Operator: I I umina

Nr partii zestawu firmy lllumina:

Formularz badania laboratoryjnego TruSight™ Oncology
Comprehensive (EU) Lab Tracking Form

DO STOSOWANIA W DIAGNOSTYCE IN VITRO
WYLACZNIE NA EKSPORT

Instrukcja uzytkowania
Przeglad procedury testu TruSight Oncology Comprehensive (TSO Comprehensive) przedstawiajg Rysunek 1

i Rysunek 2.
Przed rozpoczeciem protokotu nalezy zapoznac sie z ostrzezeniami i Srodkami ostroznosci zawartymi

w dokumencie TruSight Oncology Comprehensive (EU) Package Insert (Ulotka dotaczona do opakowania testu
TruSight Oncology Comprehensive (EU)) (nr dokumentu: 200007789).
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Procedura przygotowania biblioteki

2

Rysunek 1 Procedura testu TSO Comprehensive (czes¢ 1)

Dzien 1 o Denaturacja i przytgczanie o Fragmentacja gDNA
starterow RNA Przygotowanie: 100 minut
Przygotowanie: 65 minut tacznie: 110 minut
tacznie: 75 minut Odczynnik: TEB

Punkt bezpiecznego
zatrzymania

Odczynniki: EPH3

o Synteza pierwszej nici CDNA

Przygotowanie: 10 minut
tacznie: 50 minut
Odczynnik: FSM, RVT

e Synteza drugiej nici CDNA

Przygotowanie: 10 minut
tacznie: 35 minut
Odczynnik: SSM

Oczyszczanie cDNA

Przygotowanie: 30 minut

tgcznie: 40 minut

Qdczynniki: SPB, 80% EtOH, RSB Punkt bezpiecznego
zatrzymania

Wykonanie naprawy korcow
i tworzenie ogona poli-A
Przygotowanie: 10 minut

Lgcznie: 70 minut

Odczynniki: ERA1-A, ERAT-B

e Ligacja adapterow
Przygotowanie: 15 minut
tacznie: 50 minut
Odczynniki: ALB1, LIG3, SUAT/UMI, STL

Oczyszczanie po ligacji
Przygotowanie: 40 minut
tacznie: 50 minut

Odczynniki: SPB, 80% EtOH, RSB

o Indeksowanie PCR
Przygotowanie: 15 minut
tacznie: 60 minut
Odczynniki: UPxx/CPxx, EPM
Punkt bezpiecznego
zatrzymania

@ cDNA @ Cigte DNA (shearing)

* Czas Sci praktycznych (przy
iczas tgcznie podano w przyblizeniu.
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Procedura wzbogacania

Rysunek 2 Procedura testu TSO Comprehensive (czes¢ 2)

Dzieh 1 (ciag dalszy) Przygotowanie pierwszej

hybrydyzacji

Przygotowanie: 15 minut

tacznie: noc
Hybrydyzacja przez noc Odczynniki: TCB1, TCA1, OPR1/0PD2
Dzien: 2 o Pierwsze wychwycenie

sekwencji docelowych
Przygotowanie: 60 minut

tacznie: 100 minut

Odczynniki: SMB, EEW, EE2, HP3, ET2

Przygotowanie drugiej hybrydyzacji
Przygotowanie: 10 minut

tacznie: 2-4 godziny

Odczynniki: TCB1, TCA1, OPR1/0PD2

Drugie wychwycenie
sekwencji docelowych
Przygotowanie: 25 minut

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

Punkt bezpiecznego
zatrzymania

Amplifikacja biblioteki wzbogaconej
Przygotowanie: 5 minut

tacznie: 60 minut

Odczynniki: EPM, PPC3

Oczyszczanie amplifikowanej
biblioteki wzbogaconej
Przygotowanie: 30 minut

tacznie: 40 minut

Odczynniki: SPB, 80% EtOH, RSB

Punkt bezpiecznego
zatrzymania

Normalizacja bibliotek
Przygotowanie: 40 minut
tacznie: 70 minut

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

zatrzymania

Przygotowanie do sekwencjonowania
Przygotowanie: 30-45 minut

tacznie: 120 minut

Odczynniki: HP3, RSB, PX3, HT1

Q0 Q—0@Q Q@00

@ Wzbogacanie @ Przygotowanie do
sekwencjonowania
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Programowanie termocykleréw

0 1 Przed rozpoczeciem testu nalezy zapisa¢ nastepujace programy w termocyklerach uzywanych na etapie przed

apmlifikacjg i po amplifikaciji.
Tabela 1

Etap procedury

Denaturacja RNA i przytaczanie starteréw

Synteza pierwszej nici cDNA

Synteza drugiej nici cDNA

Nazwa

programu
LQ-RNA

1stSS

2ndSS

Programy termocyklera przed amplifikacja

Temperatura
pokrywy

100°C

100°C

30°C

Objetosé
reakcji

17l

25l

50 pl

Parametry termocyklera

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

e 25°C przez 10 minut

e 42°C przez 15 minut

e 70°C przez 15 minut

® 4°C przez 1 minute

e Pozostawi¢ w temperaturze 4°C

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

Jesli temperatura pokrywy dla programu 2ndSS nie moze zostaé ustawiona na 30°C, nalezy wytaczy¢ opcje

podgrzewania pokrywy.

Tabela2 Programy termocyklera po amplifikacji

Etap procedury

Indeksowanie PCR

Wykonanie pierwszej hybrydyzaciji

Wykonanie drugiej hybrydyzacji

Amplifikacja biblioteki wzbogaconej

Nazwa
programu

I-PCR

HYB1

HYB2

EL-PCR
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Temperatura
pokrywy

100°C

100°C

100°C

100°C

Objetosé
reakciji

50 pl

50 pl

50 pl

50 pl

Parametry termocyklera

e 98°C przez 30 sekund
e 15 cykli po:
e 98°C przez 10 sekund
® 60°C przez 30 sekund
e 72°C przez 30 sekund
e 72°C przez 5 minut
e Pozostawi¢ w temperaturze 10°C

® 95°C przez 10 minut

e 85°C przez 2 min 30 sekund

e 75°C przez 2 min 30 sekund

e 65°C przez 2 min 30 sekund

e Pozostawi¢ w temperaturze 57°C
przez 8 do 24 godzin

® 95°C przez 10 minut

e 85°C przez 2 min 30 sekund

e 75°C przez 2 min 30 sekund

e 65°C przez 2 min 30 sekund

e Pozostawi¢ w temperaturze 57°C
przez 1,5 do 4 godzin

® 98°C przez 30s
* 18 cykli po:
® 98°C przez 10s
® 60°C przez 30s
e 72°C przez 30s
e 72°C przez 5 min
¢ Pozostawi¢ w temperaturze 10°C
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Wprowadzanie informacji o przebiegu

Do skonfigurowania przebiegu testu TSO Comprehensive stuzy oprogramowanie Lokalny menedzer przebiegu
aparatu NextSeq 550Dx. Wigcej informacji zawiera Instrukcja wykonywania procedur przy uzyciu modufu
analitycznego Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU) Analysis Module (nr dok. 200008661).
Informacje o konfiguracji przebiegu i prébki nalezy wprowadzi¢ bezposrednio do modutu analitycznego TruSight
Oncology Comprehensive.

Ustawianie parametréw przebiegu
[0 1 Zalogowac sie do Lokalnego menedzera przebiegu na instrumencie lub z komputera podtgczonego do sieci.
O 2 Wybra¢ Create Run (Utwodrz przebieg), a nastepnie wybra¢ TSO Comp (EU).
0 3 Wprowadzi¢ nazwe przebiegu, ktéra identyfikuje przebieg od sekwencjonowania po analize, kierujac sie ponizszymi
kryteriami.
1-40 znakow.
Tylko znaki alfanumeryczne, znaki podkreslenia lub taczniki.
Przed znakiem podkreslenia lub tgcznikiem oraz po nich musi wystepowac znak alfanumeryczny.
Unikalna dla wszystkich przebiegéw w instrumencie.
O 4 [Opcjonalnie] Wprowadzi¢ opis przebiegu, aby utatwi¢ jego identyfikacje, spetniajac nastepujace kryteria.
1-150 znakow.
Tylko znaki alfanumeryczne i spacje.
Przed spacjg i po niej musi wystepowac znak alfanumeryczny.

Okreslanie préobek do przebiegu

Okresli¢ probki do uwzglednienia w przebiegu za pomoca jednej z ponizszych opcji.
Enter samples manually (Reczne wprowadzanie prébek) — nalezy uzy¢ pustej tabeli na ekranie Create Run
(Tworzenie przebiegu).
Import samples (Importowanie prébek) — nalezy przejs$¢ do pliku zewnetrznego w formacie wartosci rozdzielonych
przecinkami (*.csv). Szablon jest dostepny do pobrania na ekranie Create Run (Tworzenie przebiegu).

& PRZESTROGA
Niezgodnosci miedzy probkami i starterami do indeksowania powoduja zgtaszanie nieprawidtowych
wynikéw z powodu utraty identyfikacji probki dodatniej. Przed rozpoczeciem przygotowywania biblioteki
nalezy wprowadzi¢ identyfikatory prébek i przypisac¢ indeksy w Lokalnym menedzerze przebiegu. W trakcie
przygotowywania biblioteki zanotowac identyfikatory probek, startery indeksujace i orientacje dotkéw na
ptytce dla odniesienia.

é PRZESTROGA
Aby uniknag¢ utraty danych, przed zapisaniem przebiegu nalezy upewnic sig, ze nie trwa instalacja KB.

Reczne wprowadzanie probek
0 1 Wprowadzi¢ niepowtarzalng nazwe probki w polu Sample ID (Identyfikator probki), spetniajgc nastepujace kryteria.
Najpierw nalezy doda¢ wszystkie prébki kontrolne. Wiecej informaciji zawiera sekcja Probki kontrolne na stronie
7.
1-25 znakow.
Tylko znaki alfanumeryczne, znaki podkreslenia lub tgczniki.
Przed znakiem podkreslenia lub tacznikiem oraz po nich musi wystepowac znak alfanumeryczny.
[0 2 [Opcjonalnie] Wprowadzi¢ opis probki w polu Sample Description (Opis prébki), spetniajgc ponizsze kryteria.
1-50 znakow.
Tylko znaki alfanumeryczne, taczniki, znaki podkreslenia lub spacje.
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O3

aos

[G)
o7

08

o9

Przed spacja, znakiem podkreslenia lub tgcznikiem oraz po nich musi wystepowac znak alfanumeryczny.
Wybrac¢ indeks dla biblioteki DNA i/lub biblioteki RNA przygotowanej z probki.
Upewnic sie, ze prébki RNA i DNA znajduja sie w osobnych kolumnach.
Pole DNA i7+i5 Sequence (Sekwencjonowanie DNA i7+i5) podstawia sie automatycznie po wybraniu identyfikatora
indeksu DNA. Pole RNA i7+i5 Sequence (Sekwencjonowanie RNA i7+i5) podstawia sie¢ automatycznie po wybraniu
identyfikatora indeksu RNA.
W uzupetnieniu zamieszczonego tutaj podsumowania informacje na temat wyboru identyfikatora indeksu mozna
znalez¢ w dokumencie TruSight Oncology Comprehensive (EU) Package Insert (Ulotka dofaczona do opakowania
testu TruSight Oncology Comprehensive (EU)) (nr dokumentu: 200007 789).
W przypadku biblioteki probek DNA z listy rozwijanej DNA Index ID (Identyfikator indeksu DNA) wybrac¢ unikalny
identyfikator indeksu (indeksy UPxx lub CPxx).
W przypadku biblioteki probek RNA z listy rozwijanej RNA index ID (Identyfikator indeksu RNA) wybrac¢ unikalny
identyfikator indeksu (tylko indeksy UPxx).
Jesli w przebiegu sa tacznie trzy biblioteki, nalezy postepowac zgodnie z wytycznymi dotyczacymi wyboru
indeksu w dokumencie TruSight Oncology Comprehensive (EU) Package Insert (Ulotka dofaczona do
opakowania oznaczenia TruSight Oncology Comprehensive (EU)) (nr dokumentu 200007789).
Uzy¢ pola Tumor Type (Typ nowotworu), aby przypisac¢ typ nowotworu dla kazdej probki, wybierajac najbardziej
specyficzny z dostepnych typow nowotworow. Patrz Wybor typu nowotworu na stronie 7.
Uzy¢ pola Tumor Type (Typ nowotworu), aby przypisa¢ jeden z ponizszych typow kontroli dla kazdej kontroli. Patrz
Probki kontrolne na stronie 7.
Zewnetrzna kontrola DNA
Zewnetrzna kontrola RNA
Kontrola DNA bez wzorca
Kontrola RNA bez wzorca
Jesli uzywana jest kontrola Consumable Prefix DNA Control (Kontrola DNA z prefiksem materiatu eksploatacyjnego),
woéwczas typem kontroli jest DNA External Control (Zewnetrzna kontrola DNA). Jesli uzywana jest kontrola
Consumable Prefix RNA Control (Kontrola RNA z prefiksem materiatu eksploatacyjnego), wéwczas typem kontroli
jest RNA External Control (Zewnetrzna kontrola RNA).
Przypisaé ptec.
[Opcjonalnie] Wybra¢ opcje Export to CSV (Eksportuj do CSV), aby wyeksportowacé informacje o probce do pliku
zewnetrznego.
Sprawdzi¢ informacje na ekranie Create Run (Utworz przebieg).
Nieprawidtowe informacje moga wptyna¢ na wyniki.
Wybra¢ opcje Save Run (Zapisz przebieg).

Importowanie probek

01

a2

O3

Wybraé opcije Import CSV (Importuj CSV) i przej$¢ do lokalizacji pliku z informacjami o préobce. Mozna

zaimportowac¢ dwa rodzaje plikdw.
Wybra¢ Download CSV (Pobierz CSV) na ekranie Create Run (Utwdrz przebieg), aby pobraé¢ nowy szablon
informaciji o prébce. Plik CSV zawiera wymagane nagtowki kolumn i format do importu. Dla prébek w przebiegu
w kazdej kolumnie wprowadzi¢ informacje o probce. W przypadku kolumny Tumor Type (Typ nowotworu) nalezy
wpisac termin okreslajacy typ nowotworu lub powigzany z nim kod (patrz Pobieranie typow nowotworow na
stronie 1). Pole Tumor Type (Typ nowotworu) jest rowniez wykorzystywane do oznaczania prébek jako kontrole
(patrz Probki kontrolne na stronie 7).
Uzy¢ pliku z informacjami o prébce, ktory zostat wyeksportowany z modutu analizy TSO Comprehensive przy
uzyciu funkcji Export to CSV (Eksportuj do CSV).

Na ekranie Create Run (Utworz przebieg) nalezy sprawdzi¢ zaimportowane informacije.

Nieprawidtowe informacje moga wptynaé na wyniki.

[Opcjonalnie] Wybra¢ opcje Export to CSV (Eksportuj do CSV), aby wyeksportowac¢ informacje o prébce do pliku

zewnetrznego.
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O 4 Wybra¢ opcje Save Run (Zapisz przebieg).

Probki kontrolne

Test TSO Comprehensive wymaga zastosowania Kontroli panelu. Oznaczenie probki jako kontroli automatycznie
ustawia parametr Sex (Pte¢) probki jako Unknown (Nieznana). Aby oznaczy¢ probke jako kontrole, nalezy wybraé
jeden z czterech typéw kontroli w polu Tumor Type (Typ nowotworu): DNA External Control (Zewnetrzna prébka
kontrolna DNA) (dodatnia kontrola DNA), DNA No-Template Control (Probka kontrolna DNA bez wzorca), RNA
External Control (Zewnetrzna prébka kontrolna RNA) (dodatnia kontrola RNA) lub RNA No-Template Control
(Prébka kontrolna RNA bez wzorca). Wiecej informacji na temat konfiguracji typéw nowotworéw dla wszystkich
typow probek podczas konfiguracii przebiegu znajduje sie w czesci Wybor typu nowotworu na stronie 7.

W ramach przebiegu mozna okresli¢ tylko jeden z kazdego typu kontroli. Tylko biblioteka DNA moze zostac
wskazana jako zewnetrzna probka kontrolna DNA lub prébka kontrolna DNA bez wzorca. Tylko biblioteka RNA
moze zosta¢ wskazana jako zewnetrzna probka kontrolna RNA lub probka kontrolna RNA bez wzorca. Biblioteki
oznaczone jako kontrole DNA lub RNA bez wzorca nie sa zliczane wzgledem maksymalnej liczby bibliotek

W przebiegu.

Wybor typu nowotworu

Typ nowotworu musi by¢ okreslony dla kazdej prébki. Z wyjatkiem typdw kontroli, dostepne typy nowotworow
pochodza z zainstalowanej biblioteki Knowledge Base (KB) i moga ulec zmianie wraz z jej zaktualizowanymi
wersjami.

é PRZESTROGA
Niewtasciwy wybdr typu nowotworu moze spowodowac uzyskanie nieprawidtowych wynikéw. Aby unikngé
niepowodzenia analizy, nalezy rozwigza¢ wszelkie problemy wskazane przez ostrzezenia, ktére pojawiajg
sie podczas okreslania typéw nowotworu.

Terminy dotyczace typu nowotworu sg czgscig hierarchicznej ontologii chordb w bibliotece KB, ktéra jest
skonstruowana jako zbiér relacji nadrzednych i podrzednych. Na przyktad termin niedrobnokomaérkowy rak ptuca
jest podrzedny w stosunku do raka ptuca, poniewaz niedrobnokomérkowy rak ptuca jest typem raka ptuca.
Rysunek 3 przedstawia podzbidr przyktadowej ontologii choroby, ukazujgc guz lity jako termin zrédtowy oraz
terminy powigzane z rakiem ptuca i rakiem tarczycy (inne typy nowotwordw nie sg pokazane). Termin, ktéry jest
potaczony przez relacje nadrzednosci i podrzednosci z terminami nizszego poziomu, nazywany jest ,przodkiem”.
Powigzane terminy nizszego poziomu nazywane s3 ,potomkami” terminu ,przodka”. Na przyktad rak ptuca jest
sprzodkiem” gruczolakoraka ptuca i drobnokomérkowego raka ptuca, a rak rdzeniasty tarczycy jest ,,potomkiem”
zarOwno raka tarczycy, jak i guza litego.
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Rysunek 3 Podzbiér przyktadowej ontologii choroby

Solid Tumer
(Guz lity)

Thyroid carcinoma
(Rak tarczycy)

|

Medullary thyroid carcinoma
(Rak rdzeniasty tarczycy)

Papillary thyroid carcinoma
(Rak brodawkowaty tarczycy)

Follicular thyroid carcinoma
(Rak pecherzykowy tarczycy)

Hurthle cell carcinoma of thyroid
(Rak tarczycy z komérek Hurthle'a)

Anaplastic thyroid carcinoma
(Rak anaplastyczny tarczycy)

Lung cancer
(Rak piuca)

Non-small cell lung cancer

(Niedrobnokomérkowy rak pluca)

Malignant pleural mesothelioma
(Ziosliwy miedzybloniak oplucnej)

Small cell lung cancer
(Drobnokomorkowy rak pluca)

Nonsquamous non-small cell lung cancer

(Rak nieptaskonablonkowy
niedrobnokomérkowy pluca)

Adenocarcinoma of lung
(Gruczolakorak piuca)

Adenosquamous carcinema of lung
(Rak gruczotowoptaskonabtonkowy pluca)

Large cell carcinoma of lung

(Rak wielkokomérkowy ptuca)

Sarcomatoid carcinoma of lung

(Rak migsakowaty pluca)

Typ nowotworu wybrany dla prébki pacjenta wptywa na:

To, ktére przewidziane zastosowania diagnostyki towarzyszacej bedg oceniane w przypadku prébki. W przypadku
tego zgtoszenia ocenione zostang wytacznie probki pacjenta z typem nowotworu, ktéry doktadnie odpowiada typowi
nowotworu wedtug przewidzianego zastosowania diagnostyki towarzyszacej lub wywodzi si¢ z tego typu

nowotworu.

To, ktére warianty profilowania nowotworu zostang zawarte w raporcie TSO Comprehensive.
Ponizsze instrukcje opisujg proces wyboru typu nowotworu na ekranie Create Run (Tworzenie przebiegu). Typ
nowotworu mozna réwniez ustawi¢, importujgc plik CSV zawierajgcy typ nowotworu (patrz czes¢ Importowanie

probek na stronie 6).

0 1 Dostepne typy nowotwordw mozna wyswietli¢, dwukrotnie klikajgc komorke Tumor Type (Typ nowotworu) w wierszu
probki. Dostepne typy nowotworow sg wyswietlane na hierarchicznej liscie w porzadku alfabetycznym.
Pole Tumor Type (Typ nowotworu) jest réwniez wykorzystywane do wyznaczania typu kontroli dla prébek
kontrolnych (patrz czes¢ Probki kontrolne na stronie 7).

O 2 Odszukac i wybra¢ zadany typ nowotworu, korzystajac z listy lub uzywajac paska wyszukiwania u géry okna Tumor

Type (Typ nowotworu).

Przygotowanie do etapdw protokotu

O 1 Doktadnie odkazi¢ obszary robocze srodkiem czyszczacym hamujgcym dziatanie RNazy/DNazy.

é PRZESTROGA
We wszystkich procedurach w przebiegu pracy wymagane jest srodowisko wolne od RNazy/DNazy.
00 2 Skonfigurowaé programy termocyklera poprzedzajace amplifikacje. Patrz Programowanie termocyklerow na stronie

4.

OO0 3 Aby skonfigurowac ultrasonikator, nalezy postepowac zgodnie z instrukcjami producenta.
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O 4 W przypadku przetwarzania tylko probek DNA przejs¢ od razu do punktu Fragmentacja gDNA na stronie 13.
0 5 Wyjac kontrole RNA z przechowywania.
[0 6 Wyjac probowki z odczynnikami z opakowania i postepowac zgodnie z instrukcjami dotyczgcymi rozmrazania.

Tabela 3 TruSight Oncology Comp RNA Library Prep (nr kat. 20031127)

Odczynnik Przechowywanie Instrukcje dotyczace rozmrazania Etap protokotu

EPH3 0Od -25°C do -15°C Rozmrozi¢ do temperatury pokojowej. Denaturacja RNA i przytaczanie
starteréw

FSM 0Od -25°C do -15°C Rozmrozi¢ do temperatury pokojowej. Synteza pierwszej nici cDNA

RVT 0Od -25°C do -15°C Umiesci¢ na lodzie. Synteza pierwszej nici cDNA

SSM 0Od -25°C do -15°C Rozmrozi¢ do temperatury pokojowej. Synteza drugiej nici cDNA

Tabela 4 TruSight Oncology Comp Library Prep (Refrigerate) (nr kat. 20031119)

Odczynnik Przechowywanie Instrukcje dotyczgce rozmrazania Etap protokotu
SPB (jasnozielona  Od 2°C do 8°C Doprowadzac¢ do temperatury pokojowej w ciggu Oczyszczanie cDNA
etykieta) 30 minut.

RSB 0Od 2°C do 8°C Doprowadzi¢ do temperatury pokojowe;. Oczyszczanie cDNA

Denaturacja RNA i przytgczanie starterow

Przygotowanie
0 1 Przygotowac¢ wymienione ponizej odczynniki.
EPH3 — odstawic.
FSM — wymieszaé mieszadtem wirowym. Krétko wirowac, a nastepnie pipetowac w celu wymieszania.
Sprawdzi¢ pod katem obecnosci osaddéw. Jesli wystepuja, pipetowa¢ do momentu ich rozpuszczenia.
RVT - krétko wirowaé, a nastepnie pipetowac w celu wymieszania. Umiesci¢ na lodzie.

UWAGA RVT jest roztworem lepkim. Zawsze nalezy pipetowa¢ powoli, aby unikna¢ tworzenia sie pecherzykow.

O 2 W probéwce do mikrowirdwki potaczy¢ nastepujace objetosci, aby przygotowac mieszanine wyjsciowg FSM+RVT.
Tabela5 Mieszanina wyjsciowa FSM+RVT

Sktadnik mieszaniny

wyisciowe] 3 prébki RNA (ul) 8 prébek RNA (ul) 16 prébek RNA (ul) 24 prébki RNA (ul)
FSM 27 72 144 216
RVT 3 8 16 24

W tej tabeli uwzgledniono nadwyzke objetosci. Informacje o obliczeniach zawiera czes¢ ,,Postgpowanie z odczynnikami” w dokumencie TruSight Oncology
Comprehensive (EU) Package Insert (Ulotka dotaczona do opakowania testu TruSight Oncology Comprehensive (EU)) (nr dokumentu 200007789).
0 3 Pipetowac dziesieé razy w celu wymieszania.
0 4 Mieszanine wyjsciowa FSM+RVT umiesci¢ na lodzie do czasu rozpoczecia etapu Synteza pierwszej nici cONA na
stronie 10.

Procedura
O 1 Rozmrozi¢ wyekstrahowane prébki RNA i kontrole RNA na lodzie.
Przetwarzac¢ kontrole RNA tak jak prébki do konca protokotu.
W celu ilosciowego oznaczenia probek nalezy postepowac zgodnie z instrukcjami zawartymi w dokumencie TruSight
Oncology Comprehensive (EU) Package Insert (Ulotka dotaczona do opakowania testu TruSight Oncology
Comprehensive (EU)) (nr dokumentu: 200007789).
[0 2 Kazda préobke RNA pipetowac 10 razy w celu wymieszania.
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0 3 Uzy¢ wody pozbawionej RNazy/DNazy do przygotowania 40 ng kazdej probki RNA w koncowej objetosci 8,5 pl
(4,7 ng/pl).
W przypadku kontroli RNA nalezy uzy¢ stezenia podanego na etykiecie probowki.

4 Oznaczy¢ nowa 96-dotkowa ptytke PCR jako CF (cDNA Fragments, fragmenty cDNA).

Dodac 8,5 pl kazdej prébki RNA do unikalnego dotka na ptytce CF PCR.

6 Upewni¢ sig, ze uktad ptytki z probkami oraz indeksy dla kazdej probki sg zgodne z przebiegiem zaplanowanym
w Lokalnym menedzerze przebiegu podczas konfiguracji przebiegu.

7 Odczynnik EPH3 wymiesza¢ mieszadtem wirowym, a nastepnie krétko wirowac.

Doda¢ 8,5 pl odczynnika EPH3 do kazdego dotka na prébke.

9 Na ptytke CF PCR natozy¢ samoprzylepna folie uszczelniajaca.

Ooood
o

O0O0O
©

é PRZESTROGA
Upewnic¢ sig, ze krawedzie i dotki sa catkowicie uszczelnione, aby zapobiec parowaniu.
10 Wytrzasac z predkoscig 1200 obr./min przez 1 minute.
11 Wirowaé z predkoscig 280 x g przez 1 minute.
12 Umiesci¢ w termocyklerze i uruchomié program LQ-RNA.
Patrz Programowanie termocyklerow na stronie 4.
0 13 Kiedy prébki osiggna temperature 4°C, nalezy zaczeka¢ jedng minute, a nastepnie natychmiast przejs¢ do kolejnego
etapu.

O 0O

Synteza pierwszej nici cDNA

Procedura
Data i godzina rozpoczecia
Wyja¢ ptytke CF PCR z termocyklera.
Pipetowac¢ mieszanine wyjsciowg FSM+RVT 5 razy w celu wymieszania.
Dodac¢ 8 pl mieszaniny wyjsciowej FSM+RVT do kazdego dotka na probke.
Pipetowac¢ 5 razy w celu wymieszania.
Wyrzuci¢ pozostatg mieszanine wyjsciowa FSM+RVT.
Na ptytke CF PCR natozy¢ samoprzylepna folie uszczelniajaca.
Catkowicie uszczelni¢ krawedzie i dotki, aby zapobiec parowaniu.
Whytrzgsac z predkoscig 1200 obr./min przez 1 minute.
Wirowac z predkoscig 280 x g przez 1 minute.
9 Umiesci¢ w termocyklerze i uruchomic¢ program 1stSS.
Patrz Programowanie termocyklerow na stronie 4.
O 10 Kiedy prébki osiagna temperature 4°C, nalezy natychmiast przej$¢ do kolejnego etapu.
Prébki pierwszej nici mozna umiesci¢ w temperaturze 4°C na maksymalnie 5 minut.

OooooOood
ook wWN =

Ooo
o ~

Synteza drugiej nici cDNA

10

Przygotowanie
Data i godzina rozpoczecia
O 1 Przygotowac wymieniony ponizej odczynnik.
SSM — odwréci¢ 10-krotnie w celu zmieszania. Krétko wirowac.

Procedura
O 1 Wyjac¢ ptytke CF PCR z termocyklera.
00 2 Doda¢ 25 pl SSM do kazdego dotka na prébke.
0 3 Na ptytke CF PCR natozy¢ samoprzylepna folie uszczelniajaca.
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Catkowicie uszczelni¢ krawedzie i dotki, aby zapobiec parowaniu.

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

Wirowac z predkosciag 280 x g przez 1 minute.

Umiesci¢ w termocyklerze i uruchomi¢ program 2ndSS.

Patrz Programowanie termocyklerdw na stronie 4.

Kiedy prébki osiagna temperature 4°C, nalezy zaczekac¢ jedng minute, a nastepnie natychmiast przejs¢ do kolejnego
etapu.

Oczyszczanie cDNA

Przygotowanie

a1

a2

O3
04
as
06

Data i godzina rozpoczecia
Przygotowac wymienione ponizej odczynniki.
SPB — upewni¢ sig, ze kulki znajduja sie w temperaturze pokojowej przez 30 minut.
RSB — odstawi¢ do wykorzystania podczas procedury.
Przygotowac swiezy roztwoér 80% EtOH w probdwce stozkowej 15 ml lub 50 ml.

Odczynnik 3 prébki 8 prébek 16 probek 24 prébki
100% alkohol etylowy, czysty 2ml 4ml 8ml 12ml
Woda pozbawiona 500 pl 1ml 2ml 3ml
RNazy/DNazy

Swiezy roztwér 80% EtOH wymieszaé mieszadtem wirowym.
Oznakowac¢ nowa 96-dotkowa ptytke MIDI jako BIND1 (wigzanie cDNA).
Przykry¢ i odtozyc.

Wyja¢ magnes.

Procedura

Wiazanie

a1
a2
O3

Oooaod
o o

ooogd
= © © ~

Wyjac¢ ptytke CF PCR z termocyklera.

Odczynnik SPB miesza¢ mieszadtem wirowym przez 1 minute, aby ponownie rozprowadzi¢ kulki w zawiesinie.
Niezwtocznie dodac 90 pl odczynnika SPB do kazdego dotka na prébke na ptytce BIND1 MIDI.

W przypadku korzystania z korytka do dozowania odczynnika SPB nalezy uwzgledni¢ wspétczynnik nadmiaru
wynoszacy 1,05, aby podczas rozdzielania na réwne porcje mie¢ wystarczajgca ilosci materiatu na probke. Po
dodaniu odczynnika SPB do kazdego dotka na prébke wyrzuci¢ jakikolwiek pozostaty materiat.

Przenies¢ catg objetos¢ (50 pl) kazdej prébki z ptytki CF PCR do odpowiedniego dotka na ptytce BIND1 MIDI.
Wyrzuci¢ pusta ptytke CF PCR.

Na ptytke BIND1 MIDI natozy¢ samoprzylepna folie uszczelniajgca.

Catkowicie uszczelni¢ krawedzie i dotki.

Whytrzgsac z predkoscia 1800 obr./min przez 2 minuty.

Inkubowac w temperaturze pokojowej przez 5 minut.

Umiesci¢ ptytke BIND1 MIDI na statywie magnetycznym na 5 minut.

Uzy¢ pipety P200 ustawionej na objetos¢ 200 pl, aby usuna¢ i odrzuci¢ caty nadsacz z kazdego dotka na probke bez
naruszania osadu kulek.

Kwiecier2022r. Dokument nr 200009022 wer. 02 POL | 11



Formularz badania laboratoryjnego TruSight™ Oncology Comprehensive (EU) Lab Tracking Form

Ptukanie
O 1 Przeptuka¢ kulki zgodnie z ponizszym opisem.

0 a Pozostawi¢ na statywie magnetycznym i dodac¢ 200 ul swiezego 80% roztworu EtOH do kazdego dotka.
O b Odczekac 30 sekund.
0 ¢ Zkazdego dotka odprowadzi¢ caty nadsacz i wyrzucic go.

O 2 Przeptukac kulki po raz drugi.

00 3 Usunac¢ pozostatos¢ roztworu EtOH z kazdego dotka.
Uzy¢ pipety P20 z mikrokoricéwkami.

O 4  Wyrzucié niewykorzystany roztwér 80% EtOH.

Elucja

1 Zdja¢ ptytke BIND1 MIDI ze statywu magnetycznego.

Wymiesza¢ odczynnik RSB przez odwrécenie go lub uzycie mieszadta wirowego.

Doda¢ 22 pl odczynnika RSB do kazdego dotka na probke.

Na ptytke BIND1 MIDI natozy¢ samoprzylepna folie uszczelniajaca.

Catkowicie uszczelni¢ krawedzie i dotki.

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

Inkubowac w temperaturze pokojowej przez 2 minuty.

Umiescic¢ na statywie magnetycznym na 2 minuty.

Oznaczy¢ nowa 96-dotkowa ptytke MIDI jako PCF (Purified cDNA Fragments, oczyszczone fragmenty cDNA).

Jesdli uzytkownik przerywa w PUNKT BEZPIECZNEGO PRZERWANIA OZNACZEN na stronie 12, nalezy uzyé ptytki

PCR.

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

10 Wyrzucié pusta ptytke BIND1 MIDI.

11 Dodac 30 pl odczynnika RSB do kazdego dotka na probke na ptytce PCF.

12 Pipetowac 10 razy w celu wymieszania.

13 Natozy¢ samoprzylepna folie uszczelniajaca na ptytke PCF i umiescic¢ ja na lodzie.

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

15 Jesli uzytkownik przetwarza prébki uzyskane wytacznie z RNA (cDNA) i nie zatrzymuje sie w punkcie bezpiecznego
zatrzymania, nalezy przejs¢ do etapu Wykonanie naprawy koricow i tworzenie ogona poli-A na stronie 15.

oood
INEAE N

oooog
© ~N o ;g

OoooooOooao

PUNKT BEZPIECZNEGO PRZERWANIA OZNACZEN

W przypadku zatrzymania procedury nalezy wirowac ptytke PCF PCR z predkoscia 280 x g przez 1 minute
i przechowywac w temperaturze od —25°C do -15°C przez maksymalnie 7 dni.

Data i godzina zatrzymania

Przygotowanie do etapow protokotu

12

O 1  Wyjac¢ kontrole DNA z przechowywania.
O 2 Wyja¢ proboéwke z odczynnikami z opakowania i postepowac zgodnie z instrukcjami dotyczgcymi rozmrazania.

Tabela 6 TruSight Oncology Comp Library Prep (Refrigerate) (nr kat. 20031119)
Odczynnik Przechowywanie Instrukcje dotyczgce rozmrazania Etap protokotu

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

Przygotowanie
Data i godzina rozpoczecia
01 W celuilosciowego oznaczenia prébek nalezy pamietac¢ o przestrzeganiu instrukcji zawartych w dokumencie
TruSight Oncology Comprehensive (EU) Package Insert (Ulotka dofaczona do opakowania testu TruSight Oncology
Comprehensive (EU)) (nr dokumentu: 200007789).
O 2 Przygotowac wymieniony ponizej odczynnik.
TEB - odwrécié lub uzy¢ mieszadta wirowego w celu wymieszania.

Procedura

Przygotowanie ptytki
0 1 Wybraé jedng z trzech ponizszych opcji przygotowania ptytki.
Opcja 1: przetworzyé prébki gDNA jednoczesnie z probkami cDNA na ptytce PCF MIDI.

O a Oznakowa¢ ptytke PCF MIDI jako LP (Library Preparation, przygotowanie biblioteki).
O b Umiesci¢ na lodzie i odtozy¢ do wykorzystania, jak opisano w czesci Przenoszenie
pofragmentowanego DNA na stronie 14.

Opcja 2: przetworzy¢ prébki gDNA jednoczesnie z prébkami cDNA, ptytka PCF PCR jest zamrozona.

O a Rozmrozi¢ ptytke PCF PCR do temperatury pokojowe;j.

0 b Wirowac z predkoscia 280 x g przez 1 minute.

O ¢ Pipetowac 10 razy w celu wymieszania.

O d Oznakowaé nowa 96-dotkowa ptytke MIDI jako LP (Library Preparation, przygotowanie biblioteki).

O e Przenies¢ cata objetos¢ (50 pl) kazdej prébki z ptytki PCF PCR do odpowiedniego dotka na ptytce

LP MIDI.

Wyrzuci¢ ptytke PCF PCR.

g Natozy¢ samoprzylepna folie uszczelniajaca i umiesci¢ na lodzie do momentu wykonania czynnosci
opisanych w czesci Przenoszenie pofragmentowanego DNA na stronie 14.

oo

Opcija 3: przetworzyé wytacznie probki gDNA.

a Oznakowaé nowa 96-dotkowa ptytke MIDI jako LP (Library Preparation, przygotowanie biblioteki).

b Jedli uzytkownik przerywa w PUNKT BEZPIECZNEGO PRZERWANIA OZNACZEN na stronie 14,
nalezy uzy¢ ptytki PCR.

O ¢ Przykry¢ i odtozy¢ do wykorzystania jak opisano w punkcie Przenoszenie pofragmentowanego DNA

na stronie 14.

t
(|

Rozcienczanie gDNA

O 1 Rozmrozi¢ probki gDNA i kontrole DNA w temperaturze pokojowe;.

Przez pozostata czes¢ protokotu przetwarzac kontrole DNA tak jak prébki.

00 2 Kazda probke gDNA pipetowac 10 razy w celu wymieszania.

00 3 Krétko odwirowac probowke, aby zebraé kropelki.

0 4 Wymieszac¢ odczynnik TEB przez odwrdcenie go lub uzycie mieszadta wirowego.

0 5 Uzyc¢ odczynnika TEB do przygotowania 40 ng kazdej probki gDNA w koncowej objetosci 52 pl (0,77 ng/ul).
Test wymaga minimalnego stezenia ekstraktu 3,33 ng/ul, aby z objetosci 52 pl przeznaczy¢ co najmniej 40 pl na
odczynnik TEB. W przypadku kontroli DNA nalezy uzy¢ stezenia podanego na etykiecie probowki. Aby zapobiec
utracie probki, do tego rozcieniczenia nie nalezy pipetowac¢ mniej niz 2 pl probki.
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Fragmentacja
O 1 Dodac¢ 52 pl kazdej probki gDNA do oddzielnego dotka w probdwce ultrasonikatora.
0 2 Zanotowa¢ orientacje paska.
0 3 Przeprowadzi¢ fragmentacje gDNA za pomoca ultrasonikatora.

Przenoszenie pofragmentowanego DNA

O 1 Upewnic¢ sig, ze uktad ptytki z probkami oraz indeksy dla kazdej probki sa zgodne z przebiegiem zaplanowanym
w lokalnym menedzerze przebiegu podczas konfiguracji przebiegu.

0 2 Aby odzyska¢ prébke, nalezy postgpowac zgodnie z instrukcjami producenta ultrasonikatora.
W przypadku niektorych typdw probéwek do ultrasonikatora konieczne moze by¢ odwirowanie w celu konsolidaciji
probki w probéwce.

0 3 W przypadku kazdej probki pofragmentowanego gDNA nalezy uzyc¢ pipety p20 z mikrokoricowkami, aby wykonacé
3 transfery po 16,7 pl do pustego dotka na ptytce LP MIDI.

[0 4 Na ptytke LP MIDI natozy¢ samoprzylepng folie uszczelniajgca.

PUNKT BEZPIECZNEGO PRZERWANIA OZNACZEN

W przypadku zatrzymania procedury natozy¢ samoprzylepna foli¢ uszczelniajgca na ptytke LP PCR, a nastepnie
wirowagé z predkoscia 280 x g przez 1 minute. Przechowywaé w temperaturze od —25°C do -15°C do 7 dni.

Data i godzina zatrzymania

Przygotowanie do etapdw protokotu

OO0 1 Przygotowac wiaderko z lodem.
0 2 Wyjac probowke z odczynnikami z opakowania i postepowac zgodnie z instrukcjami dotyczacymi rozmrazania.

Tabela 7 TruSight Oncology Comp Library Prep (Freeze) Box (nr kat. 20031118)

Odczynnik Przechowywanie Instrukcje dotyczace rozmrazania Etap protokotu

ERA1-A 0Od -25°C do -15°C Umiesci¢ na lodzie. Wykonanie naprawy koncow
i tworzenie ogona poli-A

ERA1-B Od -25°C do -15°C Rozmrozi¢ do temperatury pokojowe;. Wykonanie naprawy koncow
i tworzenie ogona poli-A

ALB1 Od -25°C do -15°C Rozmrozi¢ do temperatury pokojowe;j. Ligacja adapterow

LIG3 0Od -25°C do -15°C Umiesci¢ na lodzie. Ligacja adapterow

SUAT1 (niebieska Od -25°C do -15°C Rozmrozi¢ do temperatury pokojowe;j. Ligacja adapterow

zatyczka)

UMI (biata 0Od -25°C do -15°C Rozmrozi¢ do temperatury pokojowe;j. Ligacja adapteréow

zatyczka)

STL 0Od -25°C do -15°C Rozmrozi¢ do temperatury pokojowej. Ligacja adapterow

EPM 0Od -25°C do -15°C Umiesci¢ na lodzie. Indeksowanie PCR

Tabela 8 TruSight Oncology Comp Library Prep (Refrigerate) Box (nr kat. 20031119)

Odczynnik Przechowywanie Instrukcje dotyczgce rozmrazania Etap protokotu

SPB (jasnozielona  Od 2°C do 8°C Doprowadzac¢ do temperatury pokojowej w ciggu Oczyszczanie po ligacji
etykieta) 30 minut.

RSB Od 2°C do 8°C Doprowadzi¢ do temperatury pokojowe;. Oczyszczanie po ligacji
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Tabela9 TruSight Oncology Comp UP Index Primers Box (nr kat. 20031120)
Odczynnik Przechowywanie Instrukcje dotyczgce rozmrazania Etap protokotu

UPxx 0Od -25°C do -15°C Rozmrozi¢ odpowiednie probdéwki ze starterami Indeksowanie PCR
do indeksowania do temperatury pokojowe;.

Tabela10 TruSight Oncology Comp CP Index Primers Box (nr kat. 20031126)
Odczynnik Przechowywanie Instrukcje dotyczgce rozmrazania Etap protokotu

CPxx Od -25°C do -15°C Rozmrozi¢ odpowiednie probdéwki ze starterami Indeksowanie PCR
do indeksowania do temperatury pokojowe;.

Wykonanie naprawy koncéw i tworzenie ogona poli-A

Przygotowanie
Data i godzina rozpoczecia
0 1 Podgrza¢ 2 inkubatory mikroprébek z wktadkami bloku grzejnego MIDI w nastepujacy sposaéb.
Podgrza¢ inkubator mikroprobek do 30°C.
Podgrzac inkubator mikroprobek do 72°C.
O 2 Przygotowac¢ wymienione ponizej odczynniki.
ERA1-A - krétko wirowac, a nastepnie pipetowac w celu wymieszania. Umiescic¢ na lodzie.
ERA1-B — wymieszaé mieszadtem wirowym, a nastepnie krétko wirowa¢. Sprawdzi¢ pod katem obecnosci
osadow. Jesli wystepujg, ogrza¢ probowke do 37°C, a nastepnie pipetowad i miesza¢ do momentu
rozpuszczenia osadow.
0 3 Przygotowac mieszanine wyjsciowg ERA1 w probéwce do mikrowirdwki.

Tabela11 Mieszanina wyjsciowa ERA1

Sktadnik mieszaniny

o 3 biblioteki 8 bibliotek 16 bibliotek 24 biblioteki 48 bibliotek
wyjsciowej
ERA1-B 26 69 ul 138 i 207 415 pl
ERA1-A 10l 27 ul 54 4l 81 pl 161 ul

W tej tabeli uwzgledniono nadwyzke objetosci. Informacje o obliczeniach zawiera czes$¢ ,,Postepowanie z odczynnikami” w dokumencie TruSight Oncology
Comprehensive (EU) Package Insert (Ulotka dotaczona do opakowania testu TruSight Oncology Comprehensive (EU)) (nr dokumentu 200007789).
0 4 Powoli pipetowac 10 razy, aby wymieszac, nastepnie krétko odwirowac, a potem umiesci¢ mieszanine wyjsciowag
ERA1 na lodzie.
0 5 Wybra¢ jedng z dwdch ponizszych opcji przygotowania ptytki.
Opcija 1: jesli prébki znajduja sie na ptytce MIDL.

OO0 a Ponownie oznakowac¢ ptytke MIDI napisem LP2 (Library Preparation 2, przygotowanie biblioteki 2).
Jesli niektére probki znajdujg sie na oddzielnych ptytkach MIDI, nalezy przenies¢ wszystkie prébki do
oddzielnych dotkéw na tej samej ptytce MIDI zgodnie z uktadem ptytki.

Opcja 2: jesli ptytka jest zamrozona.

Rozmrozi¢ ptytke PCF PCR lub ptytke LP PCR do temperatury pokojowe;.

Wirowac ptytke z predkoscig 280 x g przez 1 minute.

Pipetowac 10 razy w celu wymieszania.

Oznakowaé nowa 96-dotkowa ptytke MIDI napisem LP2 (Library Preparation 2, przygotowanie

biblioteki 2).

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

O f  Wyrzuci¢ ptytke PCF PCR lub ptytke LP PCR.

oooog
00 oo
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Procedura

01
02
O3

0 4
o5
06

o7

Dodac¢ 10 pl mieszaniny wyjsciowej ERA1 do kazdego dotka na prébke na ptytce LP2 MIDI.

Wyrzuci¢ pozostata mieszanine wyjsciowa ERA1.

Na ptytke LP2 MIDI natozy¢ samoprzylepng folie uszczelniajaca.

Catkowicie uszczelni¢ krawedzie i dotki, aby zapobiec parowaniu.

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

Inkubowa¢ w podgrzanym inkubatorze do mikroprébek w temperaturze 30°C przez 30 minut.

Natychmiast przenies¢ do drugiego podgrzanego inkubatora do mikroprébek i inkubowaé w temperaturze 72°C
przez 20 minut.

Umiesci¢ ptytke LP2 MIDI na lodzie na 5 minut.

Ligacja adapterow
Ten proces przeprowadza ligacje adapteréw do koncéw fragmentéw cDNA i/lub gDNA.
Test TSO Comprehensive obejmuje adaptery SUAT i UMIL.

Adapteréw SUA1 nalezy uzywac z probkami RNA.
Adapteréw UMI nalezy uzywac z prébkami DNA.

Przygotowanie

Data i godzina rozpoczecia

O 1 Przygotowac¢ wymienione ponizej odczynniki.
ALB1 — miesza¢ mieszadtem wirowym przez co najmniej 10 sekund, a nastepnie krétko wirowad.
LIG3 — krétko odwirowaé, a nastepnie pipetowaé w celu wymieszania. Umiescié na lodzie.
SUA1 — miesza¢ mieszadtem wirowym przez co najmniej 10 sekund, a nastepnie krotko wirowac.
UMI — miesza¢ mieszadtem wirowym przez co najmniej 10 sekund, a nastepnie krotko wirowac.
STL — odstawi¢ do wykorzystania podczas procedury.
Procedura
O 1 Wyjac ptytke LP2 MIDI z lodu.
[0 2 Doda¢ 60 pl odczynnika ALB1 do kazdego dotka na prébke na ptytce LP2 MIDI, pamietajac, aby pipetowac¢ powoli.
[0 3 Dodac¢ 5 pl odczynnika LIG3 do kazdego dotka na probke.
0 4 Dodac¢ adaptery.
Nie taczy¢ réznych rodzajéw adapterow.
Dotki na prébki RNA — 10 pl odczynnika SUA1 (niebieska zatyczka) do kazdej prébki uzyskanej z RNA.
Dotki na prébki DNA - 10 pl odczynnika UMI (biata zatyczka) do kazdej prébki uzyskanej z DNA.
0 5 Na ptytke LP2 MIDI natozy¢ samoprzylepng folie uszczelniajaca.

oooogo
= © o N O

Caltkowicie uszczelni¢ krawedzie i dotki.

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

Inkubowac w temperaturze pokojowej przez 30 minut.

Odczynnik STL wymiesza¢ mieszadtem wirowym, a nastepnie krétko wirowac.
Dodac¢ 5 pl odczynnika STL do kazdego dotka na prébke na ptytce LP2 MIDI.

0 Na ptytke LP2 MIDI natozy¢ samoprzylepna folie uszczelniajaca.

Catkowicie uszczelni¢ krawedzie i dotki, aby zapobiec parowaniu.

OO0 11 Wytrzgsac z predkoscig 1800 obr./min przez 2 minuty.

Oczyszczanie po ligaciji

Przygotowanie

Data i godzina rozpoczecia
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0 1 Przygotowac¢ wymienione ponizej odczynniki.
SPB — upewnic sig, ze kulki znajdujg sie w temperaturze pokojowej przez 30 minut.
RSB — odstawi¢ do wykorzystania podczas procedury.

O 2 Przygotowac swiezy roztwor 80% EtOH w probdwce stozkowej 15 ml lub 50 ml.

Odczynnik 3 biblioteki 8 bibliotek 16 bibliotek 24 biblioteki 48 bibliotek
100% alkohol etylowy, czysty 2ml 4 ml gml 12ml 24 ml

Woda pozbawiona 500 pl 1ml 2ml 3ml 6mil
RNazy/DNazy

[0 3 Swiezy roztwér 80% EtOH wymieszaé mieszadtem wirowym.
0 4 Wyja¢ magnes.

Procedura

Wigzanie

00 1 Odczynnik SPB miesza¢ mieszadtem wirowym przez 1 minute, aby ponownie rozprowadzi¢ kulki w zawiesinie.

0 2 Niezwtocznie dodac¢ 112 pl odczynnika SPB do kazdego dotka na probke na ptytce LP2 MIDI.
W przypadku korzystania z korytka do dozowania odczynnika SPB nalezy uwzgledni¢ wspodtczynnik nadmiaru
wynoszacy 1,05, aby podczas rozdzielania na réwne porcje mie¢ wystarczajgca ilosci materiatu na prébke. Po
dodaniu odczynnika SPB do kazdego dotka na probke wyrzucic jakikolwiek pozostaty materiat.

[0 3 Na ptytke LP2 MIDI natozy¢é samoprzylepng folie uszczelniajgca.
Catkowicie uszczelni¢ krawedzie i dotki.

O 4 Wytrzgsac z predkoscia 1800 obr./min przez 2 minuty.

0 5 Inkubowac w temperaturze pokojowej przez 5 minut.

0 6 Umiescic ptytke LP2 MIDI na statywie magnetycznym na 10 minut.

O 7 Uzy¢ pipety P200 ustawionej na objetos¢ 200 pl, aby usuna¢ i odrzuci¢ caty nadsacz z kazdego dotka na probke bez
naruszania osadu kulek.

Ptukanie
O 1 Przeptuka¢ kulki zgodnie z ponizszym opisem.

0 a Pozostawi¢ na statywie magnetycznym i do kazdego dotka na prébke dodac 200 pl swiezego 80%
roztworu EtOH.
O b Odczekac 30 sekund.

0 ¢ Usunac€ i odrzuci¢ caty nadsgcz z kazdego dotka bez naruszania osadu nosnikow.

O 2 Przeptukac nosniki po raz drugi.

00 3 Usunac¢ pozostatos¢ roztworu EtOH z kazdego dotka.
Uzy¢ pipety P20 z mikrokoricéwkami.

O 4  Wyrzucié niewykorzystany roztwér 80% EtOH.

Elucja

1 Usuna¢ ptytke LP2 MIDI ze statywu magnetycznego.

Wymiesza¢ odczynnik RSB przez odwrécenie go lub uzycie mieszadta wirowego.
Doda¢ 27,5 pl odczynnika RSB do kazdego dotka na prébke.

Na ptytke LP2 MIDI natozy¢ samoprzylepna folie uszczelniajaca.

Catkowicie uszczelni¢ krawedzie i dotki.

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

Inkubowac w temperaturze pokojowej przez 2 minuty.

Umiescic¢ na statywie magnetycznym na 2 minuty.

Oznakowac nowg 96-dotkowa ptytke PCR jako LS (Library Samples, prébki bibliotek).

oood
INAE N
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0 9 Przeniesc 25 pl kazdego eluatu z ptytki LP2 MIDI do odpowiedniego dotka na ptytce LS PCR.
0 10 Wyrzuci¢ pusta ptytke LP2 MIDI.
O 11 Na ptytke LS PCR natozy¢ samoprzylepna fiole uszczelniajaca.

Indeksowanie PCR

Przygotowanie
Data i godzina rozpoczecia
0 1 Przygotowac¢ wymienione ponizej odczynniki.

EPM — umiesci¢ na lodzie.
UPxx — wymiesza¢ mieszadtem wirowym, a nastepnie krotko wirowac¢. UPxx to starter do indeksowania wybrany
podczas konfiguracji przebiegu na ekranie Create Run (Utworz przebieg) w Lokalnym menedzerze przebiegu.
CPxx — wymiesza¢ mieszadtem wirowym, a nastepnie krotko wirowac. CPxx to starter do indeksowania wybrany
podczas konfiguracji przebiegu na ekranie Create Run (Utworz przebieg) w Lokalnym menedzerze przebiegu.

0O 2 Upewnic sig, ze indeksy dla kazdej probki sa zgodne z przebiegiem zaplanowanym w Lokalnym menedzerze
przebiegu podczas konfiguracji przebiegu. Nalezy pamietac¢ o przestrzeganiu instrukcji dotyczacych wyboru
indekséw w dokumencie TruSight Oncology Comprehensive (EU) Package Insert (Ulotka dofaczona do opakowania
testu TruSight Oncology Comprehensive (EU)) (nr dokumentu 200007 789).

é PRZESTROGA
Niezgodnosci miedzy prébkami i starterami do indeksowania powoduja zgtaszanie nieprawidtowych
wynikéw z powodu utraty identyfikacji probki dodatniej.

Procedura
0O 1 Dodac¢ 5 pl odpowiedniego startera do indeksowania (UPxx lub CPxx) do odpowiedniego dotka na probke na ptytce
LS PCR zgodnie z indeksami wybranymi podczas konfiguracji przebiegu na ekranie Create Run (Tworzenie
przebiegu) w Lokalnym menedzerze przebiegu.

é PRZESTROGA
W danym momencie nalezy obstugiwac i otwiera¢ tylko jedna probéwke ze starterem do
indeksowania. Kazdg probowke ze starterem do indeksowania nalezy ponownie zamkngé
bezposrednio po uzyciu. Nie fgczy¢ starteréw do indeksowania.

0 2 Odczynnik EPM miesza¢ mieszadtem wirowym przez 5 sekund, a nastepnie krotko wirowag.
0 3 Dodaé 20 pl odczynnika EPM do kazdego dotka na probke.
O 4 Na ptytke LS PCR natozy¢ samoprzylepnag folie uszczelniajaca.
Catkowicie uszczelni¢ krawedzie i dotki, aby zapobiec parowaniu.
O 5 Wytrzasac¢ z predkoscia 1200 obr./min przez 1 minute.
0 6 Odstawi¢ odczynniki stosowane przed amplifikacja do przechowywania.

é PRZESTROGA
Wszystkie kolejne czynnosci nalezy wykonac¢ w obszarze po amplifikacji, aby zapobiec przeniesieniu
produktu amplifikaciji.
O 7 Ptytke LS PCR wirowaé z predkoscia 280 x g przez 1 minute.
0 8 Umiesci¢ na wstepnie zaprogramowanym termocyklerze przeznaczonym do etapow po amplifikacji i uruchomié
program I-PCR.
Patrz Programowanie termocyklerow na stronie 4.
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UWAGA W przypadku kontynuowania procedury od etapu Przygotowanie pierwszej hybrydyzacji na stronie 19
nalezy przestrzegac instrukcji dotyczacych rozmrazania odczynnikéw podanych w czesci ,,Przygotowanie do
etapdéw protokotu”.

0 9 Po zakonczeniu programu I-PCR odwirowac ptytke LS PCR z predkoscia 280 x g przez 1 minute.
[0 10 Ponownie oznakowac ptytke jako ALS (Amplified Library Samples, biblioteki probek po amplifikaciji).

PUNKT BEZPIECZNEGO PRZERWANIA OZNACZEN

W przypadku przerwania procedury ptytke ALS PCR nalezy przechowywaé w temperaturze od -25°C do —15°C nie
dtuzej niz przez 30 dni.

Data i godzina zatrzymania

Przygotowanie do etapdw protokotu

0 1 Upewnic sie, ze ustawione sg programy termocyklera po amplifikacji. Patrz Programowanie termocyklerow na
stronie 4.
0 2 Wyjac probowke z odczynnikami z opakowania i postepowac zgodnie z instrukcjami dotyczacymi rozmrazania.

Tabela12 TruSight Oncology Comp Enrichment (Refrigerate) Box (nr kat. 20031123)

Odczynnik Przechowywanie Instrukcje dotyczace rozmrazania Etap protokotu

TCB1 Od 2°C do 8°C Doprowadzi¢ do temperatury pokojowe;. Przygotowanie pierwszej hybrydyzaciji
Tabela13 TruSight Oncology Comp Enrichment (Freeze) Box (nr kat. 20031121)

Odczynnik Przechowywanie Instrukcje dotyczgce rozmrazania Etap protokotu

TCA1 0Od -25°C do -15°C Rozmrozi¢ do temperatury pokojowe;j. Przygotowanie pierwszej hybrydyzaciji
Tabela 14 TruSight Oncology Comp Content Set Box (nr kat. 20031122)

Odczynnik Przechowywanie Instrukcje dotyczgce rozmrazania Etap protokotu

OPR1 (czerwona Od -25°C do -15°C Rozmrozi¢ do temperatury pokojowe;. Przygotowanie pierwszej hybrydyzaciji
zatyczka)

OPD2 (biata Od -25°C do -15°C Rozmrozi¢ do temperatury pokojowe;j. Przygotowanie pierwszej hybrydyzaciji
zatyczka)

Przygotowanie pierwszej hybrydyzacji

Przygotowanie
Data i godzina rozpoczecia
OO0 1 Przygotowac¢ wymienione ponizej odczynniki.
TCB1 — ogrzewac probowke w temperaturze 37°C przez 5 minut. Miesza¢ mieszadtem wirowym przez
10 sekund, a nastepnie krétko wirowac.
TCA1 — wymiesza¢ mieszadtem wirowym, a nastepnie krétko wirowac.
OPR1 - wymiesza¢ mieszadtem wirowym, a nastepnie krotko wirowad.
OPD2 - wymiesza¢ mieszadtem wirowym, a nastepnie krotko wirowad.
O 2 Jesli ptytka ALS PCR byta przechowywana, nalezy rozmrozi¢ jg do temperatury pokojowej, a nastepnie wirowac
z predkoscia 280 x g przez 1 minute. Nastepnie pipetowaé w celu wymieszania.
0 3 Oznakowac¢ nowa 96-dotkowa ptytke PCR jako HYB1 (Hybridization 1, hybrydyzacja 1).

Procedura
O 1 Przenies¢ 20 pl kazdej biblioteki cDNA i/lub gDNA z ptytki ALS PCR do odpowiedniego dotka na ptytce HYB1 PCR.
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Ooo
o

Natozy¢ samoprzylepna folie uszczelniajgca na ptytke ALS PCR i odtozyc¢ ja.
Catkowicie uszczelni¢ krawedzie i dotki.
Sprawdzi¢ odczynnik TCB1 pod katem obecnosci osadéw. Jesli wystepuja, ponownie ogrzaé probéwke i mieszac
mieszadtem wirowym, az krysztaty sie rozpuszcza.
Dodac 15 pl odczynnika TCB1 do kazdego dotka biblioteki na ptytce HYB1 PCR.
Dodac¢ 10 pl odczynnika TCA1 do kazdego dotka biblioteki na ptytce HYB1 PCR.
Dodac sondy.
Nie taczy¢ ze soba réznych rodzajéw sond.
Dotki na biblioteke RNA - 5 pl odczynnika OPR1 do kazdej biblioteki uzyskanej z RNA.
Doftki na biblioteke DNA - 5 pyl odczynnika OPD2 do kazdej biblioteki uzyskanej z DNA.
Na ptytke HYB1 PCR natozy¢ samoprzylepna folie uszczelniajaca.

& PRZESTROGA
Upewni¢ sig, ze krawedzie i dotki sg catkowicie uszczelnione, aby zapobiec parowaniu.
Wytrzasac z predkoscig 1200 obr./min przez 2 minuty.
Umiesci¢ w termocyklerze i uruchomié program HYB1.
Patrz Programowanie termocyklerow na stronie 4.

0 10 Hybrydyzowac w temperaturze 57°C przez co najmniej 8 godzin i nie dtuzej niz 24 godziny.
O 11 Odstawi¢ odczynniki do hybrydyzacji do przechowywania.
O 12 Ptytke ALS PCR przechowywac w temperaturze od —25°C do —15°C do 30 dni.

Przygotowanie do etapow protokotu

20

a1

Na poczatku 2. dnia wyjac¢ probéwke z odczynnikami z opakowania i postepowaé zgodnie z instrukcjami
dotyczgcymi rozmrazania.

Tabela 15 TruSight Oncology Comp Enrichment (Refrigerate) Box (nr kat. 20031123)

Odczynnik Przechowywanie Instrukcje dotyczace rozmrazania Etap protokotu
SMB 0Od 2°C do 8°C Doprowadzaé do temperatury pokojowej w ciagu Pierwsze wychwytywanie sekwencji
(ciemnoniebieska 30 minut. docelowych
etykieta) Drugie wychwycenie sekwencji
docelowych
ET2 0Od 2°C do 8°C Doprowadzi¢ do temperatury pokojowe;j. Pierwsze wychwytywanie sekwencji
docelowych
Drugie wychwycenie sekwencji
docelowych
HP3 0Od 2°C do 8°C Doprowadzi¢ do temperatury pokojowe;. Pierwsze wychwytywanie sekwencji
docelowych
Drugie wychwycenie sekwencji
docelowych
Normalizacja bibliotek
TCB1 Od 2°C do 8°C Doprowadzi¢ do temperatury pokojowe;. Przygotowanie drugiej hybrydyzacji
RSB 0Od 2°C do 8°C Doprowadzi¢ do temperatury pokojowe;. Drugie wychwycenie sekwencji
docelowych
Oczyszczanie amplifikowanej biblioteki
wzbogaconej
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Tabela16 TruSight Oncology Comp Enrichment (Freeze) Box (nr kat. 20031121)
Odczynnik Przechowywanie Instrukcje dotyczgce rozmrazania Etap protokotu

EE2 0Od -25°C do -15°C Rozmrozi¢ do temperatury pokojowej. Pierwsze wychwytywanie sekwencji
docelowych
Drugie wychwycenie sekwengciji
docelowych
Normalizacja bibliotek

EEW 0Od -25°C do -15°C Rozmrozi¢ do temperatury pokojowe;j. Pierwsze wychwytywanie sekwencji
docelowych

TCA1 0Od -25°C do -15°C Rozmrozi¢ do temperatury pokojowej. Przygotowanie drugiej hybrydyzaciji

Tabela17 TruSight Oncology Comp Content Set Box (nr kat. 20031122)

Odczynnik Przechowywanie Instrukcje dotyczgce rozmrazania Etap protokotu

OPR1 (czerwona 0Od -25°C do -15°C Rozmrozi¢ do temperatury pokojowej. Przygotowanie drugiej hybrydyzaciji
zatyczka)

OPD2 (biata 0Od -25°C do -15°C Rozmrozi¢ do temperatury pokojowe;j. Przygotowanie drugiej hybrydyzacji
zatyczka)

Pierwsze wychwytywanie sekwencji docelowych

Przygotowanie
Data i godzina rozpoczecia
0 1 Podgrza¢ inkubator mikroprobek z wktadka bloku grzejnego MIDI do temperatury 57°C.
0 2 Przygotowac¢ wymienione ponizej odczynniki.
EEW - miesza¢ mieszadtem wirowym przez 1 minute.
EE2 — wymieszac¢ mieszadtem wirowym, a nastepnie krétko wirowac.
HP3 - wymiesza¢ mieszadtem wirowym, a nastepnie krétko wirowac.
SMB — upewni¢ sie, ze kulki znajduja sie w temperaturze pokojowej przez 30 minut.
Nalezy pamietaé, ze do tej procedury nalezy uzy¢ odczynnika SMB, a nie SPB.
ET2 — odstawi¢ do wykorzystania podczas procedury.
O 3 Przygotowac swiezg mieszanine elucyjng EE2+HP3 w probéwce do mikrowirdwki.

Tabela18 Mieszanina elucyjna EE2+HP3 do pierwszego wychwytywania sekwencji docelowych

SR [ 3 biblioteki 8 bibliotek 16 bibliotek 24 biblioteki 48 bibliotek
elucyjnej

EE2 85,5 208 4l 456 4l 684 i 1368l

HP3 4,5l 12 pl 24 ul 36 pl 72l

W tej tabeli uwzgledniono nadwyzke objetosci. Informacije o obliczeniach zawiera czes$¢ ,Postepowanie z odczynnikami” w dokumencie TruSight Oncology
Comprehensive (EU) Package Insert (Ulotka dofaczona do opakowania testu TruSight Oncology Comprehensive (EU)) (nr dokumentu 200007789).
O 4 Mieszanine elucyjng EE2+HP3 mieszac¢ mieszadtem wirowym, a nastepnie krétko wirowac. Odstawi¢ do
wykorzystania na etapie Elucja.
O 5 Oznakowac nowa 96-dotkowa ptytke MIDI jako CAP1 (Capture 1, wychwytywanie 1).
0 6 Wyja¢ magnes.

Procedura
Wiazanie
O 1 Wyjac ptytke HYB1 PCR z termocyklera.

O 2 Wirowac ptytke HYB1 PCR z predkoscia 280 x g przez 1 minute.
00 3 Odczynnik SMB miesza¢ mieszadtem wirowym przez 1 minute, aby ponownie rozprowadzi¢ kulki w zawiesinie.
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[0 4 Niezwtocznie dodac¢ 150 pl odczynnika SMB do kazdego dotka na biblioteke na ptytce CAP1 MIDI.
W przypadku korzystania z korytka do dozowania odczynnika SMB nalezy uwzgledni¢ wspotczynnik nadmiaru
wynoszacy 1,15, aby podczas rozdzielania na réwne porcje mie¢ wystarczajgca ilos¢ materiatu na probke. Po
dodaniu odczynnika SMB do kazdego dotka na probke wyrzuci¢ jakikolwiek pozostaty materiat.
O 5 Ustawi¢ pipete na 50 pl i przenies¢ cata objetosc kazdej biblioteki z ptytki HYB1 PCR do odpowiedniego dotka na
ptytce CAP1 MIDI.
Wyrzuci¢ pusta ptytke HYB1 PCR.
7 Na ptytke CAP1 MIDI natozy¢ samoprzylepna folie uszczelniajaca.
Catkowicie uszczelni¢ krawedzie i dotki, aby zapobiec parowaniu.
8 Wytrzasac z predkoscig 1800 obr./min przez 2 minuty.
9 Inkubowaé w podgrzanym inkubatorze do mikroprébek w temperaturze 57°C przez 25 minut.
10 Umiescic¢ na statywie magnetycznym na 2 minuty.
11 Pozostawiajac ptytke CAP1 MIDI na statywie magnetycznym, za pomoca pipety P200 ustawionej na objetos¢ 200 pl
usunac¢ i odrzuci¢ catly nadsagcz bez naruszania osadu kulek.

od
o

OoooOod

é PRZESTROGA
Przejs¢ natychmiast do nastepnej czynnosci (Pfukanie). Nie dopuszczac do tego, aby osad kulek
pozostawat w bezruchu przez diuzszy czas bez obecnosci ptynu.

Ptukanie
O 1 Przeptukac kulki zgodnie z ponizszym opisem.

O a Zdja¢ ptytke CAP1 MIDI ze statywu magnetycznego.

0 b Doda¢ 200 pl odczynnika EEW do kazdego dotka.

O ¢ Ustawi¢ objetos¢ pipety na 150 pl i pipetowacé co najmniej 10 razy w celu wymieszania. Upewni¢ sig, ze
kulki zostaty ponownie rozprowadzone w zawiesinie.

PRZESTROGA

Upewnic sig, ze nie jest obecny zaden osad kulek, delikatnie zasysajgc caty roztwér nosnika

z dotka do koricowki. Nastepnie obejrzeé¢ dno kazdego dotka pod katem osadu. Podczas etapow
ptukania skierowaé koncéwke pipety w strone osadu nosnika, aby go poruszy¢. Upewnic sig, ze
caty osad kulek zostat w catosci przeniesiony do roztworu. Roztwér powinien mie¢ ciemnobrazowy
kolor i jednorodng konsystencije.

Na ptytke CAP1 MIDI natozy¢ samoprzylepna folie uszczelniajaca.

Catkowicie uszczelni¢ krawedzie i dotki, aby zapobiec parowaniu.

Wytrzgsaé¢ z predkoscia 1800 obr./min przez 4 minuty.

Inkubowac¢ w inkubatorze do mikroprobek w temperaturze 57°C przez 5 minut.

Umiesci¢ na statywie magnetycznym na 2 minuty.

Pozostawi¢ na statywie magnetycznym oraz usunac i odrzuci¢ caty nadsacz z kazdego dotka bez
naruszania osadu kulek.

Ooooood
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O 2 Przeptukac kulki po raz drugi.

O 3 Przeptukac kulki po raz trzeci.

O 4 Usunac¢ pozostatosci nadsaczu z kazdego dotka.
Uzy¢ pipety P20 z mikrokoricéwkami.

Elucja
O 1 Zdjaé ptytke CAP1 MIDI ze statywu magnetycznego.
[0 2 Swiezg mieszanine elucyjng EE2+HP3 mieszaé mieszadtem wirowym, a nastepnie krétko wirowag.
0 3 Ostroznie doda¢ 17 pl mieszaniny elucyjnej EE2+HP3 do kazdego dotka na biblioteke na ptytce CAP1 MIDI.
0 4 Wyrzuci¢ pozostata mieszanine elucyjng EE2+HP3.
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0 5 Na ptytke CAP1 MIDI natozy¢ samoprzylepna folie uszczelniajgca.
Catkowicie uszczelni¢ krawedzie i dotki.
00 6 Wytrzasac z predkoscia 1800 obr./min przez 2 minuty.
O 7 Umiesci¢ na statywie magnetycznym na 2 minuty.
00 8 Oznaczy¢ nowa 96-dotkowa ptytke PCR jako ELU1 (Elution 1, elucja 1).
0 9 Odczynnik ET2 wymieszaé mieszadtem wirowym, a nastepnie krétko wirowag.
0 10 Doda¢ 5 pl odczynnika ET2 do kazdego odpowiedniego dotka na biblioteke na nowej ptytce ELU1 PCR.
0 11 Ostroznie przenies¢ 15 pl eluatu z kazdego dotka na biblioteke na ptytce CAP1 MIDI do odpowiedniego dotka na

ptytce ELU1 PCR.
12 Wyrzucic¢ pustg ptytke CAP1 MIDI.
13 Na ptytke ELU1 PCR natozy¢ samoprzylepna folie uszczelniajgca.
14 Catkowicie uszczelni¢ krawedzie i dotki, aby zapobiec parowaniu.
15 Wytrzasac z predkoscig 1200 obr./min przez 2 minuty.
16 Odstawi¢ odczynnik EEW do przechowywania.

OooooOod

Przygotowanie drugiej hybrydyzacii

Przygotowanie
Data i godzina rozpoczecia
OO0 1 Przygotowac¢ wymienione ponizej odczynniki.

TCB1 — ogrzewac probdéwke w temperaturze 37°C przez 5 minut. Miesza¢ mieszadtem wirowym przez
10 sekund, a nastepnie krétko wirowac.
TCA1 - wymiesza¢ mieszadtem wirowym, a nastepnie krétko wirowac.
OPR1 - wymiesza¢ mieszadtem wirowym, a nastepnie krotko wirowad.
OPD2 - wymieszaé mieszadtem wirowym, a nastepnie krotko wirowad.

Procedura
0 1 Sprawdzi¢ odczynnik TCB1 pod katem obecnosci osadow. Jesli wystepuja, ponownie ogrza¢ probdwke i mieszaé
mieszadtem wirowym, az krysztaly sie rozpuszcza.
2 Doda¢ 15 pl odczynnika TCB1 do kazdego dotka biblioteki na ptytce ELU1 PCR.
Doda¢ 10 pl odczynnika TCA1 do kazdego dotka na biblioteke.
4 Doda¢ sondy.
Nie taczy¢ ze soba réznych rodzajéw sond.
Dotki na biblioteke RNA — 5 pl odczynnika OPR1 do kazdej biblioteki uzyskanej z RNA.
Dotki na biblioteke DNA — 5 pl odczynnika OPD2 do kazdej biblioteki uzyskanej z DNA.
O 5 Na ptytke ELU1 PCR natozy¢ samoprzylepna folie uszczelniajaca.
Catkowicie uszczelni¢ krawedzie i dotki, aby zapobiec parowaniu.
00 6 Wytrzgsac¢ z predkoscia 1200 obr./min przez 2 minuty.
O 7 Umiescié¢ w termocyklerze i uruchomi¢ program HYB2.
Patrz Programowanie termocyklerow na stronie 4.
0 8 Hybrydyzowac w temperaturze 57°C przez co najmniej 1,5 godziny i nie dtuzej niz 4 godziny.
0 9 Odstawi¢ odczynniki TCA1, TCB1, OPR1 i OPD2 do przechowywania.

O 00O
w

Drugie wychwycenie sekwencji docelowych

Przygotowanie
Data i godzina rozpoczecia
O 1 Podgrza¢ inkubator mikroprobek z wktadka bloku grzejnego MIDI do temperatury 57°C.
0 2 Przygotowac¢ wymienione ponizej odczynniki.
EE2 - wymiesza¢ mieszadtem wirowym, a nastepnie krétko wirowag.
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HP3 — wymiesza¢ mieszadtem wirowym, a nastepnie krotko wirowad.
SMB — upewni¢ sie, ze kulki znajdujg sie w temperaturze pokojowej przez 30 minut.
Nalezy pamietac, ze do tej procedury nalezy uzy¢ odczynnika SMB, a nie SPB.
RSB — odstawi¢ do wykorzystania podczas procedury.
ET2 — odstawi¢ do wykorzystania podczas procedury.
O 3 Przygotowac swieza mieszaning elucyjng EE2+HP3 w probdwce do mikrowirowki.

Tabela19 Mieszanina elucyjna EE2+HP3 do drugiego wychwytywania celéw

Sktadnik mieszaniny

L 3 biblioteki 8 bibliotek 16 bibliotek 24 biblioteki 48 bibliotek
elucyjnej
EE2 85,5 pl 228 ul 456 pl 684 pl 1368 ul
HP3 4,5l 12 pl 24l 36 ul 72l

W tej tabeli uwzgledniono nadwyzke objetosci. Informacje o obliczeniach zawiera czes¢ ,,Postgpowanie z odczynnikami” w dokumencie TruSight Oncology
Comprehensive (EU) Package Insert (Ulotka dotaczona do opakowania testu TruSight Oncology Comprehensive (EU)) (nr dokumentu 200007789).

O 4 Wymiesza¢ mieszadtem wirowym, a nastepnie krétko wirowa¢. Odstawi¢ do wykorzystania na etapie Elucja.

00 5 Oznakowac nowa 96-dotkowa ptytke MIDI napisem CAP2 (Capture 2, wychwytywanie 2).

0 6 Wyja¢ magnes.

Procedura

Wigzanie
O 1 Wyjac¢ ptytke ELU1 PCR z termocyklera.
2 Wirowac ptytke ELU1 PCR z predkosciag 280 x g przez 1 minute.
3 Odczynnik SMB mieszaé mieszadtem wirowym przez 1 minute, aby ponownie rozprowadzi¢ kulki w zawiesinie.
4 Niezwtocznie dodac 150 pl odczynnika SMB do kazdego dotka na biblioteke na ptytce CAP2 MIDI.
W przypadku korzystania z korytka do dozowania odczynnika SMB nalezy uwzgledni¢ wspotczynnik nadmiaru
wynoszacy 1,15, aby podczas rozdzielania na réwne porcje mie¢ wystarczajgca ilos¢ materiatu na prébke. Po
dodaniu odczynnika SMB do kazdego dotka na probke wyrzuci¢ jakikolwiek pozostaty materiat.
O 5 Ustawi¢ pipete na objetosc 50 pl i przenies¢ cata objetos¢ kazdej biblioteki z ptytki ELU1 PCR do odpowiedniego
dotka na ptytce CAP2 MIDI.
O 6 Wyrzuci¢ pusta ptytke ELU1 PCR.
O 7 Na ptytke CAP2 MIDI natozy¢ samoprzylepna folie uszczelniajaca.
Catkowicie uszczelni¢ krawedzie i dotki, aby zapobiec parowaniu.
00 8 Wytrzagsac¢ z predkoscia 1800 obr./min przez 2 minuty.
0 9 Inkubowa¢ w inkubatorze do mikroprébek w temperaturze 57°C przez 25 minut.

Oo0O0O

UWAGA W przypadku przejscia do czesci Amplifikacja biblioteki wzbogaconej na stronie 26 nalezy przestrzegaé
instrukcji dotyczacych rozmrazania odczynnikéw podanych w czesci ,,Przygotowanie do etapow protokotu”.

0 10 Umiesci¢ na statywie magnetycznym na 2 minuty.
0 11 Pozostawic¢ ptytke CAP2 MIDI na statywie magnetycznym i za pomoca pipety P200 ustawionej na objetos¢ 200 pl
usunac¢ i odrzucic caty nadsgcz z kazdego dotka na biblioteke bez naruszania osadu kulek.

é PRZESTROGA
Przej$¢ natychmiast do nastepnej czynnosci (Pfukanie). Nie dopuszczac do tego, aby osad kulek
pozostawat w bezruchu przez diuzszy czas bez obecnosci ptynu.

Ptukanie
O 1 Zdjaé ptytke CAP2 MIDI ze statywu magnetycznego.
0 2 Wymieszac¢ odczynnik RSB przez odwrdcenie go lub uzycie mieszadta wirowego.
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0 3 Doda¢ 200 pl odczynnika RSB do kazdego dotka.

[0 4 Na ptytke CAP2 MIDI natozy¢ samoprzylepna folie uszczelniajgca.
Caltkowicie uszczelni¢ krawedzie i dotki.

O 5 Wytrzgsac z predkoscia 1800 obr./min przez 4 minuty.

O 6 Umiesci¢ na statywie magnetycznym na 2 minuty.

O 7 Pozostawi¢ ptytke CAP2 MIDI na statywie magnetycznym oraz usuna¢ i odrzuci¢ caty nadsgcz bez naruszania osadu
kulek.

0 8 Usunac¢ pozostatosci nadsaczu z kazdego dotka.
Uzy¢ pipety P20 z mikrokoricéwkami.

Elucja
Zdjac¢ ptytke CAP2 MIDI ze statywu magnetycznego.
Swiezg mieszanine elucyjng EE2+HP3 mieszaé¢ mieszadtem wirowym, a nastepnie krétko wirowag.
Doda¢ 22 pl mieszaniny elucyjnej EE2+HP3 do kazdego dotka biblioteki na ptytce CAP2 MIDI.
Wyrzuci¢ pozostatg mieszanine elucyjng EE2+HP3.
Na ptytke CAP2 MIDI natozy¢ samoprzylepna folie uszczelniajaca.
Caltkowicie uszczelni¢ krawedzie i dotki.
Whytrzgsac z predkoscig 1800 obr./min przez 2 minuty.
Umiesci¢ na statywie magnetycznym na 2 minuty.
Oznaczy¢ nowa 96-dotkowa ptytke PCR jako ELU2 (Elution 2, elucja 2).
Odczynnik ET2 wymiesza¢ mieszadtem wirowym, a nastepnie krétko wirowag.
0 Dodac¢ 5 pl odczynnika ET2 do kazdego odpowiedniego dotka na biblioteke na nowej ptytce ELU2 PCR.
1 Ostroznie przenies¢ 20 pl eluatu z kazdego dotka na biblioteke na ptytce CAP2 MIDI do odpowiedniego dotka na
ptytce ELU2 PCR.
12 Wyrzucic¢ pustg ptytke CAP2 MIDI.
13 Na ptytke ELU2 PCR natozy¢ samoprzylepna folie uszczelniajaca.
Catkowicie uszczelni¢ krawedzie i dotki, aby zapobiec parowaniu.
O 14 Wytrzgsac z predkoscia 1200 obr./min przez 2 minuty.
[0 15 Odstawi¢ odczynniki SMB, EE2, HP3 i ET2 do przechowywania.

OoooOooQgog ooooOgog
4 2 0o ~NO O~ WN =

OO

PUNKT BEZPIECZNEGO PRZERWANIA OZNACZEN

W przypadku zatrzymania procedury nalezy odwirowacé ptytke ELU2 PCR z predkoscig 280 x g przez 1 minute
i przechowywaé w temperaturze od —25°C do —15°C przez maksymalnie 7 dni.Odstawi¢ RSB do przechowywania.

Data i godzina zatrzymania

Przygotowanie do etapow protokotu

0 1 Przygotowac wiaderko z lodem.
00 2 Wyja¢ proboéwke z odczynnikami z opakowania i postepowac zgodnie z instrukcjami dotyczgcymi rozmrazania.

Tabela 20 TruSight Oncology Comp Enrichment (Freeze) Box (nr kat. 20031121)

Odczynnik Przechowywanie Instrukcje dotyczgce rozmrazania Etap protokotu
PPC3 Od -25°C do -15°C Rozmrozi¢ do temperatury pokojowe;j. Amplifikacja biblioteki wzbogaconej
EPM 0Od -25°C do -15°C Umiesci¢ na lodzie. Amplifikacja biblioteki wzbogaconej
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Tabela 21 TruSight Oncology Comp Enrichment (Refrigerate) Box (nr kat. 20031123)

Odczynnik Przechowywanie Instrukcje dotyczgce rozmrazania Etap protokotu

SPB (jasnozielona  Od 2°C do 8°C Doprowadzac¢ do temperatury pokojowej w ciggu Oczyszczanie amplifikowanej biblioteki

etykieta) 30 minut. wzbogaconej

RSB Od 2°C do 8°C Doprowadzi¢ do temperatury pokojowe;. Oczyszczanie amplifikowanej biblioteki
wzbogaconej

Przygotowanie do sekwencjonowania

Amplifikacja biblioteki wzbogaconej

Przygotowanie
Data i godzina rozpoczecia
O 1 Jesli ptytka ELU2 byta przechowywana, nalezy rozmrozi¢ jg do temperatury pokojowej, a nastepnie odwirowac
z predkoscig 280 x g przez 1 minute.

Procedura
0 1 Odczynnik PPC3 wymiesza¢ mieszadtem wirowym, a nastepnie krotko wirowac.
0 2 Dodac¢ 5 pl odczynnika PPC3 do kazdego dotka na biblioteke na ptytce ELU2 PCR.
00 3 Odczynnik EPM miesza¢ mieszadtem wirowym przez 5 sekund, a nastepnie krétko wirowag.
0 4 Dodac¢ 20 pl odczynnika EPM do kazdego dotka na biblioteke.
O 5 Na ptytke ELU2 PCR natozy¢ samoprzylepna folie uszczelniajaca.
Catkowicie uszczelni¢ krawedzie i dotki, aby zapobiec parowaniu.
0 6 Wytrzasac¢ z predkoscia 1200 obr./min przez 2 minuty.
OO0 7 Umiesci¢ w termocyklerze i uruchomi¢ program EL-PCR.
Patrz Programowanie termocyklerow na stronie 4.

UWAGA W przypadku kontynuowania procedury od etapu Normalizacja bibliotek na stronie 28 nalezy
przestrzegac instrukcji dotyczgcych rozmrazania podanych w czesci ,,Przygotowanie do etapdéw protokotu”.

[0 8 Odtozy¢ odczynniki PPC3 i EPM do przechowywania.

Oczyszczanie amplifikowanej biblioteki wzbogaconej

26

Przygotowanie
Data i godzina rozpoczecia
O 1 Przygotowac¢ wymienione ponizej odczynniki.
SPB — upewni¢ sig, ze kulki znajduja sie w temperaturze pokojowej przez 30 minut.
Nalezy pamietac, ze do tej procedury nalezy uzy¢ odczynnika SPB, a nie SMB.
RSB — odstawi¢ do wykorzystania podczas procedury.
00 2 Przygotowac swiezy roztwdr 80% etanolu w probdéwce stozkowej 15 ml lub 50 ml.

Odczynnik 3 biblioteki 8 bibliotek 16 bibliotek 24 biblioteki 48 bibliotek
100% alkohol etylowy, czysty 2ml 4 ml 8aml 12ml 24 ml

Woda pozbawiona 500 pl 1mil 2ml 3ml 6 ml
RNazy/DNazy

[0 3 Swiezy roztwér 80% EtOH wymieszaé mieszadtem wirowym.
OO0 4 Oznakowac nowg 96-dotkowag ptytke MIDI jako BIND2 (Clean Up Binding, wigzanie po oczyszczaniu).
0 5 Wyja¢ magnes.
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Procedura

Wiagzanie

ooooOooon
N o ok wN =

Wyja¢ ptytke ELU2 PCR z termocyklera.

Odwirowa¢ ptytke ELU2 PCR z predkosciag 280 x g przez 1 minute.

Odczynnik SPB miesza¢ mieszadtem wirowym przez 1 minute, aby ponownie rozprowadzi¢ kulki w zawiesinie.
Niezwtocznie doda¢ 110 pl odczynnika SPB do kazdego dotka na biblioteke na ptytce BIND2 MIDI.

Przenies¢ 50 pl kazdej biblioteki z ptytki ELU2 PCR do odpowiedniego dotka na ptytce BIND2 MIDI.

Wyrzuci¢ pusta ptytke ELU2 PCR.

Na ptytke BIND2 MIDI natozy¢ samoprzylepna folie uszczelniajgca.

Catkowicie uszczelni¢ krawedzie i dotki.

00 8 Wytrzgsac z predkoscia 1800 obr./min przez 2 minuty.
09 Inkubowac w temperaturze pokojowej przez 5 minut.
O 10 Umiescic¢ ptytke na statywie magnetycznym na 5 minut.
O 11 Uzy¢ pipety P200 ustawionej na objetos¢ 200 pl, aby usuna¢ i odrzuci¢ cafy nadsacz z kazdego dotka na biblioteke
bez naruszania osadu kulek.
Ptukanie
O 1 Przeptuka¢ kulki zgodnie z ponizszym opisem.
0 a Pozostawi¢ na statywie magnetycznym i dodac 200 pl Swiezego 80% roztworu EtOH do kazdego dotka.
O b Odczeka¢ 30 sekund.
O ¢ Usunaé i odrzuci¢ caty nadsacz z kazdego dotka na probke bez naruszania osadu kulek.
O 2 Przeptukac kulki po raz drugi.
0 3 Usunaé pozostatos¢ roztworu EtOH z kazdego dotka.
Uzy¢ pipety P20 z mikrokoricéwkami.
OO0 4  Wyrzuci¢ niewykorzystany roztwor 80% EtOH.
Elucja
O 1 Usuna¢ plytke BIND2 MIDI ze statywu magnetycznego.
O 2 Wymieszaé odczynnik RSB przez odwrdécenie go lub uzycie mieszadta wirowego.
OO0 3 Dodac 32 pl odczynnika RSB do kazdego dotka na biblioteke.
0 4 Na ptytke BIND2 MIDI natozy¢ samoprzylepna folie uszczelniajgca.
Caltkowicie uszczelni¢ krawedzie i dotki.
0O 5 Wytrzgsac z predkoscia 1800 obr./min przez 2 minuty.
O 6 Inkubowac w temperaturze pokojowej przez 2 minuty.
O 7 Umiesci¢ na statywie magnetycznym na 2 minuty.
0 8 Oznakowac nowa 96-dotkowa ptytke PCR jako PL (Purified Libraries, biblioteki oczyszczone).
00 9 Przenies¢ 30 pl kazdego eluatu z ptytki BIND2 MIDI do odpowiedniego dotka na ptytce PL PCR.
0 10 Wyrzuci¢ pusta ptytke BIND2 MIDI.
0 11 Na ptytke PL PCR natozy¢ samoprzylepna folie uszczelniajaca.
O 12 Odstawi¢ odczynnik SPB do przechowywania.

PUNKT BEZPIECZNEGO PRZERWANIA OZNACZEN

W przypadku zatrzymania procedury nalezy odwirowaé ptytke PL PCR z predkoscig 280 x g przez 1 minute
i przechowywaé w temperaturze od —25°C do -15°C przez maksymalnie 30 dni. Odstawi¢ RSB do
przechowywania.

Data i godzina zatrzymania
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Przygotowanie do etapow protokotu

00 1 Wyja¢ proboéwke z odczynnikami z opakowania i postepowac zgodnie z instrukcjami dotyczacymi rozmrazania.

Tabela 22 TruSight Oncology Comp Enrichment (Freeze) Box (nr kat. 20031121)

Odczynnik Przechowywanie Instrukcje dotyczgce rozmrazania
LNA1 0Od -25°C do -15°C Rozmrozi¢ do temperatury pokojowe;j.
EE2 0Od -25°C do -15°C Rozmrozi¢ do temperatury pokojowe;j.

Tabela 23 TruSight Oncology Comp Enrichment (Refrigerate) Box (nr kat. 20031123)

Odczynnik Przechowywanie Instrukcje dotyczace rozmrazania

LNB1 Od 2°C do 8°C Doprowadza¢ do temperatury pokojowej w ciagu
30 minut.

HP3 Od 2°C do 8°C Doprowadzi¢ do temperatury pokojowe;.

LNW1 0Od 2°C do 8°C Doprowadzi¢ do temperatury pokojowej.

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

Etap protokotu

Normalizacja bibliotek

Normalizacja bibliotek

Etap protokotu

Normalizacja bibliotek

Normalizacja bibliotek
Przygotowanie do sekwencjonowania

Normalizacja bibliotek

Normalizacja bibliotek

OO0 2 W przypadku kontynuowania procedury tego samego dnia od etapu Przygotowanie do sekwencjonowania na stronie
31 nalezy przestrzegac instrukcji dotyczacych rozmrazania podanych w czesci ,,Przygotowanie do etapow
protokotu”.

Normalizacja bibliotek

Przygotowanie
Data i godzina rozpoczecia
0 1 Przygotowac¢ wymienione ponizej odczynniki.
LNB1 — upewni¢ sie, ze nosniki znajduja sie w temperaturze pokojowej przez 30 minut.
LNA1 - wymiesza¢ mieszadtem wirowym.
EE2 - wymiesza¢ mieszadtem wirowym, a nastepnie krétko wirowag.
HP3 — wymiesza¢ mieszadtem wirowym, a nastepnie krétko wirowac.
LNW1 — wymieszac¢ mieszadtem wirowym. Odstawi¢ do wykorzystania podczas procedury.
LNS1 — wymiesza¢ mieszadtem wirowym. Odstawi¢ do wykorzystania podczas procedury.
0 2 Odczynnik LNB1 miesza¢ mieszadtem wirowym przez 1 minute, aby ponownie rozprowadzi¢ nosniki w zawiesinie.
Odwréci¢ probéwke z LNB1, aby upewni¢ sie, ze wszystkie nosniki zostaty ponownie rozprowadzone w zawiesinie.
0 3 Za pomoca pipety P1000 ustawionej na objeto$¢ 800 pl pipetowacé odczynnik LNB1 w gére i w dét 10 razy w celu
ponownego rozprowadzenia w zawiesinie.
OO0 4 Natychmiast przygotowac swiezg mieszanine wyjsciowa LNA1+LNB1 w proboéwce stozkowe;.

PRZESTROGA

Catkowicie ponownie rozprowadzi¢ w zawiesinie osad nosnikdow LNB1 z dna probdéwki, aby zapobiec
niejednolitej gestosci klastra.

Tabela 24 Mieszanina wyjsciowa LNA1+LNB1

Sktadnik mieszaniny

S 3 biblioteki 8 bibliotek 16 bibliotek 24 biblioteki 48 bibliotek
wyjsciowej
LNA1 229 i 610 pl 1219 pl 1829 pl 3658
LNB1 41l 110l 221 pl 331 ul 662 il

28 | Dokument nr200009022 wer. 02 POL Kwiecier 2022r.



Formularz badanialaboratoryjnego TruSight™ Oncology Comprehensive (EU) Lab Tracking Form

W tej tabeli uwzgledniono nadwyzke objetosci. Informacje o obliczeniach zawiera czes$¢ ,Postepowanie z odczynnikami” w dokumencie TruSight Oncology
Comprehensive (EU) Package Insert (Ulotka dotaczona do opakowania testu TruSight Oncology Comprehensive (EU)) (nr dokumentu 200007789).
0 5 Mieszanine wyjsciowa LNA1+LNB1 wymiesza¢ mieszadtem wirowym. Odstawi¢ do etapu Wiazanie.
0 6 Przygotowac swiezg mieszanine elucyjng EE2+HP3 w probéwce do mikrowirdwki.
Tabela 25 Mieszanina elucyjna EE2+HP3 do normalizaciji bibliotek

Sktadnik mieszaniny

L 3 biblioteki 8 bibliotek 16 bibliotek 24 biblioteki 48 bibliotek
elucyjnej
EE2 114 pl 304 608 912 ul 1824 pl
HP3 6 pl 16 pl 32 ul 48 ul 96 ul

W tej tabeli uwzgledniono nadwyzke objetosci. Informacje o obliczeniach zawiera czes$¢ ,,Postepowanie z odczynnikami” w dokumencie TruSight Oncology
Comprehensive (EU) Package Insert (Ulotka dotaczona do opakowania testu TruSight Oncology Comprehensive (EU)) (nr dokumentu 200007789).
[0 7 Swieza mieszanine elucyjna mieszaé mieszadtem wirowym, a nastepnie krétko wirowad. Odstawié do wykorzystania
na etapie Elucja.
O 8 Jesli ptytka PL PCR byta przechowywana, nalezy rozmrozi¢ ja do temperatury pokojowej, wirowac z predkoscia
280 x g przez 1 minute, a nastepnie pipetowac w celu wymieszania.
0 9 Oznakowac nowa 96-dotkowa ptytke MIDI BBN (Bead Based Normalization, normalizacja w oparciu o nosniki).
0 10 Wyja¢ magnes.

Procedura

Wiazanie

Mieszaning wyjsciowg LNA1+LNB1 wymiesza¢ mieszadtem wirowym.

Niezwtocznie dodac 45 pl mieszaniny wyjsciowej LNA1+LNB1 do kazdego dotka na biblioteke na ptytce BBN MIDI.
Wyrzuci¢ pozostatg mieszanine wyjsciowa LNA1+LNB1.

Dodac 20 pl kazdej biblioteki z ptytki PL PCR do odpowiedniego dotka na ptytce BBN MIDI.

Na ptytke BBN MIDI natozy¢ samoprzylepna folie uszczelniajaca.

Catkowicie uszczelni¢ krawedzie i dofki.

Wytrzasac¢ z predkoscia 1800 obr./min przez 30 minut.

Na ptytke PL PCR natozy¢ samoprzylepng folie uszczelniajgca i odtozy¢ do przechowywania.

Umiesci¢ plytke na statywie magnetycznym na 2 minuty.

Pozostawi¢ na statywie magnetycznym i za pomoca pipety P200 usunac i odrzucic¢ caty nadsacz z kazdego dotka
bez naruszania osadu kulek.

oooogoo
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Ptukanie
OO0 1 Przeptukac kulki zgodnie z ponizszym opisem.

a Zdjac ptytke BBN MIDI ze statywu magnetycznego.

b Dodac¢ 45 pl odczynnika LNW1 do kazdego dotka na biblioteke.

¢ Na ptytke BBN MIDI natozy¢ samoprzylepna folie uszczelniajaca.

d Catkowicie uszczelni¢ krawedzie i dotki.

e Wytrzasac¢ z predkoscig 1800 obr./min przez 5 minut.

f Umiescié na statywie magnetycznym na 2 minuty.

g Usunac i odrzuci¢ caty nadsacz z kazdego dotka bez naruszania osadu nosnikéw.

Oooooooao

O 2 Przeptukac nosniki po raz drugi.
O 3 Usunac¢ pozostatosci nadsaczu z kazdego dotka.
Uzy¢ pipety P20 z mikrokoricéwkami.

Elucja
0 1 Zdjac¢ ptytke BBN MIDI ze statywu magnetycznego.
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[0 2 Swieza mieszaning elucyjna EE2+HP3 mieszaé mieszadtem wirowym, a nastepnie krétko wirowad.
0 3 Doda¢ 32 pl roztworu EE2+HP3 do kazdego dotka na biblioteke na ptytce BBN MIDI.
[0 4 Wyrzuci¢ pozostatg mieszanine elucyjna.
[0 5 Na ptytke BBN MIDI natozy¢ samoprzylepna folie uszczelniajgca.
Catkowicie uszczelni¢ krawedzie i dotki.
00 6 Wytrzgsac¢ z predkoscia 1800 obr./min przez 2 minuty.
O 7 Umiesci¢ na statywie magnetycznym na 2 minuty.
0 8 Oznakowac nowa 96-dotkowa ptytke PCR jako NL (Normalized Libraries, biblioteki znormalizowane).
[0 9 Ostroznie przenies¢ 30 ul eluatu z kazdego dotka na biblioteke na ptytce BBN MIDI do odpowiedniego dotka na

ptytce NL PCR.

& PRZESTROGA
Jesli kulki zostang zassane do koncéwek pipet, nalezy dozowac je z powrotem na ptytke na statywie

magnetycznym i poczekac, az ciecz stanie sie klarowna (ok. 2 minuty), przed przejsciem do kolejnego
etapu procedury.

0 10 Wyrzucié¢ pusta ptytke BBN MIDI.

0 11 Odczynnik LNS1 wymiesza¢ mieszadtem wirowym.

0 12 Dodac¢ 30 pl odczynnika LNS1 do kazdego dotka na biblioteke na nowej ptytce NL PCR.

[0 13 Pipetowac 5 razy w celu wymieszania.

O 14 Na ptytke NL PCR natozyé samoprzylepna folie uszczelniajaca.

Catkowicie uszczelni¢ krawedzie i dotki.
[0 15 Odtozy¢ odczynniki LNB1, LNA1, EE2, LNW1 i LNS1 do przechowywania.

PUNKT BEZPIECZNEGO PRZERWANIA OZNACZEN

W przypadku zatrzymania procedury nalezy wirowac¢ ptytke NL PCR z predkoscig 280 x g przez 1 minute
i przechowywaé w temperaturze od —-25°C do —15°C przez maksymalnie 30 dni.

Data i godzina zatrzymania

Przygotowanie do etapow protokotu

30

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

OO0 1  Wyjac bufor do rozcienczen bibliotek Library Dilution Buffer (HT1) z miejsca przechowywania w temperaturze od -
25°C do -15°C, rozmrozi¢ do temperatury pokojowej, a nastepnie umiesci¢ na lodzie.

[0 2 W odniesieniu do innych materiatdow eksploatacyjnych w tym zestawie postepowac zgodnie z instrukcjami
dotyczacymi przygotowania zawartymi w dokumencie NextSeq 550Dx Instrument Reference Guide (Instrukcja
obstugi aparatu NextSeq 550Dx) (nr dokumentu: 1000000009513).

Kaseta odczynnikéw na 300 cykli NextSeq 550Dx High Output Reagent Cartridge v2 (300 cycles)
Kaseta z buforem na 300 cykli NextSeq 550Dx Buffer Cartridge v2 (300 cycles)

Kaseta z komorg przeptywowa na 300 cykli NextSeq 550Dx High Output Flow Cell Cartridge v2.5 (300 cycles)
0 3 Wyjac probowke z odczynnikami z opakowania i postepowac zgodnie z instrukcjami dotyczacymi rozmrazania.

Tabela 26 TruSight Oncology Comp Enrichment (Freeze) Box (nr kat. 20031121)

Odczynnik Przechowywanie Instrukcje dotyczace rozmrazania Etap protokotu

Kontrola 0Od -25°C do -15°C Rozmrozi¢ do temperatury pokojowej. Umiescic Przygotowanie do sekwencjonowania
wewnetrzna PhiX na lodzie.

(PhiX)
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Tabela 27 TruSight Oncology Comp Enrichment (Refrigerate) Box (nr kat. 20031123)

Odczynnik Przechowywanie Instrukcje dotyczgce rozmrazania Etap protokotu

HP3 0Od 2°C do 8°C Doprowadzi¢ do temperatury pokojowe;. Przygotowanie do sekwencjonowania
RSB (rézowa Od 2°C do 8°C Doprowadzi¢ do temperatury pokojowej. Przygotowanie do sekwencjonowania
etykieta)

Przygotowanie do sekwencjonowania

Przygotowanie

Data i godzina rozpoczecia

0 1 Nalezy zapoznac sie z wytycznymi dotyczacymi liczby bibliotek i wybierania indekséw w dokumencie TruSight
Oncology Comprehensive (EU) Package Insert (Ulotka dotaczona do opakowania testu TruSight Oncology
Comprehensive (EU)) (nr dokumentu 200007 789).

0 2 Oznakowac probéwke do mikrowiréwki jako dHP3 (diluted HP3, rozcienczony HP3).

0 3 Oznakowac probéwke do mikrowirdwki jako dPhiX (diluted PhiX, rozcienczony PhiX).

0 4 Podgrza¢ blok grzejny do 96°C dla probowek do mikrowirowki.

0 5 Przygotowac¢ wiaderko z lodem.

Rozcienczanie i denaturacja kontroli PhiX
O 1 Odczynnik HP3 miesza¢ mieszadtem wirowym, a nastepnie krotko wirowad.
0 2 W probowce dHP3 do mikrowirdwki nalezy wymieszaé podane ponizej objetosci.
10 pyl HP3
190 pl wody pozbawionej RNazy/DNazy

0 3 Zawartos¢ probowki dHP3 miesza¢ mieszadtem wirowym, a nastepnie krotko wirowac.
O 4 Wymieszaé odczynnik RSB przez odwrdécenie go lub uzycie mieszadta wirowego.
0 5 Kontrole PhiX miesza¢ mieszadtem wirowym, a nastepnie krotko wirowac.
0 6 W probowce dPhiX do mikrowirdwki nalezy wymiesza¢ podane ponizej objetosci.
8 ul RSB
2 pl kontroli PhiX
0 7 Dodac¢ 10 pyl dHP3 do probéwki dPhiX.
O 8 Wyrzuci¢ probéwke dHP3.
0 9 Zawartos¢ probowki dPhiX miesza¢ mieszadtem wirowym, a nastepnie krotko wirowag.
O 10 Inkubowac¢ dPhiX w temperaturze pokojowej przez 5 minut w celu denaturaciji.
OO0 11 Odczynnik HT1 wymiesza¢ mieszadtem wirowym.
[0 12 Niezwtocznie dodac 980 ul wstepnie schtodzonego odczynnika HT1 do probowki dPhiX.
0 13 Wymieszac¢ mieszadtem wirowym, a nastepnie krétko wirowag.
[0 14 Probdéwke dPhiX umiescic¢ na lodzie az do momentu uzycia na etapie przygotowania do drugiego rozcienczenia.

Stezenie koricowe wynosi 20 pM dPhiX.
15 Odstawi¢ odczynniki PhiX, HP3 i RSB do przechowywania.

O

Pulowanie i denaturacja bibliotek
O 1 Jesli ptytka NL PCR byta przechowywana, nalezy rozmrozi¢ jg do temperatury pokojowej, a nastepnie odwirowac
z predkosciag 280 x g przez 1 minute.
O 2 Uzywajgc pipety wielokanatowej ustawionej na 30 pl, delikatnie wymieszac¢ biblioteki na ptytce NL PCR, pipetujac je
5razy.
Dla kazdej biblioteki nalezy uzy¢ swiezych koricéwek.

é PRZESTROGA
W celu uzyskania optymalnej wydajnosci nalezy upewnic sig, ze biblioteki zostaty dobrze wymieszane.
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0 3 Wybra¢ jedng z ponizszych opciji w celu pulowania, denaturowania i rozcienczania bibliotek.

Opcja 1: jednoczesne sekwencjonowanie bibliotek pochodzacych z probek RNA i prébek DNA. Patrz Opcja 1:
biblioteki DNA i RNA razem na stronie 32.

Opcja 2: sekwencjonowanie wytacznie bibliotek pochodzacych z prébek DNA. Patrz Opcja 2: tylko biblioteki
DNA na stronie 32.

Opcja 3: sekwencjonowanie wytgcznie bibliotek pochodzacych z prébek RNA. Patrz: Opcja 3: tylko biblioteki
RNA na stronie 33.

Opcija 1: biblioteki DNA i RNA razem
1 Oznakowac probowke do mikrowirdwki jako PRL (Pooled RNA Libraries, spulowane biblioteki RNA).
2 Oznakowac probéwke do mikrowiréwki jako PDL (Pooled DNA Libraries, spulowane biblioteki DNA).
3 Przenies¢ 10 pl kazdej znormalizowanej biblioteki RNA (cDNA) z ptytki NL do proboéwki PRL.
Nie pulowa¢ dwéch bibliotek z tym samym starterem do indeksowania.
0 4 Przenies¢ 10 pl kazdej znormalizowanej biblioteki DNA z ptytki NL do probdwki PDL.
Nie pulowac¢ dwoch bibliotek z tym samym starterem do indeksowania.

Ooo

0 5 Na ptytke NL PCR natozy¢ samoprzylepna folie uszczelniajaca.
Caltkowicie uszczelni¢ krawedzie i dotki.
[0 6 Kazda probowke PRL i PDL wymiesza¢ mieszadtem wirowym.
O 7 Probéwki PRL i PDL krétko odwirowac.
0 8 Probéwki PRL i PDL inkubowaé w bloku grzejnym w temperaturze 96°C przez 2 minuty.
0 9 Probéwki PRL i PDL umiesci¢ na lodzie na 5 minut.
0 10 Probowki PRL i PDL wymieszaé mieszadtem wirowym, a nastepnie krétko odwirowag.
0 11 Umiesci¢ probéwki PRL i PDL z powrotem na lodzie.

Przygotowanie pierwszego rozcienczenia
O 1 Oznakowac proboéwke do mikrowiréwki 1,7 ml jako DIL1 (Dilution 1, rozcienczenie 1).
0 2 Przenies¢ 20 pl PDL do pustej probéwki DILT.
[0 3 Dodac 5 pl PRL do probdéwki DIL1.
0 4 Wyrzuci¢ probéwki PDL i PRL.
0 5 Dodag 475 pl wstepnie schtodzonego HT1 do probdéwki DIL1 (rozcienczenie 1:20).
0 6 Wymieszac¢ zawartos¢ probéwki DIL1 mieszadtem wirowym, a nastepnie krétko wirowac.

Przygotowanie drugiego rozcienczenia
Oznaczy¢ probowke do mikrowirowki 2,0 ml jako DIL2 (Dilution 2, rozcienczenie 2).
Przenies¢ 40 pl DIL1 do pustej probowki DIL2.
Wyrzuci¢ probowke DIL1.
Doda¢ 1660 pl wstepnie schtodzonego HT1 do probdéwki DIL2 (rozcienczenie 1:850).
Wymieszac¢ przygotowany 20 pM roztwér dPhiX mieszadtem wirowym, a nastepnie krétko wirowac.
Dodac¢ 2,5 pl przygotowanego 20 pM roztworu dPhiX do probéwki DIL2.
Wymiesza¢ mieszadtem wirowym, a nastepnie krétko wirowac.
Zatadowac 1300 pl DIL2 do rozmrozonej kasety NextSeq 550Dx High Output Reagent Cartridge v2 (300 cycles).
Wiecej informaciji na ten temat zawiera Instrukcja obstugi aparatu NextSeq 550Dx (nr dokumentu: 1000000009513).
Wyrzuci¢ probowke DIL2.
10 Odwirowac ptytke NL PCR z predkoscia 280 x g przez 1 minute i przechowywac¢ w temperaturze od -25°C do -15°C
do 30 dni.
O 11 Przej$¢ do sekwencjonowania.
Wiecej informacji na ten temat zawiera Instrukcja obstugi aparatu NextSeq 550Dx (nr dokumentu: 1000000009513).

Opcja 2: tylko biblioteki DNA
O 1 Oznakowac probowke do mikrowiréwki jako PDL (Pooled DNA Libraries, spulowane biblioteki DNA).

oooooood
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Przenies¢ 10 pl kazdej znormalizowanej biblioteki DNA z ptytki NL do probowki PDL.
Nie pulowac¢ dwoch bibliotek z tym samym starterem do indeksowania.

Na ptytke NL PCR natozy¢ samoprzylepna folie uszczelniajaca.

Catkowicie uszczelni¢ krawedzie i dotki.

Probéwke PDL wymiesza¢ mieszadtem wirowym.

Probéwke PDL krétko odwirowad.

Probowke PDL inkubowaé w bloku grzejnym w temperaturze 96°C przez 2 minuty.
Umiesci¢ probéwke PDL na lodzie na 5 minut.

Probéwke PDL wymiesza¢ mieszadtem wirowym, a nastepnie krotko odwirowac.
Umiescic¢ probowke PDL z powrotem na lodzie.

Przygotowanie pierwszego rozcienczenia

02

Oznakowac probdéwke do mikrowiréwki 1,7 ml jako DIL1 (Dilution 1, rozcienczenie 1).
Przenies¢ 10 ul PDL do pustej probowki DIL1.

Wyrzuci¢ probowke PDL.

Doda¢ 190 pl wstepnie schtodzonego HT1 do probéwki DIL1 (rozcienczenie 1:20).
Wymiesza¢ zawartosc¢ probowki DIL1 mieszadtem wirowym, a nastepnie krotko wirowac.

Przygotowanie drugiego rozcienczenia

oooooood
0N O WN =
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Oznaczy¢ probowke do mikrowirowki 2,0 ml jako DIL2 (Dilution 2, rozcienczenie 2).

Przenies¢ 40 pl DIL1 do pustej probowki DIL2.

Wyrzuci¢ probowke DIL1.

Doda¢ 1660 pl wstepnie schtodzonego HT1 do probdéwki DIL2 (rozcienczenie 1:850).

Wymieszac¢ przygotowany 20 pM roztwér dPhiX mieszadtem wirowym, a nastepnie krétko wirowac.

Dodac¢ 2,5 pl przygotowanego 20 pM roztworu dPhiX do probéwki DIL2.

Wymiesza¢ mieszadtem wirowym, a nastepnie krétko wirowac.

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

Wiecej informaciji na ten temat zawiera Instrukcja obstugi aparatu NextSeq 550Dx (nr dokumentu: 1000000009513).
Wyrzuci¢ probowke DIL2.

Ptytke NL PCR wirowac¢ z predkoscig 280 x g przez 1 minute, a nastepnie przechowywac¢ w temperaturze od —-25°C
do —15°C przez maksymalnie 30 dni.

Przej$¢ do sekwencjonowania.

Wiecej informacji na ten temat zawiera Instrukcja obstugi aparatu NextSeq 550Dx (nr dokumentu: 1000000009513).

Opcja 3: tylko biblioteki RNA
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Oznakowac¢ probéwke do mikrowiréwki jako PRL (Pooled RNA Libraries, spulowane biblioteki RNA).
Przenies¢ 10 pl kazdej znormalizowanej biblioteki RNA (cDNA) z ptytki NL do probdéwki PRL.
Nie pulowa¢ dwéch bibliotek z tym samym starterem do indeksowania.

Na ptytke NL PCR natozy¢ samoprzylepna folie uszczelniajaca.

Catkowicie uszczelni¢ krawedzie i dotki.

Probéwke PRL wymiesza¢ mieszadtem wirowym.

Probéwke PRL krotko odwirowac.

Inkubowac probéwke PRL w bloku grzejnym w temperaturze 96°C przez 2 minuty.
Umiesci¢ probéwke PRL na lodzie na 5 minut.

Probowke PRL wymiesza¢ mieszadtem wirowym, a nastepnie krétko odwirowac.

Umiesci¢ probéwke PRL z powrotem na lodzie.

Przygotowanie pierwszego rozcienczenia

a1

Oznakowac probéwke do mikrowiréwki 1,7 ml jako DIL1 (Dilution 1, rozcienczenie 1).
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[0 2 Przenies¢ 10 pl PRL do pustej probéwki DIL1.

0 3 Wyrzuci¢ probowke PRL.

0 4 Doda¢ 190 pl wstepnie schtodzonego HT1 do probdéwki DIL1 (rozcienczenie 1:20).

0 5 Wymieszac¢ zawartos¢ probéwki DIL1 mieszadtem wirowym, a nastepnie krotko wirowac.

Przygotowanie drugiego rozcienczenia

0 1 Oznaczy¢ probéwke do mikrowiréwki 2,0 ml jako DIL2 (Dilution 2, rozcienczenie 2).

[0 2 Przeniesc 40 pl DIL1 do pustej probowki DIL2.

0 3 Wyrzucié probéwke DIL1.

00 4 Dodac¢ 1646 pl wstepnie schtodzonego HT1 do probéwki DIL2 (rozcienczenie 1:843).

O 5 Wymieszaé przygotowany 20 pM roztwér dPhiX mieszadtem wirowym, a nastepnie krotko wirowag.

0 6 Doda¢ 16,7 pl przygotowanego 20 pM roztworu dPhiX do probowki DIL2.

O 7 Wymiesza¢ mieszadtem wirowym, a nastepnie krétko wirowac.

[0 8 Zatadowac 1300 pl zawartosci probowki DIL2 do rozmrozonej kasety odczynnikéw na 300 cykli NextSeq 550Dx High
Output Reagent Cartridge v2 (300 cycles).
Wiecej informaciji na ten temat zawiera Instrukcja obstugi aparatu NextSeq 550Dx (nr dokumentu: 1000000009513).

0 9 Wyrzucié probéwke DIL2.

[0 10 Odwirowac ptytke NL PCR z predkoscia 280 x g przez 1 minute i przechowywac w temperaturze od -25°C do -15°C

do 30 dni.
O 11 Przej$¢ do sekwencjonowania.
Wiecej informacji na ten temat zawiera Instrukcja obstugi aparatu NextSeq 550Dx (nr dokumentu: 1000000009513).
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Patenty i znaki towarowe

Niniejszy dokument oraz jego tre$¢ stanowig wtasnos$¢ firmy lllumina, Inc. oraz jej podmiotéw zaleznych (,lllumina”) i sg przeznaczone
wyfacznie do uzytku zgodnego z umowa przez klienta firmy w zwigzku z uzytkowaniem produktéw opisanych w niniejszym dokumencie, z
wytaczeniem innych celéw. Niniejszy dokument oraz jego tres¢ nie beda wykorzystywane ani rozpowszechniane do innych celéw i/lub
publikowane w inny sposéb, ujawniane ani kopiowane bez pisemnej zgody firmy lllumina. Firma lllumina na podstawie niniejszego dokumentu
nie przenosi zadnych licencji podlegajacych przepisom w zakresie patentéw, znakdw towarowych czy praw autorskich ani prawu
powszechnemu lub prawom pokrewnym oséb trzecich.

W celu zapewnienia wtasciwego i bezpiecznego uzytkowania produktéw opisanych w niniejszym dokumencie podane instrukcje powinny by¢
Scisle przestrzegane przez wykwalifikowany i wtasciwie przeszkolony personel. Przed rozpoczeciem uzytkowania tych produktéw nalezy
zapozna¢ sie z catg trescia niniejszego dokumentu.

NIEZAPOZNANIE SIE LUB NIEDOKLADNE PRZESTRZEGANIE WSZYSTKICH INSTRUKCJI PODANYCH W NINIEJSZYM DOKUMENCIE MOZE
SPOWODOWAC USZKODZENIE PRODUKTOW LUB OBRAZENIA CIALA UZYTKOWNIKOW LUB INNYCH OSOB ORAZ USZKODZENIE
INNEGO MIENIA, A TAKZE SPOWODUJE UNIEWAZNIENIE WSZELKICH GWARANCJI DOTYCZACYCH PRODUKTOW.

FIRMA ILLUMINA NIE PONOSI ODPOWIEDZIALNOSCI ZA NIEWEASCIWE UZYTKOWANIE PRODUKTOW (W TYM ICH CZESCI
| OPROGRAMOWANIA) OPISANYCH W NINIEJSZYM DOKUMENCIE.

© 2022 lllumina, Inc. Wszelkie prawa zastrzezone.

Wszystkie znaki towarowe sg wtasnoscia firmy lllumina, Inc. lub ich odpowiednich witascicieli. Szczegdétowe informacije na temat znakéw
towarowych mozna znalez¢ na stronie www.illumina.com/company/legal.html.

Informacje kontaktowe

ul C€

lllumina

5200 lllumina Way

San Diego, California 92122, USA IVD

+1 800 809 ILMN (4566)

+1 858 202 4566 (poza Ameryka Pétnocna) ec | rRep
techsupport@illumina.com

www.illumina.com lllumina Netherlands B.V.

Steenoven 19
5626 DK Eindhoven,
Holandia

Etykiety produktu

Objasnienia symboli zamieszczonych na opakowaniu i samym produkcie znajduja sie w kluczu symboli uzytych
w danym zestawie, dostepnym na stronie support.illumina.com.
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