMB for att fdnga prober som &r hybridiserade till det riktade intresseomradet. Kulorna
tvattas med RSB en gang. De anrikade biblioteken elueras med ny EE2+HP3-elueringsblandning och
neutraliseras med ET2.

Beredning

1. Forvarm en mikroprovsinkubator med MIDI-varmeblocksinsats till 57 °C.
2. Bered foljande reagenser.

* EE2-vortexblanda och centrifugera sedan kort.

* HP3-vortexblanda och centrifugera sedan kort.

* SMB -kontrollera att kulorna forvaras i rumstemperatur i 30 minuter.
Anvand SMB, inte SPB, for det har forfarandet.

* RSB -stéll undan tills den ska anvandas i férfarandet.
* ET2-stéll undan tills den ska anvandas i forfarandet.

3. Bered ny EE2+HP3-elueringsblandning i ett mikrocentrifugror.
Tabell 24 EE2 + HP3 elueringsblandning for steget Fanga mal tva*

Komponent i - - - -

. . 8 bibliotek 16 bibliotek 24 bibliotek 48 bibliotek
elueringsblandning
EE2 228 ul 456 pl 684 pl 1368yl
HP3 12 pl 24 36 i 72 ul

* Den har tabellen innefattar volyméverskott. Se Hantering av reagenser pa sidan 29 fér berdkningar.
4. Vortexblanda och centrifugera sedan kort. Stall undan for steget E/uering pa sidan 53.
Mérk en ny MIDI-platta med 96 brunnar med CAP2 (fanga 2).

6. Stall fram magneten.

Forfarande

Bindning

1. Avlidgsna PCR-plattan ELU1 fran termocyklern.

2. Centrifugera PCR-plattan ELU1 vid 280 x g i en minut.

3. Vortexblanda SMB i en minut for att dtersuspendera kulorna.
4

Tillsatt omedelbart 150 pl SMB i varje biblioteksbrunn p& MIDI-plattan CAP2.
Om du anvander ett trag for att dispensera SMB ska du inkludera en 6verskottsfaktor pa 1,05 vid
alikvotering, for att mojliggora tillrdckligt med material per prov.

5. Kassera eventuellt kvarvarande material ndr SMB har tillsatts i varje provbrunn.
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10.

11.
12.

Stéll in pipetten pa 50 pl och 6verfor hela volymen av varje bibliotek fran PCR-plattan ELU1 till motsvarande
brunnar p& MIDI-plattan CAP2.

Kassera den tomma PCR-plattan ELU1.

Applicera sjalvhaftande plattforsegling pa MIDI-plattan CAP2.
Forsegla kanter och brunnar helt for att forhindra avdunstning.

Skaka vid 1 800 rpm i tva minuter.

Inkubera i en mikroprovsinkubator vid 57 °C i 25 minuter.
Om du fortsatter med Amplifiera anrikat bibliotek pa sidan 54 ska du f6lja upptiningsanvisningarna for
reagenser i avsnittet Forbered for protokoll.

Placera pa ett magnetiskt stativ i tva minuter.

Hall MIDI-plattan CAP2 pa det magnetiska stativet. Anvand en pipett installd pa 200 ul fér att avlagsna och
kassera all supernatant frén varje brunn utan att rubba pelleten.

/N FORSIKTIGHET

Fortsatt omedelbart till nasta steg (Tvéattning pa sidan 53). Lat inte pelleten ligga framme utan
vatska under en langre tid.

Tvattning

1. Avlagsna MIDI-plattan CAP2 fran det magnetiska stativet.

2. Blanda genom att vénda pa eller vortexblanda RSB.

3. Tillsatt 200 pl RSB i varje brunn.

4. Applicera sjélvhaftande plattférsegling pa MIDI-plattan CAP2.

o

Forsegla kanter och brunnar helt.
Skaka vid 1800 rpm i fyra minuter.
Stall plattan pa det magnetiska stativet i tvd minuter.

Hall plattan pa det magnetiska stativet. Anvand en pipett instélld pa 200 pl foér att avidgsna och kassera all
supernatant fran varje brunn utan att rubba pelleten.

Anvand en pipett med smal spets for att avldgsna kvarvarande RSB fran varje brunn.

Eluering

I

Avldgsna MIDI-plattan CAP2 fran det magnetiska stativet.

Vortexblanda ny EE2+HP3-elueringsblandning och centrifugera sedan kort.

Tillsatt 22 pl EE2+HP3-elueringsblandning i varje biblioteksbrunn pa MIDI-plattan CAP2.
Kassera resterande EE2+HP3-elueringsblandning.

Applicera sjalvhaftande plattférsegling pa MIDI-plattan CAP2.
Forsegla kanter och brunnar helt.

Skaka vid 1800 rpm i tva minuter.
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7. Placera péa ett magnetiskt stativ i tva minuter.

8. Mark en ny PCR-platta med 96 brunnar med ELU2 (eluering 2).

9. Vortexblanda ET2 och centrifugera sedan kort.

10. Tillsatt 5 pl ET2 i varje motsvarande biblioteksbrunn p& den nya PCR-plattan ELU2.

11. Overfor férsiktigt 20 pl eluat fran varje biblioteksbrunn pa MIDI-plattan CAP2 till motsvarande brunnar p&
PCR-plattan ELU2.

12. Kassera den tomma MIDI-plattan CAP2.

13. Applicera sjélvhaftande plattférsegling pa PCR-plattan ELU2.
Forsegla kanter och brunnar helt for att forhindra avdunstning.

14. Skaka vid 1200 rpm i tva minuter.
15. Stéll tillbaka SMB, EE2, HP3, RSB och ET2 pa férvaringsplatsen.

SAKER STOPPUNKT

Om du avbryter forfarandet ska du centrifugera PCR-plattan ELU2 vid 280 x g i en minut och férvara den vid
-25 °C till -15 °C i upp till sju dagar.

Forbered for protokoll

Denna forberedelse kravs for att utféra protokollstegen som leder fram till nasta sékra stoppunkt.
1. Forbered enishink eller motsvarande.
2. Tautreagensroren fran forpackningen och folj upptiningsanvisningarna.

Tabell 25 TruSight Oncology Comp Enrichment (Freeze) Box (artikelnr 20031121) utéver TruSight Oncology
Comp HRD Enrichment (Freeze) Box (artikelnr 20140115)

Reagens Forvaring Upptiningsanvisningar Protokollsteg
PPC3 -25°Ctill-15°C Tina till rumstemperatur. Amplifiera anrikat bibliotek
EPM -25°Ctill-15°C Forvara kallt. Amplifiera anrikat bibliotek

Tabell 26 TruSight Oncology Comp Enrichment (Refrigerate) Box (artikelnr 20031123) utover TruSight
Oncology Comp HRD Enrichment (Refrigerate) Box (artikelnr 20140116)

Reagens Forvaring Upptiningsanvisningar Protokollsteg

SPB (ljusgron 2 °Ctill 8 °C Forvarairumstemperaturi 30 Rena amplifierade anrikade bibliotek
markning) minuter.

RSB 2°Ctill8°C Forvara i rumstemperatur. Rena amplifierade anrikade bibliotek

Beredning for sekvensering

Amplifiera anrikat bibliotek

| det har steget anvands primrar for att amplifiera anrikade bibliotek.
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Beredning

1. Om ELU2-plattan har férvarats ska du tina den till rumstemperatur och darefter centrifugera vid 280 x g ien

minut.
Forfarande
1. Vortexblanda PPC3 och centrifugera darefter kort.
2. Tillsatt 5 pl PPC3 i varje biblioteksbrunn pa PCR-plattan ELU2.
3. Vortexblanda EPM i fem sekunder och centrifugera darefter kort.
4. Tillsatt 20 yl EPM i varje biblioteksbrunn.
5. Applicera sjalvhaftande plattférsegling pa PCR-plattan ELU2.
Forsegla kanter och brunnar helt for att forhindra avdunstning.
6. Skaka vid 1200 rpm i tvd minuter.

7. Placera pa en termocykler och kér EL-PCR-programmet.
Se Programmera termocykler pa sidan 36.
Om du fortsatter med Normalisera bibliotek pa sidan 58 ska du folja upptiningsanvisningarna i avsnittet
Forbered for protokoll.

8. Stéll tillbaka PPC3 och EPM pa férvaringsplatsen.

Rena amplifierade anrikade bibliotek

| det har steget anvands SPB for att rena de anrikade biblioteken frén odnskade reaktionskomponenter. Kulorna
tvéattas tva ganger med ny 80-procentig etanol. Biblioteken elueras med RSB.

Beredning

1. Bered féljande reagenser.

* SPB-kontrollera att kulorna férvaras i rumstemperatur i 30 minuter. Anvand SPB och inte SMB for det
har forfarandet.

* RSB -stall undan tills den ska anvandas i forfarandet.
2. Bered ny 80-procentig etanol i ett koniskt rér pd 15 ml eller 50 ml.

Tabell 27 Forbered ny 80-procentig etanol

Reagens 8 bibliotek 16 bibliotek 24 bibliotek 48 bibliotek
100 % ren EtOH 4 ml 8 ml 12 ml 24 mi
RNas/DNas-fritt vatten Tml 2ml 3ml 6 ml

Vortexblanda ny 80-procentig EtOH.
Mark en ny MIDI-platta med 96 brunnar med BIND2 (reningsbindning).
Stall fram magneten.
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Forfarande

Bindning

1. Avlagsna PCR-plattan ELU2 frén termocyklern.

2. Centrifugera PCR-plattan ELU2 vid 280 x g i en minut.

3. Vortexblanda SPB i en minut for att tersuspendera kulorna.

4. Tillsatt omedelbart 110 ul SPB i varje biblioteksbrunn pa MIDI-plattan BIND2.

Om du anvander ett trég for att dispensera SPB ska du inkludera en 6verskottsfaktor pa 1,15 for att
alikvotera tillrackligt med material per prov. Kassera eventuellt kvarvarande material nar SPB har tillsatts i
varje provbrunn.

5. Overfér 50 pl av varje bibliotek frdn PCR-plattan ELU2 till motsvarande brunnar p& MIDI-plattan BIND2.
6. Kassera den tomma PCR-plattan ELU2.
Applicera sjalvhaftande plattférsegling pa MIDI-plattan BIND2.
Forsegla kanter och brunnar helt.
8. Skaka vid 1800 rpm i tva minuter.
Inkubera i rumstemperatur i fem minuter.
10. Placera MIDI-plattan BIND2 p& ett magnetiskt stativ i fem minuter.
11. Hall plattan pa det magnetiska stativet. Anvand en pipett instélld pa 200 pl for att avidgsna och kassera all
supernatant fran varje brunn utan att rubba pelleten.
Tvattning

1.

Tvatta kulorna enligt féljande.

a. Lat BIND2 MIDI-plattan vara kvar pa det magnetiska stativet och tillsgtt 200 ul ny 80-procentig EtOH i
varje brunn.

b. Vantai 30 sekunder.

c. Anvand en pipett instélld p& 200 pl for att avlidgsna och kassera all supernatant fran varje brunn utan att
rubba pelleten.

Tvétta kulorna en andra gang.
Anvand en pipett med smal spets for att avidgsna kvarvarande EtOH fran varje brunn.

Kassera den 80-procentiga EtOH som inte har anvants.

Eluering

1.
2.
3.

Avldgsna MIDI-plattan BIND2 fran det magnetiska stativet.
Blanda genom att vanda pa eller vortexblanda RSB.
Tillsatt 32 ul RSB i varje biblioteksbrunn.
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Applicera sjalvhaftande plattférsegling pa MIDI-plattan BIND2.
Forsegla kanter och brunnar helt.

Skaka vid 1800 rpm i tva minuter.

Inkubera i rumstemperatur i tvad minuter.

Placera pa ett magnetiskt stativ i tvd minuter.

Mark en ny PCR-platta med 96 brunnar med PL (renade bibliotek).

Overfor 30 pl av varje eluat fr&n MIDI-plattan BIND2 till motsvarande brunnar p& PCR-plattan PL.

. Kassera den tomma MIDI-plattan BIND2.
. Applicera sjalvhaftande plattférsegling pa PCR-plattan PL.
12.

Stall tillbaka SPB och RSB pé forvaringsplatsen.

SAKER STOPPUNKT

Om du avbryter forfarandet ska du centrifugera PCR-plattan PL vid 280 x g i en minut och forvara den vid
-25°C till -15 °C i upp till 30 dagar.

Forbered for protokoll

Denna forberedelse kravs for att utfora protokollstegen som leder fram till nasta sakra stoppunkt.

1.

Ta ut reagensroéren fran forpackningen och folj upptiningsanvisningarna.

Tabell 28 TruSight Oncology Comp Enrichment (Freeze) Box (artikelnr 20031121) utover TruSight Oncology
Comp HRD Enrichment (Freeze) Box (artikelnr 20140115)

Reagens Forvaring Upptiningsanvisningar Protokollsteg
LNA1 -25°Ctill-15°C Tina till rumstemperatur. Normalisera bibliotek
EE2 -25°Ctill -15°C Tina till rumstemperatur. Normalisera bibliotek

Tabell 29 TruSight Oncology Comp Enrichment (Refrigerate) Box (artikelnr 20031123) utover TruSight
Oncology Comp HRD Enrichment (Refrigerate) Box (artikelnr 20140116)

Reagens Forvaring Upptiningsanvisningar Protokollsteg

LNB1 2°Ctill8°C Forvarairumstemperaturi 30 Normalisera bibliotek
minuter.

HP3 2°Ctill8°C Forvara i rumstemperatur. Normalisera bibliotek

Beredning for sekvensering

LNW1 2°Ctill8°C Fdrvara i rumstemperatur. Normalisera bibliotek
LNS1 2°Ctill8°C Forvara i rumstemperatur. Normalisera bibliotek

2. Om du fortsatter med Beredning for sekvensering pa sidan 61 samma dag, ska du folja
upptiningsanvisningarna i avsnittet Beredning foér protokoll.

Dokumentnr 200080934 v00 57 av 94

FORIN VITRO-DIAGNOSTISKT BRUK. ENDAST FOR EXPORT.



Bipacksedel fér TruSight Oncology Comprehensive HRD (DRAGEN) (EU) illumina

Normalisera bibliotek

| den héar processen anvands LNB1 och tillsatser (LNA1) for att normalisera antalet i varje bibliotek for att
sékerstalla en enhetlig biblioteksrepresentation i poolade bibliotek. Kulorna tvattas med LNW1 tva ganger.
Biblioteken elueras med ny EE2+HP3-elueringsblandning och neutraliseras med LNS1.

Beredning

1. Bered foljande reagenser.
* LNB1-kontrollera att kulorna férvaras i rumstemperatur i 30 minuter.
* LNA1-vortexblanda.
* EE2-vortexblanda och centrifugera sedan kort.
* HP3-vortexblanda och centrifugera sedan kort.
* LNW?1-vortexblanda. Stall undan tills den ska anvéandas i forfarandet.
* LNS1-vortexblanda. Stall undan tills den ska anvéndas i forfarandet.

2. Vortexblanda LNB1ien minut for att atersuspendera kulorna.
Vand LNB1-réret for att kontrollera att alla kulor &r atersuspenderade.

Upprepa pulsvortex i 1 minut om en pellet observeras.

4. Anvand en pipett installd pa 800 ul och pipettera LNB1 upp och ner tio ganger for att sékerstalla
atersuspension.

5. Bered omedelbart ny LNAT+LNB1-masterblandning i ett koniskt ror.
/N FORSIKTIGHET

Z\tersuspendera LNB1-pelleten helt Iangst ner i réret for att forhindra inkonsekvent
klusterdensitet.

Tabell 30 LNAT + LNB1-masterblandning*

Masterblandningskomponent 8 bibliotek 16 bibliotek 24 bibliotek 48 bibliotek
LNA1 610 pl 1219 1829 pl 3658 pl
LNB1 110 pl 221 ul 331l 662 pl

* Den har tabellen innefattar volyméverskott. Se Hantering av reagenser pa sidan 29 fér berdkningar.

6. Vortexblanda LNA1+LNB1-masterblandningen. Stall undan for steget Bindning pa sidan 59.
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7. Bered ny EE2+HP3-elueringsblandning i ett mikrocentrifugror.
Tabell 31 EE2 + HP3-elueringsblandning for normaliserade bibliotek*
Komponent i - A o o
T e 8 bibliotek 16 bibliotek 24 bibliotek 48 bibliotek
EE2 304 ul 608 ul 912 ul 1824
HP3 16 ul 32 ul 48 pl 96 ul
* Den har tabellen innefattar volyméverskott. Se Hantering av reagenser pa sidan 29 fér berdkningar.
8. Vortexblanda ny elueringsblandning och centrifugera sedan kort. Stéll undan fér steget Eluering pa
sidan 60.
9. Om PCR-plattan PL har forvarats ska du tina den till rumstemperatur och centrifugera vid 280 x g i en minut.
Blanda genom att pipettera.
10. Méark en ny MIDI-platta med 96 brunnar med BBN (kulbaserad normalisering).
11. Stall fram magneten.
Forfarande
Bindning
1. Vortexblanda LNA1T+LNB1-masterblandningen.
2. Tillsatt omedelbart 45 ul LNAT+LNB1-masterblandning i varje biblioteksbrunn pa MIDI-plattan BBN.
3. Kasseraresterande LNAT+LNB1-masterblandning.
4. Tillsatt 20 pl av varje bibliotek fran PCR-plattan PL till motsvarande brunnar pa MIDI-plattan BBN.
5. Applicera sjalvhaftande plattférsegling pa MIDI-plattan BBN.
Forsegla kanter och brunnar helt.
6. Skakavid 1800 rpmi 30 minuter.
7. Applicera sjalvhiftande plattforsegling pa PCR-plattan PL och férvara igen.
8. Placera MIDI-plattan BBN pa ett magnetiskt stativ i tvd minuter.
9. Hall plattan pa det magnetiska stativet. Anvand en pipett instélld p& 200 pl for att avidgsna och kassera all
supernatant fran varje brunn utan att rubba pelleten.
Tvattning
1. Tvatta kulorna enligt foljande.
a. Avldgsna MIDI-plattan BBN fran det magnetiska stativet.
b. Tillsatt 45 yl LNW1i varje biblioteksbrunn.
c. Applicera sjalvhaftande plattférsegling pa MIDI-plattan BBN.
Forsegla kanter och brunnar helt.
d. Skakavid 1800 rpmifem minuter.
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e. Placera MIDI-plattan BBN pé ett magnetiskt stativ i tva minuter.

f.  Hall plattan pa det magnetiska stativet. Anvand en pipett instélld pa 200 ul fér att avlidgsna och kassera
all supernatant fran varje brunn utan att rubba pelleten.

2. Tvétta kulorna en andra gang.
3. Anvéand en pipett med smal spets for att avldgsna kvarvarande supernatant fran varje brunn.
Eluering
1. Avlagsna MIDI-plattan BBN fran det magnetiska stativet.
2. Vortexblanda ny EE2+HP3-elueringsblandning och centrifugera sedan kort.
3. Tillsatt 32 pl EE2+HP3-16sning i varje biblioteksbrunn pa MIDI-plattan BBN.
4. Kasseraresterande elueringsblandning.
5. Applicera sjalvhaftande plattférsegling pa MIDI-plattan BBN.
Fdrsegla kanter och brunnar helt.
6. Skaka vid 1800 rpm i tvd minuter.
7. Placera pa ett magnetiskt stativ i tvd minuter.
8. Mark en ny PCR-platta med 96 brunnar med NL (normaliserade bibliotek).
9. Overfor forsiktigt 30 ul eluat fran varje biblioteksbrunn p& MIDI-plattan BBN till motsvarande brunnar pa
PCR-plattan NL.
/N FORSIKTIGHET
Om kulorna aspireras in i pipettspetsarna ska du dispensera tillbaka kulorna till plattan pa det
magnetiska stativet och vénta tills vatskan &r transparent (cirka tva minuter) innan du fortsatter till
nasta steg av forfarandet.
10. Kassera den tomma MIDI-plattan BBN.
11. Vortexblanda LNS1.
12. Tillsatt 30 yl LNS1i varje biblioteksbrunn p& den nya PCR-plattan NL.
13. Blanda genom att pipettera fem ganger.
14. Applicera sjélvhaftande plattférsegling pa PCR-plattan NL.
Forsegla kanter och brunnar helt.
15. Stéll tillbaka LNB1, LNA1, EE2, LNW1 och LNS1 pa forvaringsplatsen.
SAKER STOPPUNKT

Om du avbryter férfarandet ska du centrifugera PCR-plattan NL vid 280 x g i en minut och férvara den vid
-25 °Ctill -15 °Ci upp till 32 dagar.

Forbered for protokoll

Denna forberedelse kravs for att utfora protokollstegen som leder fram till sekvensering.
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Inled beredningen av férbrukningsmaterial for sekvensering fran NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5
(300 cykler) (artikelnummer 20028871) minst en timme innan anvandning.

1. Taut biblioteksspadningsbufferten (HT1) fran férvaringen vid -25 °C till -15 °C. Tina till rumstemperatur.
Forvaras kallt efter upptining.

2. Folj beredningsanvisningarna i Referensguide for NextSeq 550Dx-instrument (dokumentnr
7000000009513) for andra forbrukningsmaterial i satsen.

* NextSeq 550Dx High Output Reagent Cartridge v2 (300 cykler)
* NextSeq 550Dx Buffer Cartridge v2 (300 cykler)
* NextSeq 550Dx High Output Flow Cell Cartridge v2.5 (300 cykler)
3. Tautreagensroren fran forpackningen och folj upptiningsanvisningarna.
Tabell 32 TruSight Oncology Comp Enrichment (Freeze) Box (artikelnr 20031121)
Reagens Forvaring Upptiningsanvisningar Protokollsteg

PhiX Control ~ -25°CHtill -15°C Tina till rumstemperatur. Beredning for sekvensering
Forvaras kallt efter upptining.

Tabell 33 TruSight Oncology Comp Enrichment (Refrigerate) Box (artikelnr 20031123) utover TruSight
Oncology Comp HRD Enrichment (Refrigerate) Box (artikelnr 20140116)

Reagens Forvaring Upptiningsanvisningar Protokollsteg

HP3 2°Ctill8°C Forvara i rumstemperatur. Beredning for sekvensering
RSB (rosa 2°Ctill8°C Fdrvara i rumstemperatur. Beredning for sekvensering
markning)

Beredning for sekvensering

Varje DNA-sekvenseringskorning ska inkludera en positiv kontroll och en NTC. NTC sekvenseras sa manga
ganger som det behovs for att varje korning ska innehalla en NTC. Varje kérning inkluderar en separat positiv
kontroll.

Beredning

Ga igenom riktlinjerna for Antalet bibliotek och att vélja index pa sidan 31.
Mark ett mikrocentrifugrér med dHP3 (utspadd HP3).
Mark ett mikrocentrifugrér med dPhiX (utspadd PhiX).

Forvarm ett varmeblock till 96 °C for mikrocentrifugror.

aopowoN 2

Forbered en ishink eller motsvarande.

Spad och denaturera PhiX Control

1. Vortexblanda HP3 och centrifugera sedan kort.
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2. Overfér féljande volymer till dHP3-mikrocentrifugréret.
* 10plHP3

* 190 ul RNas/DNas-fritt vatten

Vortexblanda dHP3 och centrifugera sedan kort.
Blanda genom att vanda pa eller vortexblanda RSB.

Vortexblanda PhiX Control och centrifugera sedan kort.

o gk~ w

Overfér féljande volymer till PhiX-mikrocentrifugréret.
* 8ulRSB
* 2 plPhiX Control
7. Tillsatt 10 ul dHP3 i dPhiX-roret.
Kassera dHP3-roret.
9. Vortexblanda dPhiX-réret och centrifugera sedan kort.
10. Inkubera dPhiX i rumstemperatur i fem minuter for att denaturera.
11. Vortexblanda HT1.
12. Tillsatt omedelbart 980 ul forkyld HT1 till dPhiX.
13. Vortexblanda och centrifugera sedan kort.

14. Forvara dPhiX kallt tills den ska anvandas i beredningen fér den andra spadningen.
Den slutliga koncentrationen ar 20 pM dPhiX.

15. Stéll tillbaka PhiX, HP3 och RSB pa férvaringsplatsen.

Poola och denaturera bibliotek

1. Om PCR-plattan NL har forvarats ska du tina den till rumstemperatur och darefter centrifugera plattan vid
280 x g i en minut.

2. Anvand en pipett med flera kanaler installd p& 30 ul och pipettera forsiktigt biblioteken pd PCR-plattan NL
fem ganger for att blanda.
Anvand nya spetsar for varje bibliotek.

/N FORSIKTIGHET

Var noga med att blanda biblioteken val for optimal prestanda.

Mark ett mikrocentrifugror med PDL (poolade DNA-bibliotek).
Mark ett mikrocentrifugrér med PHL (poolade HRD-bibliotek).

Overfor 10 pl av varje normaliserat OPD2-anrikat DNA-bibliotek frdn NL-plattan till PDL-réret.
Poola inte tva bibliotek med samma indexprimer.

6. Overfér 10 pl av varje normaliserat OPD3-anrikat DNA HDR-bibliotek fr&n NL-plattan till PHL-réret.
Poola inte tva bibliotek med samma indexprimer.

7. Applicera sjalvhaftande plattforsegling pa PCR-plattan NL.
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10.
11.
12.
13.

Fdrsegla kanter och brunnar helt.

Vortexblanda PDL- och PHL-ror.

Centrifugera PDL- och PHL-réren kort.

Inkubera PDL- och PHL-rér pé ett viarmeblock vid 96 °C i tvd minuter.
Placera PDL- och PHL-réren pé is i fem minuter.

Vortexblanda PDL- och PHL-réren och centrifugera sedan kort.

Placera PDL- och PHL-réren pé is igen.

Beredning av forsta spadningen

—_

® N O U AW N

Mark ett mikrocentrifugrér med DIL1 (spadning 1).
Overfor 20 ul PDL till det tomma DIL1-réret.

Kassera PDL-roret.

Tillsatt 5 pl PHL till DIL1.

Tillsatt 475 pl forkyld HT1 till DIL1-roret (1:20 spadning).
Vortexblanda DIL1-roret och centrifugera sedan kort.
Kassera PHL-roret.

[Felsokning] Efter sekvenseringen, om kérningsrelaterade eller systemiska kvalitetskontrolifel i biblioteket
kopplade till parlbaserad normalisering observeras, fortsatt till Felsékningsarbetsflode: Beredning av den
andra sp&dningen pé sidan 64.

Beredning av den andra spadningen

1. Mark ett 2,0 ml mikrocentrifugrér med DIL2 (spadning 2).
2. Overfér 40 ul DILT till det tomma DIL2-réret.
3. Kassera DIL1-roret.
4. Tillsatt 1660 pl forkyld HT1 till DIL2-roret (1:850 spadning).
5. Vortexblanda beredd 20 pM dPhiX och centrifugera sedan kort.
6. Tillsatt 2,5 ul beredd 20 pM dPhiX till DIL2-ro6ret.
7. Vortexblanda och centrifugera sedan kort.
8. Fordver 1300 ul DIL2 till tinade NextSeq 550Dx High Output Reagent Cartridge v2 (300 cykler).
For mer information, se Referensguide for NextSeq 550Dx-instrument (dokumentnr 1000000009513).
9. Kassera DIL2-roret.
10. Centrifugera PCR-plattan NL vid 280 x g i en minut och férvara vid -25 °C till -15 °C i upp till 32 dagar.
11. Fortsatt till sekvensering.
For mer information, se Referensguide for NextSeq 550Dx-instrument (dokumentnr 1000000009513).
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Felsékningsarbetsfléde: Beredning av den andra spadningen

Anvand det har felsbkningsarbetsflodet nar kvalitetskontrollfel pd korningsniva eller systembibliotek som ar
forknippade med kulbaserad normalisering efter sekvensering observeras (se Felsékning pa sidan 69 for mer
information). Klusterdensiteter utanfor intervallet 1770-220 K/mm? ska inte justeras om de inte ar férknippade
med ett kvalitetskontrolifel. Nar du har slutfort steget Beredning av férsta spddningen ska du bereda en andra
spadning med hjalp av justerade DIL1- och HT1-volymer.

OBS! Den justerade andra spddningen tillampas per biblioteksberedning. Efter att hog eller 18g
klusterdensitet orsakar en ogiltig sekvenseringskdrning eller en ogiltig bibliotekskvalitetskontroll kan
efterféljande korningar fran samma biblioteksberedning justeras med samma klusterdensitetsvarde.
Korningar fréan en ny biblioteksberedning foljer standardarbetsflédet.

1. Anvand Tabell 34 for att hitta klusterdensitetsintervallet (K/mm?2) inklusive det vdrde som observerats i
sekvenseringskorningen. Notera motsvarande justerad volym for DIL1 (ul) och HT1 (ul).
Den kombinerade reagensvolymen &r alltid 1 700 pl och matchar den nominella spadningsvolymen.

Tabell 34 Volymjusteringar baserade pa klusterdensitet

Klusterdensitetsintervall

(K/mm2) Volym DIL1 (i) Volym 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. Mark ett 2,0 ml mikrocentrifugrér med TDIL2 (fels6kningsspadning 2).
3. Overfér volymen av DIL1 fr&n Tabell 34 till det tomma TDIL2-réret.
4. Kassera DIL1-roret.
5. Tillsatt volymen av forkyld HT1 fran Tabell 34 till TDIL2-réret.
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Vortexblanda beredd 20 pM dPhiX och centrifugera sedan kort.

Tillsatt 2,5 pl beredd 20 pM dPhiX till TDIL2-roret.

Vortexblanda och centrifugera sedan kort.

For 6ver 1 300 ul TDIL2 till tinade NextSeq 550Dx High Output Reagent Cartridge v2 (300 cycles).

For mer information, se Referensguide for NextSeq 550Dx-instrument (dokumentnr 1000000009513).
10. Kassera TDIL2-réret.

11. Centrifugera PCR-plattan NL vid 280 x g i en minut och férvara darefter vid -25 °C till -15 °C i upp till 32
dagar.

© © N o

12. Fortsatt till sekvensering.
For mer information, se Referensguide for NextSeq 550Dx-instrument (dokumentnr 1000000009513).

Tolkning av resultat

Sekvenseringsresultaten fran TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-analysen rapporteras for varje individuellt
prov i en PDF-rapport och en JSON-rapport. En rapport om &gt djup (LowDepthReport . tsv) genereras dven
pa provniva.

P& korningsnivan genereras féljande utdatafiler:

® ControlOutput.tsv

® MetricsOutput.tsv

Endast varianter som blir godkanda i kvalitetskontrollen visas i PDF- och JSON-rapporterna.

Detaljerad analysinformation finns i Analysmodulen lllumina Connected Run TruSight Oncology Comprehensive
HRD (EU, DRAGEN), arbetsflodesguide (dokumentnr 200080937).

Resultat fran produkter for behandlingsvagledande
diagnostik

Det finns tre mojliga resultat for CDx-avsedd anvandning:
* Positiv - En variant eller biomarkor identifieras (CDx).

* Detekterades inte — Inga varianter eller biomarkdrer som ar associerade med den CDx-avsedda
anvandningen identifierades i provet. Cancertypen som ar vald for provet ar lamplig fér CDx.

* Ingetresultat — Det gar inte att faststalla en variant- eller biomarkérstatus av en eller flera av féljande
anledningar:
— Sekvenseringskorningen blev inte godkand enligt kvalitetskontrollspecifikationerna.

— Biblioteket blev inte godkant enligt kvalitetskontrollspecifikationerna. For kvalitetskontrollkategorier
som godkandes detekterades inga kompletterande diagnostiska varianter eller biomarkorer.

— Biblioteket uppfyllde inte de erforderliga specifikationerna fér NTC och positiv kontroll.
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Alla CDx-resultat rapporteras i avsnittet Resultat fran produkt for behandlingsvagledande diagnostik i
JSON-rapporten. Endast positiva resultat listas i avsnittet Resultat fran produkt fér behandlingsvagledande
diagnostik i PDF-rapporten.

Kvalitetskontroll

Sekvenseringskorning, bibliotek och kontrollvaliditet faststalls automatiskt och rapporteras av Analysmodulen
TSO Comprehensive (EU, DRAGEN). Se Tabell 35 och Tabell 36 for kvalitetskontrollmétt och specifikationer
som tillampas for sekvenseringskorning, bibliotek och kontroller. Om den positiva kontrollen eller NTC inte
uppfyller specifikationerna ogiltigférklarar programvaran automatiskt patientprover baserat pa
kontrollprovresultat. Detaljerad analysinformation finns i Analysmodulen lllumina Connected Run TruSight
Oncology Comprehensive HRD (EU, DRAGEN), arbetsflédesguide (dokumentnr 200080937). TSO
Comprehensive HRD (DRAGEN)-rapporten, som ar tillganglig i PDF- och JSON-format, sammanfattar
kvalitetskontrollresultaten. Rapportfilerna finns i analysmappen. Se Analysmodulen lllumina Connected Run
TruSight Oncology Comprehensive HRD (EU, DRAGEN), arbetsflodesguide (dokumentnr 200080937) for
platsen for analysmappen (innehéller PDF- och JSON-rapporter) samt kérningsmappen.

Ogiltiga sekvenseringskdrningar och bibliotek ska upprepas. Mer information om att upprepa
sekvenseringskorningar eller tester av bibliotek finns i Felsékning pa sidan 69. Utfor ytterligare
kvalitetskontrollsmatningar enligt laboratoriets kvalitetsledningssystem i enlighet med lokala, nationella
och/eller federala foreskrifter eller ackrediteringskrav.

Mer information om nukleinsyrekvantifiering och minimikrav pa material finns i avsnittet Extrahering,
kvantifiering och férvaring av nukleinsyra pa sidan 22.
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®

illumina

Tabell 35 Kvalitetskontrollmatt for TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-resultatrapporten

Utdatatyp Matvarde Specifikation Beskrivning

Sekvenseringskorning PCT_PF_READS (%) = 80,0 Procentandel
avlasningar som
passerar filtret (PF).

PCT_Q30_R1 (%) =2 80,0 Genomsnittlig
procentandel
basbestamningar med
ett kvalitetsresultat pa
minst Q30 for Read 1
(Avlasning 1).

PCT_Q30_R2 (%) = 80,0 Genomsnittlig
procentandel
basbestamningar med
ett kvalitetsresultat pa
minst Q30 for Read 2
(Avlasning 2).
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Paverkan av
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Sekvenseringskdrningen
ogiltigforklarad. Inga
resultat rapporteras for
nagot prov i kérningen.
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Utdatatyp Matvarde
DNA-bibliotek CONTAMINATION_
SCORE

MEDIAN_INSERT_
SIZE (bp)

MEDIAN_EXON_
COVERAGE (antal)

PCT_EXON_50X
(%)

PCT_CHIMERIC_
READS (%)

GENE_SCALED_
MAD (antal)

MEDIAN_BIN_
COUNT_CNV_
TARGET (antal)

PCT_TARGET_
HRD_50X (%)

EXCESSIVE_TF
(antal)

* Lyckade resultat visas som PASS (GODKAND).
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Kontamineringsresultat
baserat pa VAF-
férdelningen
(variantallelfrekvens)
av SNP:er.

Medianvardet for
fragmentléangd i provet

Tackning av
medianexonfragment
for alla exonbaser.

Procentandel
exonbaser med 50x
fragmenttackning.

Procentandel chimara
avlasningar.

Medianen av absoluta
avvikelser frén
medianen av
normaliserade varden
for varje CNV-riktad
region.

Medianvardet for
diskreta varden per
CNV-mal.

Procentandel HRD med
50x fragmenttackning.

Felmatt som indikerar
om tumorfraktionen ar
fér hog och om tumor-
och normalsignaler inte

langre kan sarskiljas vid

berakning av GIS.

illumina

Paverkan av
specifikationsfel*

Inga DNA-resultat
rapporteras.

Inga resultat fér sma
BRCA DNA-varianter
rapporteras.

Inga resultat for stora
BRCA-omstruktureringar
rapporterades.

Inget GIS-resultat
rapporterat.
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Tabell 36 Kontrollméatt for TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-resultatrapporten

Utdatatyp Matvarde Specifikation Paverkan av specifikationsfel*

DNA Positive Kanslighet for sma DNA- 57Tav 54 Programvaran ogiltigforklarar automatiskt
Control (Positiv varianter angivna patientprover baserat pa kontrollprovsresultat.
DNA-kontroll) varianter Inga resultat for sma BRCA DNA-varianter

detekterades rapporteras.

Genamplifieringskanslighet 3 av 3 angivha Programvaran ogiltigforklarar automatiskt

varianter patientprover baserat pa kontrollprovsresultat.
detekterades Inga resultat for stora BRCA-omstruktureringar
rapporterades.
PCT_TARGET_HRD_50X =50 Programvaran ogiltigférklarar automatiskt
(%) patientprover baserat pa kontrollprovsresultat.

Inget GIS-resultat rapporterat.

DNA No- MEDIAN_EXON_ COVERAGE =8 Programvaran ogiltigforklarar automatiskt
Template patientprover baserat pa kontrollprovsresultat.
Control Inga resultat for sma BRCA DNA-varianter och
(Negativ DNA- stora BRCA-omstruktureringar rapporterades.
kontroll) MEDIAN_TARGET_ =2 Programvaran ogiltigférklarar automatiskt
COVERAGE patientprover baserat pa kontrollprovsresultat.

Inget GIS-resultat rapporterat.

* Lyckade resultat visas som PASS (GODKAND).

Felsokning

Anvand Tabell 37 for att felsoka problem i arbetsflodet. Ytterligare felsdkning kan kravas om en
sekvenseringskorning eller biblioteksberedning for ett prov misslyckas tva ganger. Kontakta lllumina teknisk
support.

Innan du vidtar de rekommenderade fels6kningsatgarderna ska du 6vervaga de tva allménna kategorierna av
orsaker till att bibliotek inte klarar specifikationerna for kvalitetskontroll (QC). Nar DNA-bibliotek inte klarar
kvalitetskontrollen ar den underliggande orsaken vanligtvis antingen provspecifik eller brunnsspecifik eller
systemisk for arbetsflodet.

Prov- eller brunnsspecifika fel kan bero pa hanteringsfel eller inneboende provkvalitet. Systemfel kan uppsta
vid anvandning, utrustning, reagens eller reagenshantering och kan paverka flera bibliotek. Systemiska fel ar
mest sannolika nar alla bibliotek misslyckas i kvalitetskontroll, men variabilitet i provkvalitet kan leda till
systemfel som endast paverkar en delméngd av bibliotek eller ett enda bibliotek.

Analysera foljande matt for att identifiera den troliga kallan till det ogiltiga resultatet.
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* Inspektera de totala PF-avldsningarna (expanderat matt) for varje bibliotek frdn Met ricsOutput. tsv.
Liknande varden indikerar ett systemiskt problem, medan laga totala PF-avldsningar for ett eller nagra fa
prover, inklusive prover som inte klarar bibliotekskvalitetskontroll, antyder ett prov- eller brunnsproblem.

* Inspektera de totala PF-avldsningarna for den DNA-positiva kontrollen i <run folder>/<analysis
folder>/Logs_ Intermediates/DnaQCMetrics/<control ID>/<control ID-
DNA.aligned.metrics.json> och jamfér mattet med historiska varden. En minskning av detta matt for en
positiv kontroll kan tyda pa ett systemiskt problem.

Om en sekvenseringskorning inte klarar specifikationerna for kdrningskvalitetskontroll ar orsaken ett systemfel.
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Tabell 37 TSO Comprehensive HRD (DRAGEN) Felsdkning
Observation Madjlig orsak

Sekvenseringskdrningen ¢ Fel vid poolning

blir inte godkand i » Fel vid spadning
kvalitetskontrollens » Problem med beredning av forbrukningsmaterial
specifikationer. for sekvensering (t.ex. inte tillrackligt tinat,

kondens/smuts pa flddescellen)

Kulbaserad normalisering: hog klusterdensitet

Rekommenderad atgard

Omsekvensera bibliotek fran PCR-plattan NL
(normaliserade bibliotek). Se Beredning for
sekvensering pa sidan 61.

Om ett listat fel misstanks ska du korrigera
problemet och aterstélla biblioteken fran PCR-
plattan NL (normaliserade bibliotek). Se Beredning
foér sekvensering pa sidan 61.

Om inga av de andra angivna felen misstanks kan
koncentrationen av kulor frdn LNB1-reagensréret ha
orsakat hog klusterdensitet. Detta kan bero pa
otillracklig kulblandning. Hitta klusterdensitetsvardet
frdn RunCompletionStatus.xml i kdrningsmappen.
Det optimala klusterdensitetsintervallet ar 170-220
K/mm?2, men hogre varden kan fortfarande producera
korningar som klarar QC-specifikationerna. Om
klusterdensiteten ligger over det optimala intervallet
och sekvenseringskorningen inte klarade QC-
specifikationerna kan biblioteken fran PCR-plattan
normaliserade bibliotek (NL) likstéllas med och
justeras till den andra spadningen. Upprepa
Beredning for sekvensering pa sidan 61 och folj
instruktionerna for felsokning.
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Observation

Fel med
rapportgenerering eller
allmant instrumentfel
(natverksfel, fel vid
laddning/urladdning av
reagenser osv.).

DNA-biblioteket blir inte
godkanti
kvalitetskontrollen.

Modjlig orsak

Programvaru- eller instrumentfel.

Provkraven uppfylldes inte.

Anvandnings- eller utrustningsfel i
analysarbetsflodet.

Rekommenderad atgard

Se Analysmodulen lllumina Connected Run TruSight
Oncology Comprehensive HRD (EU, DRAGEN),
arbetsflédesguide (dokumentnr 200080937) for
hjalp med rapportgenerering. Kontakta lllumina
teknisk support for att fa ytterligare hjalp.

Séakerstall att Idmpliga prover anvands och upprepa
biblioteksberedningen fran steget Fragmentera
gDNA. Se Provkrav pa sidan 22 och Extrahering,
kvantifiering och férvaring av nukleinsyra pa

sidan 22.

Upprepa biblioteksberedningen fran ett av féljande
steg, beroende pa var det misstankta anvandnings-
eller utrustningsfelet uppstod. Kontakta lllumina
teknisk support for att fa hjalp med att felsoka
kérningen om du inte vet var felet uppstod eller om
andra fel uppstod.

« Omsekvensera bibliotek fran PCR-plattan NL
(normaliserade bibliotek). Se Beredning for
sekvensering pa sidan 61.

« Starta biblioteksberedningen fran arbetsflédets
boérjan. Se Fragmentera gDNA pa sidan 37.
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Observation Modjlig orsak

DNA-biblioteket blirinte  Kriterierna CONTAMINATION_SCORE uppfylls inte.

godkanti
kvalitetskontrollen
(fortsattning).

Provet kan vara for fragmenterat eller ha
nukleinsyreskador som paverkar formagan att
generera tillrdckligt med unika bibliotek.

» Fel vid poolning.
» Fel vid spadning.
o Ofullstéandig varmedenaturering av PDL/PHL.

Rekommenderad atgard

Mer information om att undvika korskontaminering

finns i avsnittet Varningar och forsiktighetsatgéarder.
Granska plattlayouten och biblioteksindexeringen fér

att sakerstalla att prover med samma index inte
sekvenserades tillsammans.

Starta biblioteksberedningen av paverkade prover
fran arbetsflddets borjan. Se Fragmentera gDNA pa
sidan 37.

Kontaminering kan ha uppstatt vid provextrahering.
Det kan vara nédvandigt att upprepa extraktionen
for att sakerstalla att provet inte dr kontaminerat.

Folj Konfigurationsinstéliningar fér ultrasonikator for

DNA-fragmentering pa sidan 20 och
ultrasonikatortillverkarens installningar for
anvandning och drift (inklusive vattenniva och
rortyp).

Sakerstall att ratt prover anvands i analysen.
Se Provkrav pa sidan 22 och Extrahering,
kvantifiering och férvaring av nukleinsyra pa
sidan 22.

Det kan vara nédvandigt att utfora en ny
provextrahering och/eller upprepa steget
Fragmentera gDNA om provet ar for fragmenterat
eller skadat.

Uteslut DNA-relaterade orsaker som anges ovan
(t.ex. provinmatning, provkvalitet, utrustning).
Omsekvensera bibliotek fran PCR-plattan NL
(normaliserade bibliotek). Se Beredning for
sekvensering pa sidan 61.
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Observation

DNA-biblioteket blir inte
godkant i
kvalitetskontrollen
(fortsattning).

Modjlig orsak

Kulbaserad normalisering (1&g klusterdensitet).

Feliarbetsflodet for biblioteksberedning under eller
fore index-PCR-steget.

o Felaktig anvandning av anrikningsprober.
o Feliarbetsflodet for biblioteksberedning under
eller efter det forsta hybridiseringssteget.

Rekommenderad atgard

Om ingen av de andra mdjliga orsakerna till
bibliotekskvalitetskontrollfel misstanks kan
koncentrationen av kulor frdn LNB1-reagensréret ha
orsakat 1ag klusterdensitet pa grund av otillracklig
blandning. Hitta och registrera
klusterdensitetsvardet fran
RunCompletionStatus.xml i kdrningsmappen. Om
klusterdensiteten ar under 170 K/mm? och en
systemisk kulbaserad normalisering misstanks
(inklusive bevis fran totala PF-avldsningar for de
positiva kontrollerna), ska biblioteken fran PCR-
plattan normaliserade bibliotek (NL) resekvenseras
och instruktionerna for en justerad andra spadning
foljas. Se Beredning fér sekvensering pa sidan 61
och Felsbkningsarbetsfléde: Beredning av den andra
spédningen pa sidan 64.

Starta biblioteksberedningen frén arbetsflédets
borjan. Se Fragmentera gDNA pa sidan 37.

Ett systemiskt probpoolfel (t.ex. byte av probpooler)
kan resultera i normala totala godkanda
filteravlasningar, men

medianexontackning misslyckas med QC. Starta
biblioteksberedningen frén arbetsflédets borjan. Se
Fragmentera gDNA pa sidan 37.
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Observation

Fel med positiv kontroll.

NTC-fel.

Modjlig orsak

Provkraven for den positiva kontrollen uppfylldes
inte.

Anvandnings- eller utrustningsfel i
analysarbetsflodet.

Korskontaminering uppstod eller kontaminering av
arbetsomradet.

Felaktig indexering av bibliotek.

Rekommenderad atgard

Sakerstall att ratt prover anvands i analysen.
Granska plattlayouten och sakerstall att ratt
reagenser (prober, index) ar i ratt brunnar.
Kontrollera att det positiva kontrollprovet forvaras i
enlighet med markningen.

Upprepa biblioteksberedningen for alla prover som

delar den positiva kontrollen frén ett av féljande
steg, beroende pa var det misstankta anvandnings-
eller utrustningsfelet uppstod. Kontakta lllumina
teknisk support for att fa hjalp med att felsoka
kérningen om du inte vet var felet uppstod eller om
andra fel uppstod.

« Omsekvensera bibliotek frdn PCR-plattan NL
(normaliserade bibliotek). Se Beredning fér
sekvensering péa sidan 61.

« Starta biblioteksberedningen fran arbetsflodets
boérjan. Se Fragmentera gDNA pa sidan 37.

Mer information om att dekontaminera
arbetsomraden och undvika korskontaminering finns
i avsnittet Varningar och forsiktighetsatgarder.
Granska plattlayouten och biblioteksindexeringen for
att sakerstalla att prover med samma index inte
sekvenserades tillsammans.

Upprepa biblioteksberedningen frén arbetsflédets
borjan for alla bibliotek som delar kontroll utan mall.
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Observation

Positiva och/eller
negativa kontroller i
sekvenseringskorningen
analyserades som icke-
kontrollprover.

Majlig orsak

Felaktig tilldelning av provtyp under instéllning av
sekvenseringskorning.

Rekommenderad atgard

Upprepa analys med kontroller korrekt identifierade
enligt instruktionerna i Arbetsflodesguiden for
analysmodul (se Analysmodulen lllumina Connected
Run TruSight Oncology Comprehensive HRD (EU,
DRAGEN), arbetsflédesguide (dokumentnr
200080937)).
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Prestandaegenskaper

TSO Comprehensive HRD (DRAGEN) &r en analys som mojliggér bedémning av HRD med DNA extraherat fran
FFPE-tumorvavnadsprover fran dggstockscancerpatienter. Den anvander tva NGS-paneler. En panel anvdnds
for detektion av skadliga och missténkta skadliga forandringar i BRCA1- och BRCA2-gener, inklusive sma DNA-
varianter och stora omstruktureringar. En andra NGS-panel anvands for att mata genominstabilitet som
rapporteras som en GIS. BRCA-positiv definieras som detektion av en skadlig eller misstankt skadlig andring i
antingen BRCA1- eller BRCA2-gener. GIS-positiv definieras som GIS = 42. HRD-positiv definieras som BRCA-
positiv och/eller GIS-positiv.

FFPE-prover med specifika CDx-positiva varianter inkluderades i studierna.
Tvasidiga 95 % konfidensintervall (KI) berdknat med Wilson Score-metoden, om inget annat anges.

Tabell 38 visar definitioner av matt berdknade i olika studier.

Tabell 38 Definitioner av matt

Term Benamning

Positiv procentuell Procentandelen positiva resultat for jamforelsemetoden i vilka TSO Comprehensive
overensstammelse HRD (DRAGEN) ar positiva.

(PPA)

Negativ procentuell  Procentandelen negativa resultat for jamforelsemetoden i vilka TSO Comprehensive
overensstammelse HRD (DRAGEN) ar negativa.

(NPA)

Positiva Procentandelen observationer som ar positiva for ett mal bland observationer som
bestamningari férvantas vara positiva for malet.

procent (PPC)

Negativa Procentandelen observationer som ar negativa for ett mal bland observationer som
bestdmningar i forvantas vara negativa for malet.

procent (PNC)

n/N Antalet positiva eller negativa observationer (n), dividerat med det totala antalet
observationer (N) for att berdkna PPC respektive PNC. Vardena for n och N kan vara pa
olika nivaer (t.ex. variant eller gen) eller kombineras éver en grupp (t.ex. SNV).

Standardavvikelse Ett matt pa variationen av vardena for en variabel om dess medelvarde.
(SD)

Variationskoefficienti Standardavvikelse dividerad med medelvardet i procent.
procent (%CV)
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Noggrannhet

Noggrannheten hos TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-analysen for att detektera HRD hos patienter med
aggstockscancer demonstrerades genom att beddma dverensstammelsen mellan HRD-status, GIS-status och
BRCA-statusresultat mellan TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-analysen och en validerad NGS-baserad
jamforelseanalys. Noggrannheten uppskattades i férhallande till den ortogonala metoden; PPA, NPA och det
associerade tvasidiga Wilson Score KI 95 % berdknades.

175 FFPE-DNA-prover fran dggstockscancer analyserades med TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-analysen
och den ortogonala metoden. Ett prov hade ogiltiga TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-resultat och ett annat
prov hade ogiltiga komparatoranalysresultat. Den utvarderbara datauppsattningen fér GIS- och HRD-status var
173 prover. Den utvarderbara datauppséattningen for BRCA-status var 169 pa grund av uteslutning av fyra
ytterligare prover med BRCA-varianter utanfér TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-analysens matintervall.
Overensstiammelseanalyserna baserade pé giltiga testresultat visas i Tabell 39, Tabell 40 och Tabell 41.

Tabell 39 Overensstdammelse mellan TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-analysen och jamférelsemetoden for
detektion av HRD-status

Resultat for jamforelsemetod

HRD-positiv HRD-negativ Totalt
TSO Comprehensive  HRD-positiv 97 6 103
HRD (DRAGEN) HRD-negativ 6 64 70
analysresultat
Totalt 103 70 173
Statistik for PPA % (n/N; 95 % Kil) 94,2 % (97/103; 87,9 %, 97,3 %)

Overensstammelse  \pa % (n/N; 95 % KI) 91,4 % (64/70; 82,5 %, 96,0 %)

Tabell 40 Overensstdammelse mellan TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-analysen och jamférelsemetoden for
detektion av GIS-status

Resultat for jamforelsemetod

Positiva for GIS Negativa for GIS  Totalt

TSO Comprehensive  Positiva for GIS 95 3 98
HRD (DRAGEN) Negativa for GIS 6 69 75
analysresultat

Totalt 101 72 173
Statistik for PPA % (n/N; 95 % KI) 94,1 % (95/101; 87,6 %, 97,2 %)

overensstammelse  nNpa % (n/N; 95 %KI) 95,8 % (69/72; 88,5 %, 98,6 %)

Dokumentnr 200080934 v00 78 av 94

FORIN VITRO-DIAGNOSTISKT BRUK. ENDAST FOR EXPORT.



Bipacksedel fér TruSight Oncology Comprehensive HRD (DRAGEN) (EU) illumina

Tabell 41 Overensstdmmelse mellan TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-analysen och jgmférelsemetoden for
detektion av BRCA-status

Resultat for jamforelsemetod

Positiv for BRCA Negativ for BRCA Totalt

TSO Comprehensive  Positiv fér BRCA 40 8 48
HRD (DRAGEN) Negativ fér BRCA 2 19 121
analysresultat

Totalt 42 127 169
Statistik for PPA % (n/N; 95 % Ki) 95,2 % (40/42; 84,2 %, 98,7 %)
overensstammelse  nNpa % (n/N; 95 %KI) 93,7 % (119/127; 88,1%, 96,8 %)
Reproducerbarhet

TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-analysens reproducerbarhet och repeterbarhet utvarderades over tre
externa testplatser med tva operatérer per plats, tva replikat inom korning, tre loter och tre icke pa varandra
foljande dagar. Pa var och en av de tre platserna utférde tva operatérer oberoende tester pa separata NextSeq
550Dx-instrument. Testningen utférdes med en reproducerbarhetspanel pa 27 prover som innehdll DNA
extraherat fran FFPE-vavnadsprover fran dggstockar med kdnda BRCA1- och BRCA2-mutationer och/eller GIS.

Av de 27 panelproverna riktades 16 mot sma DNA-varianter i BRCA-generna, inklusive: SNV:er, varianter i
homopolymerregioner = 5 bp, insertioner och deletioner < 10 bp och insertioner och deletioner = 10 bp. For
BRCA LR-varianttypen anvandes tva panelprover for BRCA LR-varianter < 3 exoner och ett panelprov fér BRCA
LR-varianter = 3 exoner. For GIS representerade tre panelprover hdg GIS (+)-status, tre panelprover
representerade GIS (-), tva panelprover representerade I&g GIS (+), och ett av panelproverna som redan
representerade LR-variantnivan < 3 exoner representerade dven ett 1ag GIS (+)-prov. Vid varje laboratorium
analyserade varje operatdr panelproverna under tre icke-konsekutiva dagar, vilket genererade sex
observationer per méal och panelprov. Fran samtliga tre laboratorier genererades 36 observationer per
panelprov (tre laboratorier x tva operatorer/instrument x tre dagar x tva replikat inom samma koérning).

PPC och PNC faststélldes for de riktade panelproverna. Analyser utférdes for att uppskatta PPC och PNC (med
associerade 95 % Kl) genom att kombinera resultaten fran sex operatérer pa tre platser. For varje riktad liten
DNA-variant och LR-variant kombinerades TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-analysobservationer fran
panelprover som férvantades vara negativa for den riktade varianten for att berakna PNC. TSO Comprehensive
HRD (DRAGEN)-analysobservationer fran GIS (-)-panelprover kombinerades for att berdkna PNC for

GIS (-)-panelprover.

Sma DNA-varianter i BRCA

PPC-varden fér bdde hdg niva (2-3xC95) och 1ag niva (1-1,5xC95) i BRCA-panelen for sma DNA-varianter var
100 % (Tabell 42). PNC-varden fér BRCA-panelen for sma DNA-varianter var ocksa 100 % (Tabell 43).
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Tabell 42 PPC for riktade sma DNA-varianter i BRCA per variantniva och variantklass

Variantniva

Hog

Lag

Variantklass

SNV

Varianter i
homopolymerer = 5 bp

Insertion eller deletion
(<10 bp)

Insertion eller deletion
(=10 bp)

SNV

Varianter i
homopolymerer
=5bp

Insertion eller deletion
(<10 bp)

Insertion eller deletion
(=10 bp)

Riktad variant

BRCA1 p.(A1708E)
BRCA1c.80+1G>A

BRCA?2 p.
(E2981Rfs*37)

BRCA1 p.(R1726Kfs*3)

BRCAT1 p.
(A1279Hfs*28)

BRCA1 p.
(Q1756Pfs*74)

BRCA1 p.(C9945fs*7)
BRCAZ2 p.(E1811Kfs*3)
BRCA1 p.(A1708E)
BRCA1c.80+1G>A

BRCA2 p.
(E2981Rfs*37)

BRCA1 p.(R1726Kfs*3)

BRCAT1 p.
(A1279Hfs*28)

BRCA1 p.
(Q1756Pfs*74)

BRCA1 p.(C994Sfs*7)
BRCAZ2 p.(E1811Kfs*3)

Genomsnittlig
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
0,11

Tabell 43 PNC for riktade sma DNA-varianter i BRCA per variantklass

Riktad variant

BRCA1 p.(A1708E)
BRCA1¢c.80+1G>A
BRCA2 p.(E2981Rfs*37)
BRCA1 p.(R1726Kfs*3)
BRCA1 p.(A1279Hfs*28)
BRCA1 p.(Q1756Pfs*74)

Variantklass
SNV

Varianter i homopolymerer
=5bp

Insertion eller deletion
(<10 bp)
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PNC (%) (n/N)
100 (585/585)
100 (557/557)
100 (566/566)
100 (492/492)
100 (627/627)

(

100 (632/632)

illumina

PPC (%)
95 % KI

(n/N)
100 (36/36) (90,4, 100)
100 (36/36) (90,4, 100)
100 (34/34) (89,8, 100)
100 (36/36) (90,4, 100)
100 (36/36) (90,4, 100)
100 (36/36) (90,4, 100)
100 (36/36) (90,4, 100)
100 (33/33) (89,6, 100)
100 (36/36) (90,4, 100)
100 (36/36) (90,4, 100)
100 (36/36) (90,4, 100)
100 (36/36) (90,4, 100)
100 (36/36) (90,4, 100)
100 (35/35) (90,1, 100)
100 (35/35) (90,1, 100)
100 (36/36) (90,4, 100)

95 % KI

(99,3, 100)

(99,3, 100)

(99,3, 100)

(99,2,100)

(99,4, 100)

(99,4, 100)
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Variantklass Riktad variant PNC (%) (n/N) 95 % KI
Insertion eller deletion BRCA1 p.(C994Sfs*7) 100 (584/584) (99,3, 100)
(=10 bp) BRCA2 p.(E1811Kfs*3) 100 (634/634) (99,4, 100)

Tabell 44 visar varianskomponentanalysen efter variationskalla fér héga och Iaga nivaer for varje liten BRCA
DNA-variantklass. Medelvardet for VAF for de sma BRCA DNA-varianterna med hog nivéa varierade fran 0,121 till
0,248 och de sma BRCA DNA-varianterna med Iag niva varierade fran 0,087 till 0,147. Total SD fér de sma BRCA
DNA-varianterna varierade frdn 0,019 (11,4 % CV) till 0,041 (28,7 % CV) fér sma BRCA DNA-varianter med hég
niva och fran 0,016 (18,9 % CV) till 0,043 (30,1 % CV) for sma BRCA DNA-varianter med Iag niva.

Tabell 44 Varianskomponentanalys av VAF for riktade sma BRCA DNA-varianter
SD

SD SD Total
G ittli %CV)  Anvénd inst tet Repeterbarhet
Variantnivd  Variantklass  Riktadvariant N Conomsnittig  (%CV) - Anvéndarensfinstrumentets o oo o\, Repeterbarnet o
VAF per SD (%CV) SD (%CV)
perdag perlot (%CV)
plats

Hog SNV BRCA1 p. 36 0.129 0,000 0,000 (0,0) 0,007 0,000 0,020 (15,4) 0,021
(A1708E) (0,0) (5,5) (0,0) (16,3)

BRCA1 36 0.121 0,007 0,000 (0,0) 0,000 0,000 0,023(19,2) 0,024

c.80+1G>A (5,5) (0,0 (0,0 (19,9)

Varianter i BRCA2 p. 34 0.248 0,000 0,011 (4,3) 0,008 0,000 0,025(10,1) 0,029
homopolymer 25 (E2981Rfs*37) (0,0) (3,3) (0,0) (11,5)

bp BRCA1 p. 36 0.239 0,000 0,000 (0,0) 0,006 0,000  0,041(17,0) 0,041

(R1726Kfs*3) (0,0 (2,5) (0,0) (17,1

Insertion eller BRCA1 p. 36 0,166 0,006 0,005 (3,2) 0,000 0,000 0,017 (10,3) 0,019

deletion <10bp  (A1279Hfs*28) (3,7 (0,0 (0,0 (11,4)

BRCA1 p. 36 0.153 0,008 0,000 (0,0) 0,013 0,000 0,020 (12,9) 0,025

(Q1756Pfs*74) (51) (8,5) (0,0 (16,3)

Insertion eller BRCA1 p. 36 0.189 0,000 0,000 (0,0) 0,006 0,015 0,033(17,5) 0,037
deletion=10bp  (C994Sfs*7) (0,0) (3,3) (8,0 (19,6)

BRCA2 p. 33 0.141 0,000 0,013 (9,5) 0,000 0,000 0,038(27,1) 0,041

(E1811Kfs*3) (0,0) (0,0 (0,0) (28,7)

L&g SNV BRCA1 p. 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(22,00 0,019

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

Varianter i BRCA2 p. 36 0.147 0,000 0,003 (2,0) 0,000 0,000 0,021(14,00 0,021
homopolymer z5 (E2981Rfs*37) (0,0) (0,0) (0,0) (14,1)

bp BRCA1 p. 36 0.142 0,011 0,000 (0,0) 0,010 0,015  0,037(26,0) 0,043

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

Insertion eller BRCA1 p. 36 0.121 0,000 0,000 (0,0) 0,000 0,004 0,017 (14,00 0,017

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

BRCA1 p. 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)

Insertion eller BRCA1 p. 35 0.109 0,000 0,000 (0,0) 0,007 0,006 0,026(24,3) 0,028
deletion=10bp  (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(26,00 0,030

(E1811Kfs*3) (0,0) (0,0 (5,7) (27,2)
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Stora omstruktureringsvarianter i BRCA

PPC-varden for riktade BRCA-LR:er var 100 % (29/29) for BRCA2 LR = 3 exoner, 97,2 % (35/36) for BRCA2 LR <
3 exoner och 94,3 % (33/35) for BRCA1 LR < 3 exoner (Tabell 45). PNC-varden for riktade BRCA-LR:er var 98,9
% (630/637) for BRCA1 och 100 % (607/607) for BRCA2 (Tabell 46).

Tabell 45 PPC for riktade BRCA LR:er efter variantklass

Variantklass Riktad variant Genomsnittlig VAF  PPC (%) (n/N) 95 % KI*

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

LR < 3 exoner BRCA2 LOSS 0.602 97,2 (35/36) (85,8, 99,5)
BRCA1LOSS 0.680 94,3 (33/35) (81,4,98,4)

Tabell 46 PNC for riktade BRCA LR:er

Riktad variant PNC (%) (n/N) 95 % KI*
BRCA1LOSS 98,9 (630/637) (97,7,99,5)
BRCA2 LOSS 100 (607/607) (99,4, 100)

Tabell 47 visar varianskomponentanalysen efter variationskalla for varje BRCA LR-klass. Genomsnittlig VAF for
LR = 3 exonvarianten var 0,448 med en total SD pa 0,026 (5,7 % CV). Genomsnittlig VAF for LR < 3
exonvarianter varierade fran 0,602 till 0,680 och total SD varierade frdn 0,038 (6,3 % CV) till 0,079 (11,6 % CV).

Tabell 47 Varianskomponentanalys av VAF i riktade BRCA-LR:er

Operator/
D (%CV D (%CV. D (%CV Repeterbarhet Total SD
Variantklass Riktad variant N Genomsnittlig VAF SD (%CV) per Instrument SD (%CV) per SD (%CV) per otal S
plats dag lot SD (%CV) (%CV)
SD (%CV)
LR = 3 exoner BRCA2LOSS 29 0.448 0,000 (0,0) 0,005 (1,1) 0,013 (2,9) 0,000 (0,0) 0,022 (4,8) 0,026 (5,7)
LR < 3 exoner BRCA2LOSS 36 0.602 0,000 (0,0) 0,000 (0,0) 0,015 (2,5) 0,000 (0,0) 0,035 (5,8) 0,038 (6,3)
BRCA1LOSS 35 0.680 0,000 (0,0) 0,000 (0,0) 0,048 (7,1) 0,000 (0,0) 0,062 (9,2) 0,079 (11,6)

Genomisk instabilitetspoang (GIS)

PPC-vardena var 100 % for panelprover med hég GIS (+). Panelprover med 1ag GIS (+) hade PPC-véarden fran
94,4 % till 100 % (Tabell 48). PNC-varden var 100 % for alla GIS (-)-panelprover (Tabell 49).

Tabell 48 PPC for GIS efter riktad GIS-status och panelprov

Riktad GIS-status Riktad GIS Genomsnittlig GIS PPC (%) (n/N) 95 % KI*

Ho6g GIS (+) 69.8 70.2 100 (36/36) (90,4, 100)
59.5 60.1 100 (36/36) (90,4, 100)
63.7 61.7 100 (36/36) (90,4, 100)
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Riktad GIS-status Riktad GIS Genomsnittlig GIS PPC (%) (n/N) 95 % KI*

Lag GIS (+) 47.2 46.3 94,4 (34/36) (81,9, 98,5)
52.7 53.1 100 (36/36) (90,4, 100)
53.0 52.5 100 (36/36) (90,4,100)

Tabell 49 PNC for GIS-negativa riktade panelprover

Riktad GIS-status Riktad GIS Genomsnittlig GIS PNC (%) (n/N) 95 % KI*

GIS (-) 24.5 23.3 100 (36/36) (90,4, 100)
(19,2) 18,2 100 (36/36) (90,4, 100)
19.5 21.0 100 (36/36) (90,4, 100)

Tabell 50 visar varianskomponentanalysen efter variationskalla for varje riktat panelprov med hég GIS (+), 1ag
GIS (+) och GIS (-). Medelvardet av GIS i de riktade GIS-panelproverna varierade fran 60,1 till 70,2 fér hog GIS
(+), fran 46,3 till 53,1 for 1ag GIS (+) och fran 18,2 till 23,3 for GIS (-). Den totala SD 6ver de riktade GIS-
panelproverna varierade fran 2,5 (3,5 % CV) till 3,2 (5,2 % CV) fér hog GIS (+), fran 1,5 (2,9 % CV) till 3,8 (7,2 %
CV) for lag GIS (+) och fréan 2,5 (11,7 % CV) till 3,3 (14,1 % CV) for GIS (-)-panelprover.

Tabell 50 Varianskomponentanalys av GIS i de riktade panelproverna

Riktad GIS- ) Genomsnittlig SD (%CV) per Operater SD (%CV) per  SD (%CV) per  Repeterbarhet Total SD

status Riktad CIS N GIS plats Instrument dag lot SD (%CV) (%CV)
SD (%CV)

H8g GIS (+) 69.8 36 70.2 0,0 (0,0) 1,2 (1,7) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 2,2 (3,1) 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)

637 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)

L&g GIS (+) 47.2 36 46.3 0,0 (0,0) 1,7 (3,7) 0,0 (0,0) 0,7 (1,6) 2,8(8,1) 3,4(7,3)

52.7 36 53.1 0,9(1,7) 1,2 (2,3) 0,0 (0,0) 0,4(0,8) 3,5(6,5) 3,8(7,2)

530 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 (-) 245 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)

Grans for blankprov

Procentandelen falskt positiva (av de totala férvantade negativa) beddmdes genom replikattestning av FFPE-
benign intilliggande d4ggstocksvavnad. Vavnaden férvantades vara GIS-negativ och inte innehalla skadliga eller
misstdnkta skadliga BRCA1- och BRCA2-mutationer (sma DNA-varianter och LR:er). Sju godartade FFPE-DNA-
prover frén dggstockar koérdes i duplikat med tva operatérer under tre dagar for varje av de tva reagensloterna i
8-plexformat. En del av proverna poolades om och sekvenserades om i ett 3-plexformat for att utvardera falskt
positiva resultat i flera multiplexkonfigurationer som stdds av denna produkt. Totalt fanns det 168 mdjliga
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observationer. Andelen falskt positiva resultat berdknades pa positionsniva for sma BRCA-DNA-varianter (cirka
3 miljoner positioner), pa genniva fér BRCA-LR:er och pa provniva fér GIS. Procentandelen falskt positiva per
varianttyp visas i Tabell 51.

Tabell 51 Falskt positiva enligt varianttyp

Varianttyp Falskt positiva*
Sma BRCA DNA-varianter 0 % (0/3,076,657)
BRCALR 0% (0/384)

GIS 0% (0/192)

* Namnarna ar totalt 8-plex och 3-plex korningar.

Detekteringsgrans

Detektionsgrénsen (LoD) for sma BRCA-DNA-varianter (SNV:er, insertioner eller deletioner = 10 bp, insertioner
eller deletioner < 10 bp, varianter i homopolymerregioner = 5 bp), BRCA-LR:er < 3 exoner och = 3 exoner och
GIS faststélldes i FFPE DNA-prover fran cancer. LoD &r det Iagsta analysvardet som kan detekteras konsekvent
(95 % traffsakerhet eller ett typ lI-fel p&d 5 %). LoD for GIS definierades som det lagsta tumdrinnehallet som
uppnar = 95 % GIS-detektion och for sma BRCA DNA-varianter och LR:er som variantallelfrekvens (VAF). FFPE
DNA-prover fran dggstockscancer anvandes for sma BRCA DNA-varianter, GIS och BRCA LR = 3 exoner. Ett
FFPE-DNA-prov fréan brostcancer anvandes for BRCA LR < 3 exoner pa grund av brist pa tillganglig FFPE-
vavnad fran dggstockscancer. Prover spaddes till flera testnivéer, med 12 observationer for varje testniva per
reagenslot per variant, genererade av flera operatdérer under tre dagar utan pa varandra féljande anvandning
med tva reagensloter. Den hégsta LoD for de tva reagensloterna anvdndes som detektionsgrans for varianten
(Tabell 52).

Tabell 52 Detektionsgrans for BRCA sma DNA-varianter, BRCA LR:er, GIS

Varianttyp Variantklass C95
Smé& BRCA DNA-varianter SNV 0,05 VAF
Insertioner eller deletioner = 10 bp 0,06 VAF
Insertioner eller deletioner < 10 bp 0,07 VAF
Varianter i homopolymer region = 5 bp 0,07 VAF
Stora BRCA-omstruktureringar LR < 3 exoner 0,61 VAF
LR = 3 exoner 0,46 VAF
GIS GIS 33 % tumorinnehall
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Interfererande substanser

Effekten av potentiella endogena och exogena substanser pa TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-analysens
prestanda utvarderades genom att den endogena substansen hemoglobin tillsattes i prover under
nukleinsyraextraktionsprocessen, samt genom att exogena substanser (etanol, proteinas K, tvattbuffert,
paraffin, xylen och dverskottsindexprimrar) tillsattes i den renade nukleinsyran fére biblioteksberedning. Fyra
replikat av provbiblioteken genererades av en eller flera operatoérer. For alla substanser anvandes 10 FFPE-
prover frén dggstockscancer for analys av sma BRCA-DNA-varianter, BRCA-LR:er och GIS. Effekten av nekros
utvarderades ocksé pa en annan uppsattning av tre FFPE-prover fran dggstockscancer med en rad nekrotisk
vavnad (10 %-20 %). En makrodissekerad kontroll utan nekros inkluderades for varje nekrosprov. Fyra replikat
av DNA-bibliotek och deras kontroller bearbetades tillsammans. For alla interferenser jamfordes provreplikat
per substans med deras respektive kontrollreplikat. Hemoglobin (4 mg/ml), etanol (5 %), proteinas K (2x av
representativ koncentration av extraktionsmetod), tvattbuffert (2,5 %), paraffin (25 % av homogeniserad smalt
vavnad), xylen (0,0001 %), indexprimrar (30 % dverskott) interfererar inte med detektionen av sma BRCA-DNA-
varianter, BRCA LR:er och GIS. VAF-nivaer for sma BRCA-DNA-varianter och GIS paverkades inte av
forekomsten av nagra av de testade interferenserna. Narvaron av nekrotisk vavnad upp till 20 % stérde inte sma
BRCA-DNA-varianter och GIS. BRCA LR:er utvarderades inte for nekros pa grund av otillgangligheten av ett
FFPE-prov fran nekrotisk dggstockscancer som innehéll en BRCA LR-variant.

Troskelvarde vid titrering av nukleinsyra

TSO Comprehensive HRD (DRAGEN) kraver en fast inmatning pa 40 ng DNA-prov. Analysens prestanda
utvarderades med nio DNA-prover extraherade fran FFPE-vavnad fran dggstockar for att faststélla toleranser
for inmatningsvariation av nukleinsyra som kan leda till misslyckad analys eller negativ inverkan pa analysens
resultat. Varje FFPE-prov innehdll en eller flera sma BRCA DNA-varianter, BRCA-LR:er eller GIS och testades vid
fem inmatningsnivaer (20 ng, 30 ng, 40 ng [nominellt], 60 ng och 100 ng) i triplikat. Resultaten visade att
detektion av sma BRCA DNA-varianter, BRCA LR-bestamning och GIS-status inte paverkades av skillnader i
inmatningsmangd.

Resultaten visade ocksa att nukleinsyrainmatningar tva ganger under det nominella tillstdndet hade ett 6kat
antal kvalitetskontrolifel vilket ledde till farre prover som utvarderades for variantbestdmning. Vid
inmatningsnivan pa 20 ng erhdlls en biblioteksgiltighet pa 55,5 % péa grund av fel i procentuell exontackning vid
50X (PCT_EXON_50X) och medianexontackning (MEDIAN_EXON_COVERAGE). BRCA liten DNA-variant VAF och
GIS paverkades inte vid inmatningsnivaer pa 20 ng.

Korskontaminering

Studien av korskontaminering utférdes for att utvardera om falskt positiva resultat orsakades av kontaminering
mellan brunnar under provbiblioteksberedning eller kontaminering mellan pa varandra foljande
sekvenseringskorningar. Analys utférdes fér smad BRCA DNA-varianter, BRCA-LR:er och GIS. Bibliotek bereddes
utifrdn kartlagda FFPE-vavnadsprover fran dggstockscancer i ett rutmonster med alternerande prover for att
utvardera kontaminering mellan brunnar samt med alternerande index for att utvardera kontaminering mellan
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sekvenseringskdrningar nar de sekvenseras efter varandra pa samma NextSeq 550Dx-instrument.
Korskontaminationsstudien visade en kontamineringsgrad pa 0,8 % (2/252 kontaminationshédndelser),
observerad genom att undersdka de detekterade varianterna i varje prov. Inga kontamineringshandelser
hittades genom att analysera mottagarbibliotek baserat pa variantbestamning for smad BRCA-DNA-varianter
och BRCA LR. De tva observerade kontamineringshandelserna var falskt positiva for GIS i GIS-mottagarprover
pa grund av inneboende GIS-variation och GIS fér dessa tva prover var néra beslutstréskeln.

Studien visade att TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-analysen férvantas ha en lag férekomst av
korskontaminering fran brunn till brunn eller fran kérning till korning. Dessa resultat, tillsammans med
kontamineringsmatten i programvaran, minskar risken for falska variantresultat pa grund av provkontaminering.

Utvardering av extraktionssatser for nukleinsyra

Tre kommersiellt tillgangliga DNA-extraktionssatser utvarderades med TSO Comprehensive HRD (DRAGEN). De
tre extraktionssatserna skilde sig at gallande anvandning av avparaffiniseringsmedel och bindningssteget for
nukleinsyra (Tabell 53). Sats 3 var den dominerande extraktionssatsen som anvandes for att bestamma
prestanda for TSO Comprehensive HRD (DRAGEN).

Fem FFPE-prover fran dggstockar utsattes for nukleinsyreextraktion (tre satser x tva operatorer x tre dagar x
tva replikat) for att erhalla DNA (36 totala observationer). Kvalitativ analys visade att det inte fanns ndgon
maérkbar skillnad i variantbestamning fér ndgon av varianttyperna (BRCA sma DNA-varianter, BRCA LR:er, GIS),
eftersom alla variantobservationer hade PPC-varden > 97 %. Kvantitativ analys visade ingen signifikant
satsrelaterad skillnad i VAF och GIS fér sma BRCA-DNA-varianter.

Tabell 53 Satsegenskaper

Sats Satsnamn Avparaffiniseringsmedel Bindning av nukleinsyra
1 Qiagen QlAamp DSP DNA FFPE Xylen Kolumner
Tissue
2 Beckman Coulter FormaPure XL Mineralolja Magnetkulor
DNA
3 Qiagen AllPrep DNA/RNA FFPE  Patentskyddad Kolumner

avparaffineringslosning

Reagensstabilitet

Stabilitet i realtid

Realtidsstabilitet utvarderades med sex FFPE-vavnadsprover fran dggstockscancer. Tre reagensloter testades
vid sex olika tidpunkter med liknande intervall (3 manader, 6 manader, 9 manader, 13 manader, 19 manader och
25 manader). Tva operatorer utférde biblioteksberedning for varje lot, inklusive tre replikat av varje prov, for
totalt sex replikat per lot. For riktade sma BRCA DNA-varianter var aggregerad PPC 100 %, for riktad BRCA LR-
aggregerad PPC = 92 % och for GIS-aggregerad PPC = 83 %. Dessutom observerades inga signifikanta
skillnader 6ver tid for GIS eller VAF fé6r sma BRCA DNA-varianter.
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Satsstabilitet vid anvandning

TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-analyssatsens stabilitet under anvandning av sats utvarderades vid
standardférhallanden och vid olika tillfallen under hallbarhetstiden for att se om det fanns stéd for flera
anvandningar av satsen. Reagenssatsens frysta komponenter utsattes for flera frysnings-/upptiningscykler och
de kylda reagenserna fick uppna rumstemperatur och testades for att verifiera stod for upp till fyra
anvandningar av satsen. Alla kriterier i kvalitetskontrollen uppfylldes for alla frysnings-/upptiningscykler vid alla
tidpunkter som testades. Variantbestamning utvarderades fér sma BRCA-DNA-varianter, BRCA-LR:er och GIS.
Resultaten stoder upp till fyra frysnings-/upptiningscykler av satsen. Dessutom anvandes en reagenssats for
att bereda totalt 24 DNA-prover av en operatdr som visade att det finns tillracklig reagensvolym for 24 DNA-
och 24 HRD-bibliotek.

Transportstabilitet

Satstransportstabiliteten for TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-analysen utvarderades med nio FFPE-prover
fran dggstockscancer for att visa TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-reagenssatsernas funktionalitet efter
exponering for simulerade distributionsférhallanden. Atta FFPE-prover frén dggstockscancer anviandes for att
visa funktionalitet efter reagenssatsernas exponering fér simulerade internationella sommar- och
vintertemperaturprofiler. Funktionell testning utférdes efter exponering med ovannamnda prover och bestod av
sex till 12 replikat av varje prov per férhallande. De fysiska attributen for satserna observerades ocksa och
visade sig bibehallas efter distribution for alla testfall. Funktionell testning gav slutsatsen att transport inte
paverkade variantbestamningen negativt for sma BRCA-DNA-varianter (PPC = 96 %), BRCA LR:er (PPC = 94 %)
och GIS (PPC =100 %), i férhallande till kontrollférhallandet.

Provstabilitet

Stabilitet hos nukleinsyra

Stabiliteten hos nukleinsyror (DNA) och tillhérande kvantifiering fér anvandning med TSO Comprehensive HRD
(DRAGEN)-analysen utvarderades med hjalp av FFPE-vavnadsprover frén dggstockscancer. FFPE-block
sektionerades och DNA extraherades. Extraherad nukleinsyra blandades noggrant, kvantifierades,
kontrollerades med avseende pa nukleinsyrakvalitet och alikvoterades i tvé uppsattningar med engéngsrér som
skulle frysas vid tva tidpunkter: TO (kontroll) och T1 (for att verifiera stod for 28 dagar). Allt extraherat DNA
forvarades vid -25 °C till -15 °C tills det testades vid TO eller T1 med flera replikat och operatdrer. T1 jamfordes
med TO for sma BRCA DNA-varianter, BRCA-LR:er och GIS. Data indikerar att nukleinsyror och deras
associerade kvantifiering for anvandning med TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-analysen &r stabila i upp till
28 dagar vid férvaring vid rekommenderade temperaturer (-25 °C till -15 °C).

Biblioteksstabilitet

Stabiliteten hos bibliotek som anvande var och en av de fem sakra stoppunkterna fér analysen (se Tabell 54)
utvarderades med hjélp av flera FFPE-vavnadsprover fran dggstockscancer och ett FFPE-vavnadsprov fran
brostcancer. Kontrollbibliotek (TO, inga stoppunkter) sekvenserades omedelbart i slutet av arbetsflodet.
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Alikvoter fran samma bibliotek holls vid stoppunkterna vid -25 °C till -15 °C under tiden (T1), for att stédja de
dagar som anges i Tabell 54. T1jamférdes med TO fér sma BRCA DNA-varianter, BRCA-LR:er och GIS. Data
indikerar att bibliotek, som genereras frdn TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-analysen, &r stabila i enlighet
med bruksanvisningen.

Tabell 54 Forvaringstider for bibliotek

Biblioteks typ Platta Antal dagar
Fragmenterat gDNA LP PCR =7

Fdre anrikning ALS PCR =30

Efter anrikning ELU2 PCR =7

PCR efter anrikning PL PCR =30
Normaliserad NL PCR =32

Stabilitet hos FFPE-vavnad fast pa objektglas

Stabiliteten hos FFPE-vavnader fasta pa objektglas for anvandning med TSO Comprehensive HRD
(DRAGEN)-analysen, utvarderades genom att FFPE-block (5 um sektioner) frén tio FFPE-vavnadsprover fran
dggstockscancer, som fastes pa objektglas och darefter forvarades vid rumstemperatur (22 °C) vid tva
tidpunkter: TO (kontroll) och T1 (for att verifiera stod for 28 dagar). Nukleinsyramaterialet kvantifierades och
bearbetades sedan genom TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-analysen inom 24 timmar for varje tidpunkt.
Vid varje tidpunkt testades flera replikat per prov av flera operatorer. T1jamférdes med TO for sm& BRCA DNA-
varianter, BRCA-LR:er och GIS. Variantbestamning utvarderades. Data indikerar att FFPE-vavnad som fasts pa
objektglas for anvandning med TSO Comprehensive HRD (DRAGEN) ar stabil vid rumstemperatur i upp till 28
dagar.

Klinisk prestandadverbryggningsstudie for HRD

For att validera TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-analysen som en CDx for val av patienter med
dggstockscancer for behandling med LYNPARZA (olaparib), testades restprover fran patienter som rekryterats
till den kliniska studien PAOLA-1 (NCT02477644) for att stodja en klinisk dverbryggningsstudie.

Studien utfordes for att beddma overensstammelsen mellan HRD-status mellan TSO Comprehensive HRD
(DRAGEN)-analysen och den kliniska provningsanalysen (CTA) som anvands i PAOLA-1 och for att bedéma den
kliniska effekten av olaparib hos de HRD-positiva patienter som identifierats av TSO Comprehensive HRD
(DRAGEN)-analysen. PAOLA-1 var en multicenter, fas lll, randomiserad, dubbelblindad, placebokontrollerad
studie som undersokte den kliniska effekten av olaparib plus bevacizumab som en férstahands
underhallsbehandling for patienter med avancerad dggstockscancer. Patienternas HRD-status faststélldes
efter randomiseringen fére den primara analysen med hjalp av CTA. Det primara effektmattet var
progressionsfri dverlevnad (PFS), definierad som tiden fran randomisering till progression faststélld av
prévarens beddémning med modifierad RECIST 1.1 eller dodsfall. Av de 806 patienter som randomiserades i
PAOLA-1-studien var 399 restprover tillgangliga for testning med TSO Comprehensive HRD (DRAGEN).
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Demografin fér patienter med tillgéangliga TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-resultat liknade dem i PAOLA-1-
studien. P4 samma satt var deltagarnas egenskaper i allmanhet likartade mellan de som var HRD-positiva TSO
Comprehensive HRD (DRAGEN) med jamfért med de som var HRD-positiva av CTA.

Konkordansresultat

Av de 399 prover som var tillgangliga for testning med TSO Comprehensive HRD (DRAGEN), gav 382 ett
utvarderingsbart resultat. De 17 icke-utvarderbara proverna gav inget resultat pa grund av fel i antingen
testkvalitetskontroll (N=12) eller patologisk granskning (N=5) (analys ogiltig frekvens pa 3 % [12/394]). Totalt
365 registrerade patienter hade prover med bade utvarderingsbar CTA och TSO Comprehensive HRD
(DRAGEN)-resultat. Overensstidmmelse av TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-resultat i férhallande till CTA-
resultat bland prover med giltiga resultat visas i Tabell 55.

Tabell 55 Konkordans mellan TSO Comprehensive HRD (DRAGEN) och CTA for detektion av HRD
CTA-resultat

HRD-positiv HRD-negativ Totalt
TSO Comprehensive  HRD-positiv 204 12 216
HRD (DRAGEN) HRD-negativ 5 144 149
analysresultat
Totalt 209 156 365
Statistik for PPA % (n/N; 95 % KI*) 97,6 % (204/209; 94,5 %, 99,2 %)

overensstammelse  nNpa g (n/N; 95 % KI¥) 92,3 % (144/156; 86,9 %, 96,0 %)
OPA% (n/N; 95 % KI*) 95,3 % (348/365; 92,6 %, 97,3 %)

* K| baserat pa exakt binomial metod (Clopper and Pearson, 1934).

Kliniska effektivitetsresultat

Den kliniska prestandan for TSO Comprehensive HRD (DRAGEN) faststalldes genom bestamning av klinisk
effekt i den HRD-positiva populationen. PFS-riskkvoter (HR) fér behandlingsgrupperna med olaparib jamfort
med placebo beraknades med en ojusterad Cox-proportionell riskmodell. Tabell 56 visar PFS-riskkvoterna i
CTA- och TSO Comprehensive HRD (DRAGEN) HRD-positiva deltagare. Figur 4 visar Kaplan-Meier-kurvorna for
PFS hos TSO Comprehensive HRD (DRAGEN) positiva deltagare. | CTA- och TSO Comprehensive HRD
(DRAGEN) HRD-positiva populationer var PFS-riskkvoten 0,33 (95 % Kl: 0,25, 0,45) respektive 0,32 (95 % KI:
0,22, 0,48) och representerade en 67 % respektive 68 % minskning av risken for progression eller dodsfall for
deltagare i olaparib plus bevacizumab-gruppen jamfort med placebo plus bevacizumab-gruppen. En
kanslighetsanalys som utvarderade effektiviteten av imputerade saknade CDx-resultat visade att riskkvoterna
for PFS i de imputerade HRD-positiva populationerna var i linje med skattningarna i den primara analysen.
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Tabell 56 Klinisk effekt i CTA och TSO Comprehensive HRD (DRAGEN)-analysen

Olaparib +bev
CTA N 225
PFS" (95 % Kil)2 37,2 (36,0, NR%)
PFS HR (95 % KI)®

TSO N 149

Comprehensive PFS" (95 % KI)2

NR? (37,2, NR*)
HRD (DRAGEN)
PFS HR (95 % KI)®

TPFS-median i m&nader.
2 Frén produktgransmetoden (Kaplan-Meier) for censurerade data.

3 Baserat pa stratifierad Cox-regressionsmodell med behandling som kovariat.

4 NR = Ej uppnétt

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)

Figur 4 Kaplan-Meier-kurva - PFS hos HRD-positiva deltagare identifierade av TSO Comprehensive HRD
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