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O mddulo de analise Local Run Manager TruSight" Oncology Comprehensive (UE) do lllumina®
(Modulo de analise do TSO Comprehensive) analisa leituras de sequenciagcao de bancos de ADN

e ARN preparados utilizando o ensaio TruSight Oncology Comprehensive (TSO Comprehensive). A
utilizacao prevista para o Ensaio TSO Comprehensive pode ser encontrada em Folheto informativo do
TruSight Oncology Comprehensive (UE) (documento n.2 200007789).

O Médulo de analise do TSO Comprehensive suporta a configuracdo, sequenciacdo, analise e
relatorio de ensaio para os bancos de ADN e ARN preparados. Para amostras de doentes, o Mdédulo
de analise do TSO Comprehensive gera:

Um relatorio TSO Comprehensive para cada amostra de doente, que inclui diagnéstico
complementar, perfil tumoral e resultados de controlo de qualidade (disponiveis nos formatos PDF
e JSON).

Um relatorio de baixa profundidade (*.tsv) para cada amostra de doente, que inclui uma lista de
posi¢cbes gendmicas (anotadas com simbolos genéticos), com profundidade de sequenciacdo
insuficiente para excluir a presenca de uma pequena variante num banco de ADN.

Um ficheiro de indicadores de controlo de qualidade (*.tsv), que inclui o estado da analise e
indicadores de controlo de qualidade para todas as amostras de doentes num ensaio de
sequenciacao.

Para amostras de controlo, o Médulo de analise do TSO Comprehensive gera um relatorio de saida
de controlo (*.tsv), que inclui resultados de controlo de qualidade para quaisquer amostras de
controlo no ensaio de sequenciacgéo.

O conjunto de aplicac¢des de software TSO Comprehensive (UE) é utilizado para instalar o Médulo de
analise do TSO Comprehensive e os componentes de software. O Claims Package TSO
Comprehensive (UE) estd instalado no Modulo de analise do TSO Comprehensive. Para numeros de
pecas e numeros de versao, consulte Folheto informativo do TruSight Oncology Comprehensive (UE)
(documento n.2 200007789).

Sobre este guia

Este guia fornece instru¢cdes para a definicdo de parametros de ensaio para sequenciagao e analise
de parametros para o Modulo de anélise do TSO Comprehensive. A utilizagcdo do software requer um
conhecimento basico do sistema operativo Windows atual e da interface do utilizador baseada em
navegador Web. Para obter informacdes sobre o painel Local Run Manager e as configuragdes do
sistema, consulte Manual de referéncia do instrumento NextSeq 550Dx (documento n.?
1000000009513).

Instrumento NextSeq 550Dx Local Run Manager é o software utilizado para configurar um ensaio
Ensaio TSO Comprehensive. Para obter mais informacgodes, consulte o Manual de referéncia do
instrumento NextSeq 550Dx (documento n.2 1000000009513).

Introduza as informacgdes de configuragcdo do ensaio e da amostra diretamente no médulo de analise
Modulo de analise do TSO Comprehensive.
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Instalar uma base de conhecimentos

O Médulo de analise do TSO Comprehensive requer uma Base de Conhecimentos (KB) instalada,
para realizar a analise. Estao disponiveis KB para descarregamento no portal Lighthouse do lllumina.
A lllumina disponibiliza periodicamente novas KB. Para atualizar a KB instalada no instrumento,
descarregue a respetiva versdo mais recente compativel com o seu Modulo de analise do TSO
Comprehensive. Ao atualizar uma KB, a instalada anteriormente é removida durante o processo de
instalacdo. Nao deve ser instalada uma KB enquanto estiver em curso um ensaio de sequenciacéo,
analise ou outro processo de instalacao.

ATENCAO

Para evitar a perda de dados, certifique-se de que nao existem outros processos em curso, antes de
seguir as instrugdes de instalacao.

1 Descarregue a KB (formato zip) pretendida para um diretério local no seu instrumento ou num
computador em rede. A unidade D ¢ o local preferencial.

2 Abra o Local Run Manager no seu instrumento ou no computador em rede (rede local). Consulte
Manual de referéncia do instrumento NextSeq 550Dx (documento n.? 1000000009513), para obter
mais informacgdes sobre a gestao de utilizadores do LRM.

3 Inicie a sessdo como administrador no LRM ou utilizador ndo administrador com autorizacédo para
editar as configuragées do modulo.

4 Utilize o menu Ferramentas para navegar até ao ecrd Module Settings (Configuracdes do
modulo).

5 Selecione TSO Comp (EU) (TSO Comp (UE)).
Selecione Install New (Instalar novo) na sec¢éo Versao da base de conhecimentos do ecra.

7 Um assistente de instalagéo pedir-lhe-a que navegue até a localizagéo do ficheiro zip da KB.
Certifique-se de que esta a instalar a KB descarregada no passo 1.
O assistente também apresenta informac¢des sobre a KB, incluindo o nome, a versao, a versao da
base de dados RefSeq e a data da publicagao.

8 No assistente de instalagéo, selecione Continue (Continuar).
O instalador verifica se a KB é compativel com o Modulo de analise do TSO Comprehensive e se
nao esta corrompida. Nao é possivel iniciar uma nova analise TSO Comprehensive, enquanto a
KB estiver a ser instalada.

é ATENCAO
Navegar para longe da pagina Module Settings (Configuragbes do médulo) ou fechar o navegador,
enquanto a KB esta a instalar, cancela o processo de instalagédo.

9 Apos a conclusdo da instalagcéo, a nova KB é apresentada no ecrd Module Settings
(Configuragdes do maédulo). O nome da KB e a versdao também s&o apresentados nos ecras
Create Run (Criar ensaio), Requeue Analysis (Recolocar a analise em fila de espera) e Edit Run
(Editar ensaio).

Informacgdes do moédulo de analise TSO Comprehensive

O Modulo de analise do TSO Comprehensive inclui informacdes sobre o médulo de analise, KB e
versdo do pacote de pedidos no ecrda Module Settings (Configuragdes do médulo).

1 Abra Local Run Manager no seu instrumento.
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2

3

Utilize o menu Ferramentas para navegar até ao ecra Module Settings (Configuragdes do
modulo).

Selecione TSO Comp (EU) (TSO Comp (UE)).

O ecra Module Settings (Configuragdes do moédulo) apresenta as seguintes informagdes de
instalacao:

Device Identifier (Identificador do dispositivo) — Um identificador Unico do dispositivo do Médulo
de analise do TSO Comprehensive instalado e do Pacote de Pedidos associado. Este
identificador nédo é afetado pela versdao KB instalada.

Product Identifier (Identificador do produto) — A versdao do Médulo de analise do TSO
Comprehensive instalado.

Modified On (Modificado em) — A data e hora em que o préprio Médulo de analise do TSO
Comprehensive foi instalado ou atualizado pela ultima vez.

Sequencing Run Settings (Definicdes do ensaio de sequenciacdo) — Apresenta o tipo de leitura
(extremidade emparelhada) e as definicdes de comprimento de leitura associadas ao Modulo de
analise do TSO Comprehensive.

Claims Installed (Pedidos instalados) — Apresenta a versao do Pacote de Pedidos instalado e os
pedidos associados ao Diagnéstico Complementar. O Pacote de Pedidos inclui os pedidos de
utilizacéo prevista de diagndstico complementar, que serdo avaliados pelo Mddulo de anélise do
TSO Comprehensive.

Knowledge Base Version (Versdo da base de conhecimentos) — Consulte Instalar uma base de
conhecimentos na pagina 2, para obter instru¢gdes sobre como instalar ou atualizar o KB. Esta
seccdo inclui informagdes de instalagdo da base de conhecimentos para os seguintes campos:

Campo Descricao

Nome O nome da KB.

Verséao A versao da KB.

Verséo A versao do RefSeq incluida na KB. Quando as informagdes RefSeq provém dos ficheiros
RefSeq cache do Preditor de Efeito de Variante (VEP)' do Ensembl, é apresentada a versao do VEP.

Publicada A data em que a KB foi publicada.
Instalada A data em que a KB foi instalada.

Estado O estado da instalacdo da KB. Sera apresentado como Ready (Pronto), quando a instalagao
estiver concluida.

" McLaren W, Gil L, Hunt SE, et al. The ensembl variant effect predictor. Genoma Biol.
2016 Jun 6;17(1): 122.g

Configurar parametros de ensaio

1
2

Inicie a sessdo em Local Run Manager no instrumento ou a partir de um computador em rede.

Selecione Create Run (Criar ensaio) e, em seguida, selecione TSO Comp (EU) (TSO Comp
(UE)).

Introduza um nome para o ensaio que o identifique a partir da sequenciacao, através da analise
com os seguintes critérios.
1-40 caracteres.
Apenas caracteres alfanumeéricos, tracos inferiores ou travessfes quadratim e meio-
quadratim.
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Os tracos inferiores e travessdes devem ser precedidos e seguidos por um caractere
alfanumeérico.
Exclusivo em todos os ensaios no instrumento.

4 [Opcional] Introduza a descri¢cdo do ensaio, para ajudar a identifica-lo, com os seguintes critérios.
1-150 caracteres.
Apenas caracteres alfanuméricos ou espacgos.
Os espacos devem ser precedidos e seguidos por um caractere alfanumérico.

Especificar amostras para o ensaio
Especifique as amostras para o ensaio utilizando uma das opg¢des que se seguem.

Introduzir amostras manualmente — Utilize a tabela em branco no ecra Create Run (Criar
ensaio). Consulte a sec¢cdo Numero de bancos e selegcdo de indices na Folheto informativo do
TruSight Oncology Comprehensive (UE) (documento n.2 200007789), para todas as configuracdes
de amostras suportadas.

Importar amostras — Aceda a um ficheiro externo no formato de valores separados por virgulas
(*.csv). Estéa disponivel um modelo para descarregamento no ecra Create Run (Criar ensaio).

A ATENGAO
As divergéncias entre as amostras e os primers de indexacgéo resultam na comunicagao incorreta de
resultados, devido a perda da identificacdo positiva da amostra. Introduza ID de amostras e atribua
indices em Local Run Manager, antes de iniciar a preparag¢ado do banco. Registe os ID de amostras,
indices e orientagdo do poco da placa, para referéncia durante a preparagao do banco.

ﬁ ATENCAO
Para evitar a perda de dados, certifique-se de que a instalagdo da KB nao esta em curso, antes de
guardar um ensaio.

Introduzir amostras manualmente

1 Introduza um ID Unico de amostra no campo Sample ID (ID da amostra), com os seguintes
critérios. Todas as amostras de controlo devem ser adicionadas primeiro. Consulte Amostras
de controlo na pagina 6, para obter mais informacdes.

1-25 caracteres.

Apenas caracteres alfanuméricos, tracos inferiores ou travessdes quadratim e meio-
quadratim.

Os tracos inferiores e travessdes devem ser precedidos e seguidos por um caractere
alfanumeérico.

2 [Opcional] Introduza a descricdo da amostra no campo Sample Description (Descrigao da
amostra), com os seguintes critérios.
1-50 caracteres.
Apenas caracteres alfanuméricos, travessdes quadratim e meio-quadratim, tracos inferiores
Ou espagos.
Os espacos, tracos inferiores e travessoes devem ser precedidos e seguidos por um
caractere alfanumérico.

3 Selecione um indice para o banco de ADN e/ou de ARN preparado a partir da amostra.
Certifique-se de que as amostras de ARN e ADN estdao em colunas separadas.
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O campo DNA i7+i5 Sequence (Sequéncia i7+i5 de ADN) é automaticamente preenchido apés
selecionar um ID de indice de ADN. O campo RNA i7+i5 Sequence (Sequéncia i7+i5 de ARN) é
automaticamente preenchido apds selecionar um ID de indice de ARN.
Além do resumo aqui, consulte a sec¢cdo Numero de bancos e selec¢ao de indices na Folheto
informativo do TruSight Oncology Comprehensive (UE) (documento n.? 200007789), para a
selecao de ID de indice.
Para um banco de amostras de ADN, selecione um ID unico de indice (indices UPxx ou CPxx)
a partir do menu pendente de ID de indice de ADN.
Para um banco de amostras de ARN, selecione um ID unico de indice (apenas UPxx) a partir
do menu pendente de ID de indice de ARN.
Se existirem trés bancos no total no ensaio, siga as diretrizes de selec¢do de indice e Folheto
informativo do TruSight Oncology Comprehensive (UE) (documento n.? 200007789).

Utilize o campo Tumor Type (Tipo de tumor) para atribuir um tipo de tumor a cada amostra,
selecionando o tipo de tumor mais especifico disponivel. Consulte Selecionar um tipo de tumor na
pagina 6.
Utilize o campo Tumor Type (Tipo de tumor) para atribuir um dos seguintes tipos de controlo a
cada controlo. Consulte Amostras de controlo na pagina 6.

Controlo externo de ADN

Controlo externo de ARN

Controlo sem modelo de ADN

Controlo sem modelo de ARN
Se utilizar o controlo de ADN TruSight Oncology, o tipo de controlo é o Controlo Externo de ADN.
Se utilizar o controlo de ARN TruSight Oncology, o tipo de controlo é o Controlo Externo de ARN.

Atribuir sexo.

[Opcional] Selecione Export to CSV (Exportar para modelo e para CSV), para exportar as
informacdes relativas a amostras para um ficheiro externo.

Reveja as informagdes no ecrd Create Run (Criar ensaio).
Informacgdes incorretas podem afetar os resultados.

Selecione Save Run (Guardar ensaio).

Importar amostras

1

2

Selecione Import CSV (Importar CSV) e navegue até a localizag¢do do ficheiro de informacoes
relativas a amostras. Existem dois tipos de ficheiros que pode importar.
Selecione (Descarregar modelo) Download CSV (Descarregar CSV) no ecra Create Run
(Criar ensaio) para descarregar um novo de disposi¢cao de ficha de amostras. O ficheiro CSV
do contém os cabecalhos das colunas necessarios e o formato para importacao. Introduza
informacgdes relativas a amostras em cada coluna do ensaio. Para a coluna Tumor Type (Tipo
de tumor), introduza o termo do tipo de tumor ou codigo associado (consulte Descarregar
tipos de tumor na pagina 8). O campo Tumor Type (Tipo de tumor) também ¢é utilizado para
designar amostras como controlos (consulte Amostras de controlo na pagina 6).
Utilize um ficheiro com informacdes relativas a amostras, que tenha sido exportado do Médulo
de analise do TSO Comprehensive através da fungao Export to CSV (Exportar para modelo e
para CSV).

No ecra Create Run (Criar ensaio), reveja as informacoes importadas.
Informacgdes incorretas podem afetar os resultados.
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3 [Opcional] Selecione Export to CSV (Exportar para modelo e para CSV), para exportar as
informacdes relativas a amostras para um ficheiro externo.

4 Selecione Save Run (Guardar ensaio).

Amostras de controlo

Ensaio TSO Comprehensive requer a utilizagcdo de Controlos do TruSight Oncology. A designacao de
uma amostra como controlo define automaticamente o Sexo da amostra como Desconhecido. Para
designar uma amostra como um controlo, selecione um dos quatro tipos de controlo, a partir do
campo Tumor Type (Tipo de tumor): Controlo externo de ADN (controlo positivo de ADN), Controlo
sem modelo de ADN, Controlo externo de ARN (controlo positivo de ARN) ou Controlo sem modelo
de ARN. Consulte Selecionar um tipo de tumor na pagina 6, para obter mais informacgdes sobre como
definir tipos de tumor para todos os tipos de amostras, durante a configuracdo do ensaio.

Apenas um de cada tipo de controlo pode ser especificado nhum ensaio. Apenas pode ser
especificado um banco de ADN para um controlo externo de ADN ou um controlo sem modelo de
ADN. Apenas pode ser especificado um banco de ARN para um controlo externo de ARN ou um
controlo sem modelo de ARN. Os bancos designados como controlos sem modelo de ADN ou ARN
nao sdo contabilizados, em relagdo ao numero maximo de bancos num ensaio.

Consulte o Folheto informativo do TruSight Oncology Comprehensive (UE) (documento n.?
200007789) para obter mais informacgdes sobre a utilizagdo de amostras de controlo.

Selecionar um tipo de tumor

Deve ser especificado um tipo de tumor para cada amostra. Exceto para tipos de controlo, os tipos de
tumor disponiveis sao derivados da KB instalada e podem mudar com versdes atualizadas da KB.

ATENCAO
A selecao incorreta do tipo de tumor pode causar resultados incorretos. Resolva quaisquer avisos
que aparegcam ao especificar tipos de tumor, para evitar a falha da analise.

Os termos do tipo de tumor fazem parte de uma ontologia da doenca hierarquica na KB, que é
construida como um conjunto de relagdes pai-filho. Por exemplo, o termo cancro do pulmé&o de nao-
pequenas células é um filho do cancro do pulmao, uma vez que aquele é um tipo deste. Figura 1
representa um subconjunto de um exemplo de ontologia da doenga, mostrando o tumor sélido como o
termo raiz e os termos associados ao cancro do pulmao e cancro da tiroide (outros tipos de tumor
nao sdo mostrados). Um termo que esta ligado, através de relagcdes pai-filho, a termos de nivel
inferior € chamado de ascendente. Os termos de nivel inferior ligados sdo descendentes do termo
ascendente. Por exemplo, o cancro do pulmao € um ascendente do adenocarcinoma pulmonar e do
cancro do pulmao de pequenas células, e o carcinoma medular da tiroide é descendente tanto do
carcinoma da tiroide como do tumor sélido.
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Figura1 Subconjunto de um exemplo de ontologia da doencga

Tumor sdlido

Carcinoma da tiroide Cancro do pulmao
Carcinoma medular Cancro do pulmdo de Mesotelioma Cancro do pulmao
da tiroide ndo-pequenas células pleural maligno de pequenas células
Carcinoma papilar Cancro do pulm&o
da tiroide de ndo-pequenas
células ndo escamosas
Carcinoma folicular
da tiroide
Adenocarcinoma
pulmonar
Carcinoma das células
de Hurtle da tiroide Carcinoma
adenoescamoso
Carcinoma anaplasico do pulmao

da tiroide

Carcinoma pulmonar
de grandes células

Carcinoma sarcomatoide
do pulmao

O tipo de tumor selecionado para uma amostra de doente afeta:

Que utilizacdo ou utilizagbes previstas para o diagndstico complementar s&o avaliadas para a
amostra. Apenas serdo avaliadas amostras de doentes com um tipo de tumor, que seja uma
correspondéncia exata ou descendente do tipo de tumor para uma utilizagao prevista de
diagnostico complementar, para esse pedido.

Que variantes de perfil tumoral estédo incluidas no relatério Ensaio TSO Comprehensive. Consulte
Perfil tumoral de variantes na pagina 16.

As instrucdes seguintes descrevem o processo de selecdo de um tipo de tumor através do ecra

Create Run (Criar ensaio). O tipo de tumor também pode ser definido importando um ficheiro CSV
contendo um tipo de tumor (consulte Importar amostras na pagina 5).

1 Visualize os tipos de tumor disponiveis clicando duas vezes na célula Tumor Type (Tipo de
tumor) na linha para a amostra. Os tipos de tumor disponiveis sdo apresentados numa lista
hierarquica organizada por ordem alfabética.

O campo Tumor Type (Tipo de tumor) também ¢é utilizado para designar um tipo de controlo para
amostras de controlo (consulte Amostras de controlo na pagina 6).

2 Localize e selecione o tipo de tumor desejado interagindo com a lista ou usando a barra de
pesquisa, na parte superior da janela Tumor Type (Tipo de tumor).
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Descarregar tipos de tumor

Pode ser descarregada uma lista completa de tipos de tumor disponiveis no formato TSV a partir do
ecra Create Run (Criar ensaio) utilizando o botdo Download Tumor Types TSV (Descarregar tipos de
tumor TSV). A lista contém as seguintes informacgoes:

O termo do tipo de tumor visivel na interface do utilizador.
A via completa do tipo de tumor dentro da hierarquia de tipos de tumor (ontologia da doenca).

O codigo utilizado pelo Modulo de analise do TSO Comprehensive para identificar o tipo de
tumor.

Editar ensaio e iniciar sequenciagcao

Para obter instru¢cées sobre como editar as informag¢des do ensaio e iniciar um ensaio de
sequenciagao, consulte Manual de referéncia do instrumento NextSeq 550Dx (documento n.2
1000000009513). A analise e o relatério comegam assim que um ensaio de sequenciagao estiver
concluido.

Para efeitos de armazenamento, um ensaio de sequenciagao pode produzir 40-100 GB de saida. A
analise secundaria de um ensaio de sequenciacdo pode produzir 100-200 GB de saida.

Apo6s a recolha dos dados de sequenciacao, estes sdo processados pelo Médulo de analise do TSO
Comprehensive para realizar o controlo de qualidade, detetar variantes, determinar o estado de
Carga Tumoral Mutacional (TMB) e instabilidade de microssatélites (MSI), determinar os resultados
de diagnostico complementares, avaliar a significancia clinica e potencial significancia clinica das
variantes detetadas e comunicar os resultados. As sec¢des seguintes descrevem os métodos de
analise.

Controlo de qualidade de ensaio

Os indicadores de qualidade do ensaio de sequenciacao sao avaliados para determinar se estéo
dentro de um intervalo aceitavel. A percentagem global de leituras que passam no filtro € comparada
com um limiar minimo. Para a Leitura 1 e Leitura 2, a percentagem média de bases = Q30, que
fornece uma previsédo da probabilidade de uma identificagdo de base incorreta (pontuagao-Q),
também sdo comparadas com um limiar minimo. Se os valores para cada um destes trés indicadores
cumprirem as especificagdes, o CQ do ensaio sera comunicado como PASS (PASSOU) e a analise
continuara. Se um valor para qualquer um dos indicadores ndao cumprir a especificagcao, o CQ do
ensaio sera comunicado como FAIL (NAO PASSOU) e a analise ndo prosseguira. Para obter mais
informacdes, consulte Indicadores de controlo de qualidade na pagina 48.

Producdo de FASTQ

Os dados de sequenciacao armazenados no formato BCL s&o desmultiplexados através de um
processo que utiliza as sequéncias de indice, Unicas para cada amostra que foi adicionada durante o
passo de preparacao do banco, para atribuir clusters ao banco, a partir do qual tiveram origem. Cada
cluster contém dois indices (sequéncias i5 e i7, um em cada extremidade do fragmento do banco) e a
combinacdo dessas sequéncias de indice é utilizada para desmultiplexar os bancos agrupados.

Apo6s a desmultiplexagem, este processo gera ficheiros FASTQ, que contém as leituras de
sequenciagao para cada banco de amostras individual e as pontuagdes de qualidade associadas a
cada identificacdo de base, excluindo leituras de quaisquer clusters que nao passaram no filtro.
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Alinhamento do ADN e correcao de erros

O alinhamento do ADN e a corre¢do de erros envolvem o alinhamento de leituras de sequenciacgéao,
derivadas de bancos de amostras de ADN com um genoma de referéncia, e a correcdo de erros nas
leituras de sequenciacdo, antes da identificagcao de variantes.

O passo de alinhamento utiliza o alinhador Burrows-Wheeler (BWA-MEM) com o utilitario SAMtools,
para alinhar sequéncias de ADN nos ficheiros FASTQ, com o genoma de referéncia hg19, gerando
ficheiros BAM (*.bam) e ficheiros de indice BAM (*.bam.bai).

Os ficheiros BAM iniciais sdo ainda processados para remover erros (incluindo erros introduzidos
durante a amplificagdo ou sequencia¢dao de PCR), em que as leituras derivadas da mesma molécula
de ADN unica sao recolhidas numa Unica sequéncia representativa, alavancando o seu identificador
molecular unico (UMI) incorporado nos fragmentos do banco, durante a preparagédo do banco.

E realizada uma segunda ronda de alinhamento utilizando o BWA-MEM e o SAMtools nas leituras
com colapso de UMI, resultando num segundo conjunto de ficheiros BAM com ficheiros de indice
BAM correspondentes. Estes ficheiros BAM séao utilizados como entrada para ldentificacdes de
amplificacdo genética.

Por fim, as insergcdes e dele¢cbes de candidatos sao identificadas a partir dos alinhamentos de BAM
colapsados e os pares de leitura sdo realinhados, em relagcédo as insergoes e delecdoes de candidatos
para resgatar sinais de insergdes e delegbes, que possam ter sido perdidos devido a desalinhamento.
Simultaneamente, os pares de leitura sobrepostos sdo unidos (ou seja, combinados
bioinformaticamente) numa unica leitura de consenso. Todas as leituras sdo entdo enviadas como um
terceiro conjunto de ficheiros BAM, com ficheiros de indice BAM correspondentes. Estes ficheiros
BAM sao utilizados como entrada para pequenas identificagcdes de variantes, determinagcédo do estado
de instabilidade de microssatélites (MSI) e controlo de qualidade do banco de ADN.

Identificacdo de variantes pequenas

A identificacdo de pequenas variantes é realizada para bancos de amostras de ADN (excluindo
controlos sem modelo de ADN) para detetar pequenas variantes, incluindo variantes de nucleotido
unico (SNV), variantes de nucleétidos multiplos (MNV) até 3 pares de bases (bp) em comprimento e
insercdes e delegcdes até 25 bp em comprimento. Determinados MNV, indels (um ou mais nucleétidos
substituidos por um ou mais nucleétidos e ndo € um SNV ou MNV) e delegcbes podem exigir que seja
detetada uma abordagem de faseamento. Um conjunto predefinido de MNV, indels e delecgdes &
detetado para os genes EGFR e RET (ver Anexo D MNV, indels e dele¢bes no EGFR e RET
detetaveis por identificador de variantes faseado na pagina 54) utilizando uma abordagem de
faseamento. A abordagem de faseamento para a identificacdo de variantes pequenas esta limitada
apenas a estas variantes. Os algoritmos de identificagdo de variantes nao diferenciam entre variantes
de origem somatica ou germinativa.

Detecao de variantes pequenas

Os ficheiros BAM corrigidos de erros (colapsados e insergdes e delecdes realinhadas) sao utilizados
como entrada por um algoritmo de identificagao inicial de variantes para detetar pequenas variantes.
O passo de identificagao inicial de variantes resulta em ficheiros de formato de identificacdo da
variante do genoma (gVCF) nao filtrado, que contém referéncias ou identificacdes de casos de
variantes para cada lécus-alvo do Ensaio TSO Comprehensive.
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Filtragem de pequenas variantes

As variantes candidatas sdo entdo filtradas para artefactos recorrentes (especificos do ensaio) e
artefactos de desaminacao fixados em formalina e embebidos em parafina (FFPE) (especificos da
amostra). Para lidar com artefactos especificos do ensaio, € calculada uma pontuacao de qualidade
ajustada comparando a frequéncia da variante observada com uma distribuicdo de ruido da linha de
base para o mesmo centro. Esta distribuicao foi derivada do estabelecimento de perfil de um conjunto
de amostras FFPE normais de qualidades variaveis, através do Ensaio TSO Comprehensive. Para
abordar artefactos especificos da amostra, as leituras que suportam a identificacdo de variantes sao
estratificadas por taxa de erro, com leituras originadas de duplex/combinadas, tendo a taxa de erro
mais baixa e leituras originadas de simplex (ou seja, ndo duplex/sem composi¢do) tendo a taxa de
erro mais alta. Estas taxas de erro sdo estimadas avaliando todos os loci com frequéncias de alelos
de variantes comunicadas abaixo de 5%. As leituras sem referéncia nestes locais devem-se em
grande parte a erro, nao tendo os eventos somaticos verdadeiros — devido a sua raridade relativa —
impacto significativo nestas estimativas de taxa de erro. Uma vez que estas classes de leitura,
duplex/combinadas e simplex, tém taxas de erro diferentes e especificas da amostra, a detegéo
confiante de uma variante candidata pode exigir mais ou menos leituras, em funcdo dessa taxa de
erro. Por exemplo, a uma profundidade de cobertura de 200 leituras, uma variante pode ser
identificada com confianca com trés leituras de apoio de alta qualidade ou com cinco leituras de
apoio de menor qualidade.

As variantes de candidatos que ndo tém suporte de leitura suficiente com base neste modelo
consciente de erro ou que tém pontuagdes de qualidade ajustadas baixas sdo marcadas com um
sinalizador de filtro LowSupport e sao consideradas identificagcdes de referéncia. No caso de o centro
também ter cobertura insuficiente para identificacdo de variantes (menos de 100x), a variante &
marcada com um sinalizador de filiro LowSD e é considerada como nao identificada. As variantes
com elevada prevaléncia no COSMIC3 tém limiares mais baixos para cada um destes indicadores de
qualidade, em comparagao com as variantes ndo COSMIC. Este passo de filtragem resulta em
ficheiros gVCF filtrados.

Faseamento de variante pequena

E utilizada um identificador de variantes faseado para identificar determinados MNV, indels e
delecbes nos genes EGFR e RET. O algoritmo identifica variantes nos genes EGFR e RET, que sao
candidatos para faseamento nos ficheiros gVCF filtrados do passo anterior, e organiza as variantes
em centros de vizinhanga. Em seguida, mina o ficheiro BAM corrigido de erros para encontrar
qualquer evidéncia de que estas pequenas variantes ocorrem nas mesmas subpopulagdes clonais
umas das outras (ou seja, em fase entre si). Isto é feito agrupando leituras sobrepostas na
vizinhanga, num conjunto minimo de clusters que contém as mesmas variantes. As variantes séo
detetadas examinando as cadeias do Concise Idiosyncratic Gapped Alignment Report (CIGAR) no
ficheiro BAM e comparando as sequéncias de leitura com a sequéncia do genoma de referéncia.

Fusao de variantes pequenas

Por fim, os MNV, indels e delecdes detetados pelo identificador de variantes faseado sao fundidos
nos ficheiros gVCF filtrados. Apenas os MNV, indels e dele¢des de uma lista predefinida de variantes
nos genes EGFR e RET séo elegiveis para fusdo no gVCF (ver Anexo D MNV, indels e delegées no
EGFR e RET detetaveis por identificador de variantes faseado na pagina 54). Os MNV, indels e
delec¢des do identificador de variantes faseado tém precedéncia sobre os que possam ja existir no
gVCF desde o passo de identificagao inicial de variantes. Esta etapa resulta em ficheiros gVCF
fundidos.
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Anotacao de variante pequena

As pequenas variantes detetadas sdo anotadas utilizando o motor de anotacédo Nirvana com
informacdes da base de dados RefSeq, bem como varias bases de dados de populagdo (COSMIC,
ClinVar, dbSNP, 1000 Genomes e gnomAD). A anotacao das variantes pequenas € realizada varias
vezes de forma independente, conforme descrito nas seccdes seguintes.

Bases de dados de anotacao estatica para calculo de TMB

O Nirvana é utilizado para anotar pequenas identificagcdes de variantes filtradas com bases de dados
de anotacéao estaticas (ndo atualizaveis) para utilizac&o no calculo da TMB a jusante (ver Carga
tumoral mutacional na pagina 11). O gVCF do passo de faseamento de variante pequena (consulte
Identificagdo de variantes pequenas na pagina 9) é utilizado como dados de entrada. As variantes
detetadas pelo identificador de variantes faseado nao sao utilizadas para o célculo da TMB.

Bases de dados de anotac¢des estaticas para identificagcdoes de diagndstico
complementar

O Nirvana é utilizado para anotar as identificagées de variantes de unido exdo-intrdo de ARN filtradas
com bases de dados de anotacdo estaticas (ndao atualizaveis) para utilizagcédo pelas ldentificagdes de
diagnostico complementar a jusante (consulte /dentificagcbes de diagnosticos complementares na
pagina 15). O gVCF do passo de faseamento de variante pequena (consulte /dentificagao de
variantes pequenas na pagina 9) é utilizado como dados de entrada.

Base de dados RefSeq atualizavel para perfil tumoral

O Nirvana é utilizado para anotar as identificagées de variantes pequenas filtradas, com uma base de
dados RefSeq atualizdvel como parte de um processo de perfil tumoral de variantes a jusante
(consulte Perfil tumoral de variantes na pagina 16). A base de dados RefSeq atualizavel esta incluida
como parte da KB e pode ser atualizada periodicamente, para ser compativel com outros conteudos
da KB.

Identificacdo de amplificagao genética

A identificacdo de amplificacdo genética é realizada para bancos de amostras de ADN (excluindo
controlos sem modelo de ADN). E utilizado um algoritmo para identificar genes amplificados e
calcular o valor de fold change para os genes de amplificacdo visados do Ensaio TSO
Comprehensive. Um fold change para um determinado gene é derivado da profundidade de leitura
normalizada do gene na amostra, em relagdo a profundidade de leitura normalizada das regides
diploides da mesma amostra. Um fold change que exceda um limiar especifico do gene é considerado
uma amplificagcado do gene. Esta etapa de analise resulta num ficheiro VCF, resumindo o estado da
amplificacdo do gene e o fold change calculado para cada gene de amplificagao visado.

Carga tumoral mutacional

A TMB é calculada para bancos de amostras de ADN (excluindo controlos sem modelo de ADN). E
gerada uma pontuacédo de TMB a partir do ficheiro gVCF gerado pelo passo Small Variant Filter
(Filtro de variantes pequenas) (consulte I/dentificacdo de variantes pequenas na pagina 9) e as
anotacodes geradas durante anotagdes de variantes pequenas. As SNV e as variantes de insercoes e
delegbes sao incluidas no calculo da pontuacao de TMB, que é derivada da contagem de variantes
somaticas sem condutor por megabase (regido avaliavel). As mutagcdes do condutor sdo identificadas
e filtradas com base na contagem COSMIC. Embora o Ensaio TSO Comprehensive nao diferencie

Documento n.2 200008661 v02 11

PARA UTILIZACAO EM DIAGNOSTICO IN VITRO
APENAS PARA EXPORTACAO



Manual do fluxo de trabalho do moédulo de analise do Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (UE)

entre variantes de origem somatica ou germinativa, para fins de identificacdo de pequenas variantes,
as variantes sao sinalizadas como provavelmente germinativas, para fins de calculo da pontuacao de
TMB, aproveitando uma combinacao de estratégias de filtragem de bases de dados da populacao e
pos-base de dados. As variantes que sao observadas frequentemente na base de dados da
populacédo sao provavelmente de origem germinativa. Apds a filtragem da base de dados, o filtro
indicador rotula as variantes como linha germinal, se estiverem rodeadas por variantes rotuladas com
linha germinal na base de dados. As variantes identificadas como provavelmente germinativas sao
excluidas do calculo da pontuacédo de TMB. A regido avaliavel é ajustada dinamicamente por
amostra, com base na profundidade de sequenciagdo. As regides genémicas com um elevado nivel
de ruido de fundo s&o excluidas do calculo da TMB. A TMB é calculada como o numero de variantes
somaticas sem “hotspot” com VAF >= 5% dividido pela dimensao da regido avaliavel.

Estado de instabilidade de microssatélites

Para determinar o estado de MSI de uma amostra, € avaliado um total de 130 centros MSI
predefinidos. Para cada centro, a distribuicdo da extensdo de repeticdo € comparada com um painel
de amostras normais, para ver se a distribuicao de repeticdo é significativamente alterada. A
pontuacao de MSI final é calculada como o niumero de centros instaveis dividido pelo numero total de
centros utilizaveis (ou seja, centros com cobertura suficiente). Uma amostra é considerada de MSI-H
se a sua pontuacao de MSI for >= 20,00%.

Controlo de qualidade para bancos de amostras de ADN

Os bancos de amostras de ADN (apenas amostras de doentes) sdo avaliados quanto a potencial
contaminacao pelo ADN de outras amostras (ADN dador) utilizando uma combinac¢do de uma
pontuacao e um valor de p de contamina¢do. Em amostras contaminadas, existem variantes de
linhagem germinativa (polimorfismos de nucle6tido unico ou SNP) que tém desvios de VAF dos
valores esperados de 0%, 50% ou 100%. O algoritmo calcula uma pontuagao de logaritmo de
verosimilhanca em todas as posicdées comuns de SNP, onde as identificacbes de SNV séao
comunicadas. Quanto maior for a pontuagdo de contaminagdo, maior € a probabilidade de haver
contaminacgao por ADN dador. O valor de p de rearranjo resume uma pontuacao de desequilibrio
cromossomico, que representa a verosimilhanca geral das identificacdes de variantes observadas em
cada cromossoma. Uma amostra € considerada contaminada se a pontuagdo de contaminacéo e o
valor de p de rearranjo estiverem acima dos limiares de qualidade predefinidos. Se for detetada
contaminacgao, o CQ do banco de ADN sera comunicado como Fail (Ndo passou) e ndo estarao
disponiveis resultados para pequenas variantes, amplificacdes de genes, MSI ou TMB. Além disso,
pode nao estar disponivel um resultado de diagndstico complementar ou perfil tumoral, se depender
da passagem do CQ do banco de ADN.

Os indicadores de CQ sdo utilizados para avaliar a validade de pequenas identificagbes de variantes,
TMB, MSI e amplificagbes de genes para bancos de amostras de ADN, que passam no controlo de
qualidade da contaminacao. Se o banco de amostras falhar um ou mais indicadores de qualidade, o
tipo de variante ou biomarcador correspondente ndo € comunicado e a categoria de CQ associada no
cabecalho do relatério sera apresentada como FAIL (NAO PASSOU). Além disso, pode n&o estar
disponivel um resultado de diagnéstico complementar ou perfil tumoral, se depender da passagem do
CQ de uma ou mais das categorias de CQ abaixo.

Os resultados de CQ do banco de ADN estéo disponiveis no ficheiro MetricsOutput.tsv. Consulte
Saida de indicadores na pagina 36.
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Relatérios de baixa profundidade para Bancos de Amostras de ADN

E gerado um relatério de baixa profundidade para cada amostra de doente com um banco de ADN,
que inclui uma lista de posi¢gdes gendmicas com uma profundidade de sequenciagéao total < 100 e
para as quais nao foi detetada uma pequena variante de passagem. Estas posi¢cdes tém profundidade
de sequenciacgao insuficiente, para excluir a presenca de uma pequena variante. Note que ainda é
possivel detetar variantes com uma profundidade de sequenciacdo total < 100, se existir profundidade
de sequenciacgao suficiente do alelo variante.

As posicdes contiguas de baixa profundidade, sobrepostas aos mesmos genes, sao combinadas em
intervalos genoémicos no relatério de baixa profundidade. Cada intervalo genémico no relatério &
anotado com um ou mais simbolos do gene RefSeq. A anotagdo RefSeq baseia-se na base de dados
RefSeq incluida como parte da KB e pode ser alterada com uma atualizagdo da mesma.

Consulte Relatorio de baixa profundidade na pagina 39, para obter detalhes sobre o conteldo.

Alinhamento de ARN

O alinhamento de ARN é realizado para bancos de amostras de ARN e inclui o pré-processamento de
leituras de sequenciacdo ndo alinhadas, o alinhamento de leituras de sequenciacdo com um genoma
de referéncia e o pds-processamento de leituras de sequenciac¢ao alinhadas.

Primeiro, as sequéncias de ARN nos ficheiros FASTQ sao reduzidas para aproximadamente 30
milhdes de leituras por banco de amostras de ARN. Isto é feito selecionando aleatoriamente leituras
dos ficheiros FASTQ de entrada, apés uma distribuicdo de probabilidade. Em seguida, as
extremidades das sequéncias de ARN sdo cortadas para um comprimento maximo de 76 pares de
bases.

As leituras pré-processadas sdo entdo alinhadas com o genoma de referéncia hg19 e as zonas de
uniao exao-intrdo candidatas séo identificadas. Isto gera ficheiros BAM e ficheiros de indice BAM

para leituras alinhadas e um ficheiro de texto delimitado por tabulagdo para zonas de unido exao-
intrdo candidatas.

Finalmente, as leituras duplicadas sdao marcadas nos ficheiros BAM, de modo a poderem ser
excluidas dos passos a jusante. Este passo gera ficheiros BAM e ficheiros de indice BAM, que sao
utilizados como entrada para a identificacdo de fusdao de ARN e de variantes de unido exao-intrao de
ARN.

Identificacbes de fusdo de ARN

A identificacdo de fusdes é realizada para bancos de amostras de ARN (excluindo controlos sem
modelo de ARN). As fusdes candidatas sao identificadas a partir de pares de leitura andmalos (ou
seja, leituras alinhadas com diferentes cromossomas ou em orientagdes inesperadas) nos ficheiros
BAM (gerados durante o Alinhamento de ARN) para os genes-alvo de fusdo do Ensaio TSO
Comprehensive. Os fragmentos de apoio as fusdes sdo montados em contigs de fusao candidatos.
Os contigs de fusdo candidatos sao entao alinhados de volta no genoma de referéncia. Estes contigs
de fusdo candidatos sdo entdo avaliados em relagdo a uma variedade de filtros, antes de serem
comunicados como detetados. Estes filtros estdo resumidos na tabela seguinte.

Filtro Descricao
Impreciso Um candidato de baixa resolug¢édo, ndo uma identificacdo de fusdo montada.
RepeatOverlap A fusdo € marcada como sobreposta a uma regiado de repeticdo. Utilizado apenas como filtro

para o mapeamento nao exclusivo de candidatos a fusao.
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Filtro Descricao

WeakBreakend A evidéncia de leitura/alinhamento num lado da fuséo é fraca. Normalmente, este filtro indica
que os fragmentos apenas se sobrepdem a fusdo por alguns pares de bases. Em alternativa,
pode indicar demasiada homologia.

DuplicateContig Os dois meios-contigs da fusdo sdo compostos pela mesma sequéncia.

Contiglntragenic O realinhamento de meios-contigs produz alinhamentos que mapeiam para o0 mesmo gene em
ambos os lados (ou dentro de 1 kb, se ndo anotado).

LowQ Os fragmentos de apoio as fusdes Unicos sao inferiores a um limiar predefinido (o limiar é de 5
para 9-16 milhdes de fragmentos; 6 para 16-26 milhdes de fragmentos; 7 para 26-30 milhdes de
fragmentos).

Podem ser detetadas fusdes adicionais através do processo de identificagdo de variantes de uniao
exao-intrao de ARN (consulte /dentificacao de variantes de unidao exao-intrdo de ARN na pagina 14 e
Incorporacgéo de fusées de ARN na pagina 14).

Identificacdo de variantes de unido exao-intrdo de ARN

A identificacdo de variantes de unido exdo-intrdo de ARN é realizada para bancos de amostras de
ARN (excluindo controlos sem modelo de ARN). As variantes de uniao exao-intrdo candidatas (zonas)
do Alinhamento de ARN s&o comparadas com uma base de dados de transcrigcdes conhecidas e uma
linha de base de variante de unido exao-intrao de zonas nao tumorais geradas a partir de um
conjunto de amostras FFPE normais de diferentes tipos de tecido. Quaisquer variantes de uniao
exao-intrao que correspondam a base de dados ou a linha de base sao filtradas, a menos que
estejam num conjunto de zonas com fung¢ao oncoldgica conhecida. Se houver apoio de leitura
suficiente, a variante de unido exao-intrdo candidata € mantida. Este processo também identifica
fusbes de ARN candidatas (consulte Incorporacdo de fusées de ARN na pagina 14).

Incorporacao de fusdes de ARN

Fusodes identificadas durante a identificagcdo da fusdo de ARN sdo incorporadas a fusdes de genes
proximais, identificados durante a identificacdo de variantes de unido exao-intrao de ARN. Estes sao
entao anotados com simbolos ou nomes de genes, em relagcdo a uma base de dados estatica de
transcricbes (GENCODE versao 19). O resultado deste processo € um conjunto de identificagdes de
fusdo que sdo elegiveis para comunicagao.

Anotacao da variante de uniao exao-intrao de ARN

As variantes de uniao exao-intrdo de ARN detetadas sao anotadas utilizando o motor de anotagao
Nirvana, com informacdes da base de dados RefSeq. A anotagéo das variantes de unido exao-intrao
é realizada varias vezes de forma independente, conforme descrito nas sec¢des seguintes.

Base de dados RefSeq estatica para identificagcdes de diagndstico
complementar

O Nirvana é utilizado para anotar as identificagbes de variantes de unido exao-intrdo de ARN
detetadas com bases de dados RefSeq estaticas (ndo atualizaveis) para utilizacao pelas
Identificagcbes de diagndstico complementar a jusante (consulte Identificagbes de diagndsticos
complementares na pagina 15). As variantes de uniao exao-intrdo sdo anotadas com alteragdes ao
nivel da transcricao (ou seja, exdes afetados na transcricdo de um gene), em relacdao ao RefSeq.
Esta base de dados RefSeq é a mesma que a base de dados RefSeq estatica utilizada pelo processo
de Anotacdo de Variante Pequena.
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Base de dados RefSeq atualizavel para perfil tumoral

O Nirvana é utilizado para anotar as identificagdes de variantes de unido exao-intrdo de ARN
detetadas, com uma base de dados RefSeq atualizavel como parte de um processo de perfil tumoral
de variantes a jusante (consulte Perfil tumoral de variantes na pagina 16). As variantes de uniao
exao-intrao sdo anotadas com alteracoes ao nivel da transcricao (ou seja, exdes afetados na
transcricdo de um gene), em relagdo ao RefSeq. A base de dados RefSeq atualizavel esta incluida
como parte da KB e pode ser atualizada periodicamente, para ser compativel com outros conteudos
da KB.

Controlo de qualidade para bancos de amostras de ARN

Os indicadores de CQ séo utilizados para avaliar a validade dos bancos de amostras de ARN. Se um
indicador de CQ nao estiver dentro do intervalo aceitavel, o CQ do Banco de ARN sera comunicado
como FAIL (NAO PASSOU) e nao estardo disponiveis resultados para fusées ou variantes de unido
exao-intrao. Além disso, pode nao estar disponivel um resultado de diagnostico complementar ou
perfil tumoral, se depender da passagem do CQ do banco de ARN.

Os resultados de CQ do banco de ARN estao disponiveis no ficheiro MetricsOutput.tsv. Consulte
Saida de indicadores na pagina 36.

Transcricoes

Uma transcricdo € uma cadeia de ARN que é transcrita do ADN. Esse ARN pode ent&o ser traduzido
para criar uma proteina. Um gene pode ter multiplos transcri¢cdes, tais como, se forem utilizados
promotores diferentes ou existem diferentes padrdes de unido exao-intrdo de exdes. Cada transcricao
tem um numero unico. Na nomenclatura HGVS, uma alteragcédo de nucleétidos, que afeta uma
sequéncia de codificacao, pode ser listada com referéncia a um transcrito, com a primeira letra a
indicar o alelo de tipo selvagem e a segunda letra a indicar o alelo variante. Por exemplo, NM_
004333.4:¢c.1799T>A significa que na posicao 1799 da transcricao NM_004333.4, o ARN codifica um
T no genoma de referéncia, mas é alterado para um A nesta variante.

Relatoérios de controlo

E gerado um relatério de saida de controlo para cada anélise e inclui uma avaliagdo de cada amostra
de controlo incluida no ensaio. O Moédulo de analise do TSO Comprehensive nao invalida
automaticamente as amostras de doentes, com base nos resultados da amostra de controlo.

Consulte o Folheto informativo do TruSight Oncology Comprehensive (UE) (documento n.?
200007789) para obter orientacdes sobre a validade do ensaio e a validade das amostras do doente,
com base nos resultados das amostras de controlo.

O relatério de saida de controlo esta disponivel no ficheiro ControlOutput.csv. Consulte Relatorio de
saida de controlo na pagina 34.

Identificacdes de diagndsticos complementares

Para cada utilizagao prevista de diagndstico complementar (CDx) instalada, o Médulo de analise do
TSO Comprehensive determina a aplicabilidade da utilizagdo prevista de CDx para cada amostra de
doente, com base no respetivo tipo de tumor da amostra. Se o tipo de tumor da amostra do doente
for uma correspondéncia exata ou descendente do tipo de tumor para uma utilizagdo prevista de
CDx, é considerado aplicavel a essa utilizagdo prevista de CDx. Consulte Selecionar um tipo de
tumor na pagina 6, para obter mais informagdes sobre a ontologia da doenca. Se o tipo de tumor do
doente nao for aplicavel a uma utilizagao prevista de CDx, esta ndo sera avaliada para essa amostra.
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Se um banco de sequenciacdo necessario (ADN ou ARN) para uma utilizacao prevista de CDx nao
for sequenciada ou falhar o CQ, a amostra do doente ndo sera avaliada para essa utilizagao prevista
de CDx. Se um tipo de variante (por exemplo, variantes pequenas) ou biomarcador necessario para
uma utilizagao prevista de CDx falhar o CQ, a amostra do doente nao sera avaliada para essa
utilizacao prevista de CDx.

Assim que for determinado que uma utilizacdo prevista de CDx é aplicavel a uma amostra de doente,
os bancos necessarios sao sequenciados e as medidas de CQ necessarias sao aprovadas, a
utilizacao prevista de diagnostico complementar sera avaliada para a amostra de doente. As
variantes e/ou biomarcadores detetados na amostra do doente sao avaliados para determinar o
resultado para a utilizacéo prevista de CDx. Isto é feito através de um algoritmo especifico para a
utilizacao prevista de CDx, que avalia a presenga e/ou auséncia de variantes/biomarcadores que
correspondam a utilizagao prevista de CDx.

Resultados de diagndsticos complementares

Os resultados das identificagbes CDx séo disponibilizados no TSO Comprehensive relatério (consulte
as Relatdrio TruSight Oncology Comprehensive na pagina 19). As utilizagdes previstas de CDx
positivo sdo apresentadas na sec¢ao Resultados de diagnésticos complementares do TSO
Comprehensive relatério.

Perfil tumoral de variantes

Apos a determinacgao dos resultados de diagndsticos complementares, todas as variantes que
passaram e que foram detetadas numa amostra de doente sdo comparadas com a KB instalada, para
determinar as conclusbes genomicas que tém evidéncia de significancia clinica ou potencial
significancia clinica. Este processo é chamado de perfil tumoral de variantes. Uma concluséao
gendmica é uma variante unica com evidéncia de significdncia clinica ou potencial significancia
clinica, ou um agrupamento de variantes que, quando detetadas em conjunto, tém evidéncia de
significancia clinica ou potencial significancia clinica.

Quando multiplas variantes séo listadas em conjunto como uma conclusdo gendmica, significa que
existem evidéncias de significancia clinica ou potencial significancia clinica para essas variantes em
conjunto, em pelo menos uma das fontes listadas nos detalhes informaticos do relatorio. Se existirem
varias conclusdes gendmicas e uma variante estiver incluida em mais do que um destes, essa
variante pode ser listada mais do que uma vez num relatério. Uma variante Unica so6 sera listada ao
mais alto nivel, quando cumprir os critérios para comunicacao. Cada um dos seguintes exemplos de
significancia clinica envolveu multiplas variantes:

NTRK1 p.(Gly595Arg) esta indicada para causar resisténcia a um ou mais inibidores de TRK, em
doentes com uma fusdo de TRK elegivel (informacao de prescricdo aprovada pela FDA
Larotrectinib 211710s0001bl).

Foi observado que um doente no ensaio clinico LIBRETTO-001 tinha RET D898_E901del e RET
D903_S904delinsEP. O doente apresentou resposta tumoral ao tratamento com um inibidor RET
(PMID 32846061).

Uma analise exploratoria dos ensaios BOLERO-1 e -3 sugeriu que as doentes, com cancro da
mama com amplificacdo de ERBB2, beneficiaram clinicamente da inibicdo de mTOR se os
tumores apresentassem ativagdo da via PI3K ou mutagbes AKT1 E17K (PMID 27091708).

Uma mutacao BRAF p.(Val600Glu) coocorrendo com a mutagcao do promotor TERT esta
associada a um prognostico desfavoravel no carcinoma papilar da tiroide, de acordo com as
principais diretrizes dos EUA.
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Conclusbes gendmicas com evidéncia de significancia clinica

As conclusdes genomicas com evidéncia de significancia clinica sdo comunicadas na secgéao
Conclusdes gendmicas com evidéncia de significancia clinica do relatério TSO Comprehensive
(consulte as Relatorio TruSight Oncology Comprehensive na pagina 19). As conclusdes genoémicas
sao comunicadas nas Conclusées gendmicas com evidéncia de significancia clinica, se cumprirem os
seguintes critérios:

A conclusdo gendmica estd associada a beneficio ou falta de beneficio de uma terapéutica,
conforme evidenciado por um rétulo do medicamento aprovado pela EMA ou rétulo do
medicamento aprovado pela FDA. O tipo de tumor da amostra tem de ser igual ou descendente
do tipo de tumor da associagdo na KB na ontologia da doenga. Consulte Selecionar um tipo de
tumor na pagina 6, para obter mais informac¢des sobre a ontologia da doenca.

A conclusao gendmica esta associada ao beneficio ou a falta de beneficio de uma terapéutica,
tem relevancia diagndstica ou tem relevancia prognostica, conforme evidenciado por uma ESMO,
ASCO ou outra diretriz publicada de pratica clinica importante dos EUA. O tipo de tumor da
amostra tem de ser igual ou descendente do tipo de tumor da associacao na KB na ontologia da
doenca. Consulte Selecionar um tipo de tumor na pagina 6, para obter mais informacdes sobre a
ontologia da doenca.

Conclusdes gendmicas com potencial significancia clinica

As conclusbes gendmicas com potencial significAncia clinica sao relatadas na seccdo Conclusoes
gendmicas com potencial significancia clinica do TSO Comprehensive relatério (ver Relatdrio
TruSight Oncology Comprehensive na pagina 19). As conclusées gendmicas sdo comunicadas nas
Conclusdes gendmicas com potencial significancia clinica, se cumprirem os seguintes critérios:

A conclusdao genomica cumpre os critérios das Conclusdes gendémicas com evidéncia de
significancia clinica (ou seja, rotulo do medicamento aprovado pela EMA, rétulo do medicamento
aprovado pela FDA, diretriz da ESMO, diretriz da ASCO ou outra diretriz principal dos EUA), mas
apenas quando o tipo de tumor da amostra ndo corresponder ao tipo de tumor na associagao a
KB. O tipo de tumor da amostra ndo deve, portanto, ser igual e nao ser descendente do tipo de
tumor da associacao a KB.

A variante tem uma associacao terapéutica, diagnostica ou progndstica, na literatura clinica que
descreve um estudo clinico. O tipo de tumor da amostra deve ser igual ou descendente do tipo de
tumor da associacao a KB.

A variante esta incluida nos critérios de elegibilidade para um ensaio clinico de incluséo (fase l/Il,
[, 1/11, 111 ou 1V) registado em clinicaltrials.gov ou no registo de ensaios clinicos da UE (EUCTR).
O tipo de tumor da amostra deve ser igual ou descendente do tipo de tumor do ensaio clinico.

A TMB e a MSI sao sempre comunicadas em de Nivel 3 da FDA, independentemente do tipo de
tumor da amostra.

Alteracoes de nivelamento devido a atualizacoes de KB

A medida que as evidéncias clinicas se acumulam para variantes na oncologia de precisao, as
atualizacoes de KB séao disponibilizadas para refletir as alteragdes. Variantes que inicialmente néao
eram comunicaveis, devido a falta de evidéncias clinicas, podem ser comunicadas posteriormente em
Conclusdes gendmicas com evidéncia de significancia clinica ou Conclusées gendmicas com
potencial significancia clinica, através de uma atualizagdo do conteudo de KB. Da mesma forma, as
variantes podem passar de conclusdes gendmicas com evidéncia de significancia clinica para
conclusdes gendmicas com potencial significdncia clinica ou vice-versa. As variantes detetadas que
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nao cumprem os critérios para qualquer nivel ndo sdao comunicadas. As associagdes de
suscetibilidade ou risco de cancro sédo excluidas da KB e nao tém impacto no nivelamento. As
associacoes terapéuticas utilizadas para nivelamento estao limitadas a terapéuticas oncoldgicas e
imunoterapias direcionadas (n&o incluindo imunoterapias baseadas em células).

Resultados positivos de CDx

As variantes de diagndstico complementar comunicadas nos resultados de diagnéstico complementar
sao excluidas de serem comunicadas como conclusdes genomicas de variante unica em Conclusdes
genomicas com evidéncia de significancia clinica e Conclusées gendmicas com potencial
significancia clinica. No entanto, as conclusées gendmicas que envolvem multiplas variantes podem
ainda ser comunicadas em Conclusdes genémicas com evidéncia de significancia clinica e
Conclusdes genémicas com potencial significancia clinica mesmo que uma das variantes seja
comunicada em resultados de diagnosticos complementares.

Anotacdes COSMIC

As variantes comunicadas nas Conclusdes gendémicas com evidéncia de significancia clinica ou
Conclusdes gendmicas com potencial significancia clinica sdo anotadas com um ID COSMIC,
conforme aplicavel, a partir da base de dados do Catalogo de Mutacdes Somaticas no Cancro
(COSMIC), que é incluida como parte da KB.

Quando a analise estiver concluida, o Médulo de analise do Local Run Manager TruSight Oncology
Comprehensive gera uma pasta de analise na pasta de saida configurada para o sistema. Consulte o
Manual de referéncia do instrumento NextSeq 550Dx (documento n.? 1000000009513) para obter
mais informagdes sobre a configuragcao da pasta de saida.

Ver resultados da analise:
1 Navegue até ao diretério que contém a pasta de analise.

2 Abra a pasta de analise para ver os ficheiros de saida.
O nome da pasta de analise sera formatado como Analysis_# onde # é predefinido para 1 e é
aumentado sucessivamente por um para cada recolocacdo de analise em fila de espera. E criada
uma subpasta, YYYYMMDD_HHMMSS, dentro da pasta de analise e indica a data e hora da
analise (por exemplo, 20210101_145958).

Ficheiros

Esta seccao descreve os ficheiros de saida de resumo, gerados durante a analise.

Relatoérios de resultados

Os relatoérios do TSO Comprehensive sao produzidos em formato PDF e JSON para cada amostra de
doente, que concluiu a analise com sucesso. Os resultados sdo apresentados para pré-visualizagao
no separador Samples and Results (Amostras e resultados) na seccdo Results Reports (Relatoérios de
resultados). As amostras que nao concluiram a analise com sucesso sao listadas com uma
mensagem de erro. Selecione Export Report (Exportar relatério) para descarregar um TSO
Comprehensive relatério em formato PDF. Consulte a pasta de analises resultantes para obter
relatérios do TSO Comprehensive para todas as amostras concluidas.
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Relatério TruSight Oncology Comprehensive

As tabelas seguintes descrevem as secg¢des que constituem os relatérios do TSO Comprehensive
produzidos para cada amostra de doente nos formatos PDF e JSON. O relatério PDF ¢é legivel por
humanos, enquanto o relatério JSON é construido com estruturas de dados, que se destinam a ser
analisadas por maquinas. As informacgdes encontradas apenas no relatério JSON e nao refletidas no
relatério PDF estdo marcadas como ND para este relatorio. Variantes, ndo comunicadas nos
resultados de diagndsticos complementares ou que nao cumpram os critérios de inclusao nas
Conclusdes gendmicas com evidéncia de significancia clinica ou Conclusées gendmicas com
potencial significancia clinica, ndo sdo incluidas nos relatérios.

Consulte Folheto informativo do TruSight Oncology Comprehensive (UE) (documento n.2 200007789)
para interpretagdo dos resultados.

Consulte o esquema JSON nas paginas de apoio TSO Comprehensive no site de apoio Illumina, para

obter informagdes adicionais sobre a estrutura, campos e valores possiveis no relatorio JSON.

Informacdes sobre a amostra, ensaio e andlise — Contém informagdes gerais sobre a amostra
do doente e o relatorio.

Campo no
relatério PDF

Data do
relatério

ND

ID da amostra

Tipo de tumor

ND

ND

ND

Sexo

Data de analise

ND

ID do ensaio

ND

Campo no relatério
JSON

reportDate

reportTime

samplelnformation /
sampleld

samplelnformation /
tumorType

samplelnformation /
tumorTypeCode

samplelnformation /
tumorTypePath

samplelnformation /
tumorTypeCodePath

samplelnformation / sex

samplelnformation /
analysisDate

samplelnformation /
analysisTime

samplelnformation /
analysisRunld

samplelnformation /
analysisRunName

Descricao

Data em que o relatério foi gerado.

Hora em que o relatério foi gerado.

Identificador de amostra. Os dados demograficos do doente nao
estdo incluidos.

Tipo de tumor associado a amostra do doente.
Tipo de codigo de tumor associado a amostra do doente.
Via do tipo de tumor (relativamente a ontologia da doenca)

associada a amostra do doente.

Via do codigo do tipo de tumor (relativamente a ontologia da doenga)
associada a amostra do doente.

Sexo do doente (masculino, feminino ou desconhecido).

Data em que a analise secundaria foi concluida.

Hora em que a analise secundaria foi concluida.

ID do ensaio de sequenciagéo.

Nome do ensaio de sequenciagéao.

Controlo de qualidade — Contém informagdes sobre o controlo de qualidade. Para obter mais
informacbes sobre como o controlo de qualidade é avaliado, consulte o Anexo A fluxograma de

indicadores de CQ na pagina 46.
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Campo
no
relatério
PDF

CQ do
ensaio

CQ do
banco de
ARN

CQ do
banco de
ADN

CQ de
MSI de
ADN

Campo no relatério
JSON

qualityControl / estado /
(item de matriz com
etiqueta = “Run QC” (CQ
do ensaio))

qualityControl / estado /
(item de matriz com rétulo
= “RNA Library QC” (CQ
do banco de ARN))

qualityControl / estado /
(item de matriz com rétulo
= “DNA Library QC” (CQ
do banco de ADN))

qualityControl / estado /
(item de matriz com rétulo
= “DNA MSI QC” (CQ de
MSI de ADN))
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Descricao

O CQ do ensaio (PASS (PASSOU), FAIL (NAO PASSOU) ou N/A (ND))
aplica-se a todas as amostras contidas num Unico ensaio de
sequenciacao.

PASS (PASSOU) — O ensaio € valido.

FAIL or N/A (NAO PASSOU ou ND) — O ensaio ¢ invalido. Todos os
estados de CQ especificos de amostras de ARN e ADN sao N/A (ND) (CQ
do banco de ADN, CQ de MSI de ADN, CQ de variantes pequenas de
ADN e de TMB, CQ da variante do numero de copia de ADN, CQ do
banco de ARN) e ndo existem variantes ou biomarcadores listados no
relatorio.

Consulte o Folheto informativo do TruSight Oncology Comprehensive
(UE) (documento n.2 200007789) para obter orienta¢des sobre a validade
do ensaio e a validade das amostras do doente, com base nos resultados
das amostras de controlo.

O CQ do banco de ARN (PASS (PASSOU), FAIL (NAO PASSOU) ou N/A
(ND)) aplica-se ao banco de ARN que foi sequenciado.

PASS (PASSOU) — o banco de RNA passou em todos os indicadores de
CQ especificos de ARN.

FAIL (NAO PASSOU) — o banco de ARN falhou um ou mais indicadores
de CQ especificos de ARN.

N/A (ND) — o banco de ARN para a amostra nédo foi sequenciado ou o CQ
do ensaio teve um valor de FAIL (NAO PASSOU).

Se o valor for FAIL (NAO PASSOU) ou N/A (ND), ndo existem tipos de
variantes de ARN (variantes de unido exao-intrdo ou de fusédo) no
relatério.

O CQ do banco de ADN (PASS (PASSOU), FAIL (NAO PASSOU) ou N/A
(ND)) aplica-se ao banco de ADN que foi sequenciado.

PASS (PASSOU) — o banco de ADN passou no indicador de CQ da
contaminagao.

FAIL (NAO PASSOU) — o banco de ADN falhou o indicador de CQ da
contaminagao.

N/A (ND) — o banco de ADN para a amostra nao foi sequenciado ou o CQ
do ensaio tinha um valor de FAIL (NAO PASSOU).

Se o valor for FAIL (NAO PASSOU) ou N/A (ND), néo s&o comunicados
quaisquer tipos de variantes de ADN (variantes pequenas, variantes de
numeros de copias) ou biomarcadores de ADN (TMB, MSI).

O CQ de MSI de ADN (PASS (PASSOU), FAIL (NAO PASSOU) ou N/A
(ND)) aplica-se ao banco de ADN que foi sequenciado.

PASS (PASSOU) — o banco de ADN passou no indicador de CQ
especifico de MSI e CQ do banco de ADN a montante.

FAIL (NAO PASSOU) — o banco de ADN falhou o indicador de CQ
especifico de MSI.

N/A (ND) — o banco de ADN para a amostra ndo foi sequenciado, o CQ
do banco de ADN para a amostra foi FAIL (NAO PASSOU) ou o CQ do
ensaio teve um valor d~e FAIL (NAO PASSOU).

Se o valor for FAIL (NAO PASSOU) ou N/A (ND), o biomarcador de MSI
néo é relatado e listado como Not evaluable (N&o avaliavel).
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Campo
no
relatério
PDF

CQ de
pequena
variante
de ADN e
de TMB

CQ da
variante
do
numero
de copias
de ADN

Campo no relatério
JSON

Controlo de qualidade /
estado / (item de matriz
com ro6tulo = “DNA Small
Variant & TMB QC” (CQ de
pequenas variantes de
ADN e de TMB))

qualityControl / estado /
(item de matriz com rétulo
= “DNA Copy Number
Variant QC” (CQ da
variante do niumero de
cépias de ADN))

Descricao

O CQ de pequena variante de ADN e de TMB (PASS (PASSOU), FAIL
(NAO PASSOU) ou N/A (ND)) aplicam-se ao banco de ADN que foi
sequenciado.

PASS (PASSOU) — o banco de ADN passou nos indicadores de CQ
especificos de pequena variante e TMB e nos indicadores de CQ do
banco de ADN a montante.

FAIL (NAO PASSOU) — o banco de ADN falhou um ou mais dos
indicadores de CQ especificos da variante pequena e da TMB.

N/A (ND) — o banco de ADN para a amostra nao foi sequenciado, o CQ
do banco de ADN para a amostra foi FAIL (NAO PASSOU) ou o CQ do
ensaio teve um valor de FAIL (NAO PASSOU).

Se o valor for FAIL (NAO PASSOU) ou N/A (ND), ndo existem pequenas
variantes no relatorio e o biomarcador TMB esta listado como Not
evaluable (N&o avaliavel).

O CQ (PASS (PASSOU), FAIL (NAO PASSOU) ou N/A (ND)) da variante
do numero de copias de ADN (CNV) aplica-se ao banco de ADN que foi
sequenciado.

PASS (PASSOU) — o banco de ADN passou todos os indicadores de CQ
especificos de variante do niumero de coépias e nos indicadores de CQ do
banco de ADN a montante.

FAIL (NAO PASSOU) — o banco de ADN falhou um ou mais dos
indicadores de CQ especificos da variante do numero de copias.

N/A (ND) — o banco de ADN para a amostra nao foi sequenciado, o CQ
do banco de ADN para a amostra foi FAIL (NAO PASSOU) ou o CQ do
ensaio teve um valor de FAIL (NAO PASSOU).

Se o valor for FAIL (NAO PASSOU) ou N/A (ND), néo existem
amplificagdes de genes no relatério.

Configuragdo do médulo de analise e da base de conhecimentos do TruSight Oncology

Comprehensive — Contém informacdes sobre o software e versdes da KB utilizadas, quando o

relatério foi gerado.

Campo no relatério PDF

Versao da base de
conhecimentos

Data da publicagado da
base de conhecimentos

Versao do médulo

Versao do Claims

Package

Resultados de diagndsticos complementares — Os resultados para utilizagdes previstas de

softwareConfiguration /

Campo no relatério JSON Descricao

softwareConfiguration / Versao da base de conhecimentos instalada no
knowledgeBaseVersion Moédulo de analise do TSO Comprehensive.
softwareConfiguration / Data associada a base de conhecimentos que foi

knowledgeBasePublishedDate utilizada para gerar o relatorio.

moduleSoftwareVersion utilizado para gerar o relatorio.
softwareConfiguration / Versao do Claims Package instalado com o Médulo
claimsPackageVersion de analise do TSO Comprehensive.

diagnosticos complementares (CDx), em que foi detetada uma variante ou biomarcador
associado, sao listados nos relatorios PDF e JSON. Utilizagdes previstas adicionais de

diagnostico complementar em que uma variante ou biomarcador associado nao foi detetado, ou

Versao do Modulo de andlise do TSO Comprehensive

que nao foram avaliados, estao listadas apenas no relatério JSON. Consulte Utilizagbes previstas
avaliadas do diagndstico complementar na pagina 26.
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Campo no relatério PDF

[Caixa de mensagem]

[Caixa de mensagem]

ND

Variantes/Biomarcadores
detetados

Terapéutica

Documento n.2 200008661 v02

Campo(s) no relatério JSON

reportFindings /
companionDiagnosticResults
/ resultados / noEntryText

reportFindings /
companionDiagnosticResults
/ resultados / mensagem

reportFindings /
companionDiagnosticResults
/ resultados /
genomicFindings / (item de
matriz para utilizagéo prevista
de CDx) /
companionDiagnosticName

reportFindings /
companionDiagnosticResults
/ resultados /
genomicFindings / (item de
matriz para utilizagéo prevista
de CDx) / variantes

reportFindings /
companionDiagnosticResults
/ resultados /
genomicFindings / (item de
matriz para utilizac&do prevista
de CDx) / terapéutica

PARA UTILIZACAO EM DIAGNOSTICO IN VITRO
APENAS PARA EXPORTACAO

Descricao

E opcionalmente apresentada uma mensagem nesta
seccgdo. E possivel a seguinte mensagem:

No Companion Diagnostic biomarkers for the stated
sample tumor type were detected (Nao foram
detetados biomarcadores de diagnostico associados
para o tipo de tumor da amostra indicado) — Esta
mensagem € incluida quando qualquer uma das
seguintes situacoes for verdadeira, para todas as
utilizagoes previstas de CDx:

» A amostra passa no CQ, mas nao foi detetada
qualquer variante ou biomarcador associado ou o seu
tipo de tumor ndo é aplicavel.

» A amostra falha nos indicadores de CQ necessarios e
o seu tipo de tumor néo é aplicavel.

E opcionalmente apresentada uma mensagem nesta
seccao. E possivel a seguinte mensagem:

One or more biomarkers or variant types failed CQ,
or the appropriate nucleic acid was not run (Um ou
mais biomarcadores ou tipos de variantes falharam o
CQ ou o acido nucleico apropriado nao foi executado)
— Esta mensagem ¢ incluida quando pelo menos uma
utilizacao prevista de CDx, aplicavel ao tipo de tumor
da amostra ndo pdde ser avaliada devido a uma falha
do CQ ou devido a nao ter um banco de ADN ou ARN
sequenciado. Quaisquer biomarcadores de CDx
detetados aparecem numa tabela por baixo desta
mensagem. Consulte Utilizagbes previstas avaliadas do
diagnostico complementar na pagina 26, para obter os
motivos pelos quais uma utilizagéo prevista de CDx
nao foi avaliada.

Nome da utilizagao prevista do diagnéstico
complementar. Inclui descrigcdo de biomarcadores,
terapéutica e tipo de tumor.

Uma lista de variantes ou biomarcadores detetados
associados a uma utilizacdo prevista de CDx detetada
para a amostra.

No relatério JSON, este campo esta vazio para
utilizagdes previstas de CDx, se o resultado néao for
igual ao detetado.

A terapéutica associada a utilizagado prevista de CDx.
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Campo no relatério PDF

Utilizagao

Detalhes

ND

Campo(s) no relatério JSON

reportFindings /
companionDiagnosticResults
/ resultados /
genomicFindings / (item de
matriz para utilizacédo prevista
de CDx) / utilizagao

reportFindings /
companionDiagnosticResults
/ resultados /
genomicFindings / (item de
matriz para utilizagéo prevista
de CDx) / nota

reportFindings /
companionDiagnosticResults
/ resultados /
genomicFindings / (item de
matriz para utilizagéo prevista
de CDx) / variantes / (item de
matriz para variantes em
conclusdes gendmicas)

reportFindings /
companionDiagnosticResults
/ resultados /
genomicFindings / (item de
matriz para utilizacédo prevista
de CDx) / detailedResult /
resultado

Descricao

Utilizacédo da terapéutica de CDx (Indicated (Indicada)
ou See note (Ver nota)). No relatorio JSON, este
campo existe para utilizagoes previstas de CDx, se o
resultado nao for igual ao detetado.

Indicated (Indicado) — a terapéutica associada é
indicada para utilizagao.

See Note (Ver nota) — uma nota descreve a utilizagéo
da terapéutica.

Contém uma nota opcional e uma lista de detalhes de
variantes. No relatério PDF, a ordem dos detalhes de
variantes corresponde a ordem das variantes listadas
para o campo Detected Variants/Biomarkers
(Variantes/Biomarcadores Detetados). Consulte a
Tabela 1, Tabela 2, Tabela 3 e Tabela 4, para obter
uma lista de campos de detalhes de variantes.

No relatério JSON, estes campos estdo vazios para
utilizagbes previstas de CDx, se o resultado nao for
igual ao detetado.

Um valor codificado para o resultado da utilizagao
prevista do CDx. Os valores possiveis incluem o
seguinte:

detected (detetado) — A utilizagao prevista de CDx é
aplicavel ao tipo de tumor da amostra e uma ou mais
variantes ou biomarcadores associados a utilizagao
prevista de CDx foram detetados na amostra.
notDetected — A utilizagao prevista de CDx é aplicavel
ao tipo de tumor da amostra, mas nao foram detetadas
variantes ou biomarcadores associados a utilizagéo
prevista de CDx na amostra.

tumorTypeNonMatch — A utilizagdo prevista de CDx
nao é aplicavel ao tipo de tumor da amostra.
nucleicAcidNA — A amostra ndo tinha um banco de
ADN ou ARN sequenciado, que é necessario para a
utilizacdo prevista de CDx.

qcFail — A utilizacdo prevista de CDx nao foi avaliada
devido a uma falha do CQ.

didNotCompleteAnalysis — A analise nao foi concluida
com éxito para a amostra.

negative (negativo) — Valor do marcador de posi¢éao
para utilizacao futura.

Outras alterag6es e biomarcadores identificados — Esta secgcao contém informacdes de perfil
tumoral para a amostra, com variantes detetadas, TMB e MSI classificadas em conclusées
gendmicas com evidéncia de significancia clinica ou conclusdes gendmicas com potencial
significancia clinica. Consulte Perfil tumoral de variantes na pagina 16, para obter detalhes sobre
como é determinado um nivel para variantes detetadas.

Conclusdes gendmicas com evidéncia de significancia clinica — Cada entrada nesta secgédo é
uma conclusdo gendémica, que € uma variante unica com evidéncia de significancia clinica ou um
agrupamento de variantes que, quando detetadas em conjunto, tém evidéncia de significancia
clinica. Se nao forem detetadas variantes, o relatério apresenta uma mensagem No Detected
Variants (Sem variantes detetadas).
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Campo no

relatério Campo no relatério JSSON Descricao

PDF

Variantes reportFindings / otherFindings / Uma lista de variantes detetadas que fazem

detetadas genomicFindingsWithEvidenceOfClinicalSignificance parte da conclusdo genomica.

/ resultados / genomicFindings / (item de matriz para  Para pequenas variantes, inclui o simbolo do

conclusdes genomicas) / variantes gene e a alteragao da proteina, alteragdo da
transcrigao ou alteragao gendémica no formato
da Human Genome Variation Society (HGVS),
por exemplo, NRAS p.(GIn61Arg).
Para amplificagbées de genes, inclui o simbolo
do gene seguido de Gain (Ganho), por
exemplo, ERBB2 Gain.
Para fusdes, inclui os simbolos ou nomes de
ambos os genes parceiros (da versao 19 da
GENCODE), separados por um - ou /. Quando
separada por um -, a ordem genética
comunicada corresponde a orientagao
transcrita (5’ a 3’). Quando separada por um /,
nao foi possivel determinar a orientagdo. Se
varios genes estiverem sobrepostos a um
ponto de corte, todos séo listados e
delimitados por ponto e virgula.
Para variantes de unido exao-intréo, inclui o
simbolo do gene e exao ou exdes afetados
(consoante o caso), por exemplo, MET Exon
14 skipped (exédo 14 do MET ignorado).

Detalhes reportFindings / otherFindings / Contém uma lista de detalhes de variantes. No

genomicFindingsWithEvidenceOfClinicalSignificance relatério PDF, a ordem dos detalhes de

/ resultados / genomicFindings / (item de matriz para variantes corresponde a ordem das variantes

conclusGes gendémicas) / variantes / (item de matriz listadas para o campo Detected

para variantes em conclusdées genomicas) Variants/Biomarkers (Variantes/Biomarcadores
Detetados). Consulte a Tabela 1, Tabela 2,
Tabela 3 e Tabela 4, para obter uma lista de
campos de detalhes de variantes.

Conclusdes gendmicas com potencial significancia clinica — A TMB e a MSI sdo ambas
relatadas nesta secgdo, quando existe um banco de ADN sequenciado para a amostra. Uma
entrada nesta sec¢do é uma conclusdao gendémica, que é uma variante unica com potencial
significancia clinica ou um agrupamento de variantes que, quando detetadas em conjunto, tém
potencial significancia clinica. Se nao forem detetadas variantes, o relatério apresenta uma
mensagem No Detected Variants (Sem variantes detetadas).
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Campo no

relatério
PDF

TMB

MSI

Variantes
detetadas

Detalhes

Campo no relatorio JSON

reportFindings / otherFindings / biomarcadores /
tumorMutationalBurden

reportFindings / otherFindings / biomarcadores /
microsatellitelnstability

reportFindings / otherFindings /
genomicFindingsWithPotentialClinicalSignificance /
resultados / genomicFindings / (item de matriz para
conclusbes gendémicas) / variantes / (todos os itens
de matriz) / detectedVariantLabel

reportFindings / otherFindings /
genomicFindingsWithEvidenceOfClinicalSignificance
/ resultados / genomicFindings / (item de matriz para
conclusbes gendémicas) / variantes
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Descricao

A TMB é uma medigao do numero estimado de
mutacbes somaticas transportadas por células
tumorais por megabase, na regido de
codificagdo. A TMB é comunicada como Not
evaluable (N&o avaliavel) se nado puder ser
avaliada devido a uma falha de CQ ou se néo
tiver sido sequenciado um banco de ADN para
a amostra.

A TMB esta sempre incluida nos resultados
gendmicos com potencial significancia clinica.

Estado de MSI. Os valores possiveis incluem o
seguinte:

MSI-Stable (MSl-estavel) — Microssatélite
estavel.

MSI-High (MSI-Elevada) — Instabilidade de
microssatélites elevada.

Not evaluable (Nao avalidvel) — O estado de
MSI nao pdde ser avaliado devido a uma falha
de CQ ou a nao sequenciacdo de um banco de
ADN para a amostra.

A MSI esta sempre incluida nos resultados
genomicos de com potencial significancia
clinica.

Uma lista de variantes detetadas que fazem
parte da conclusdo genémica.

Para pequenas variantes, inclui o simbolo do
gene e a alteragao da proteina, alteragdo da
transcrigao ou alteragao gendémica no formato
da Human Genome Variation Society (HGVS),
por exemplo, NRAS p.(GIn61Arg).

Para amplificagbes de genes, inclui o simbolo
do gene seguido de Gain (Ganho), por
exemplo, ERBB2 Gain.

Para fusdes, inclui os simbolos ou nomes de
ambos os genes parceiros (da versao 19 da
GENCODE), separados por um - ou /. Quando
separada por um -, a ordem genética
comunicada corresponde a orientagao
transcrita (5’ a 3’). Quando separada por um /,
nao foi possivel determinar a orientagédo. Se
varios genes estiverem sobrepostos a um
ponto de corte, todos s&o listados e
delimitados por ponto e virgula.

Para variantes de unido exao-intréo, inclui o
simbolo do gene e exao ou exdes afetados
(consoante o caso), por exemplo, MET Exon
14 skipped (exao 14 do MET ignorado).

Contém uma lista de detalhes de variantes. No
relatorio PDF, a ordem dos detalhes de
variantes corresponde a ordem das variantes
listadas para o campo Detected
Variants/Biomarkers (Variantes/biomarcadores
detetados). Consulte a Tabela 1, Tabela 2,
Tabela 3 e Tabela 4, para obter uma lista de
campos de detalhes de variantes.
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CQ de diagndsticos complementares — Esta secc¢ao lista as posicdées gendmicas associadas a
uma utilizagéo prevista de CDx que néo tinha profundidade suficiente para fazer uma
identificacdo de referéncia confiante. Apenas sao listadas as utilizacdes previstas de CDx, que
envolvem pequenas variantes e que foram avaliadas para uma amostra.

Campo

ne " Campo no relatério JSSON Descricao

relatério

PDF

[Lista de reportFindings / companionDiagnosticResults / qualityControl /  Uma lista de posicdes genomicas para

posicoes] insufficientQuality / informacgdes introduzidas / (item de matriz a utilizagcdo prevista associada de
para utilizagédo prevista de CDx) / posigdes CDx, com cobertura insuficiente.

Utilizagdes previstas avaliadas do diagndstico complementar — Esta seccdo lista todas as
utilizacoes previstas instaladas de CDx, com um campo que indica se a utilizagdo prevista de
CDx foi avaliada para a amostra. Se uma utilizacao prevista de CDx nao tiver sido avaliada, é
apresentado um motivo.

Campo no . -
relatério PDF Campo no relatério JSSON Descricao
Tipo de tumor reportFindings / De acordo com a declaracdo de Utilizagéo Prevista.

companionDiagnosticResults /
qualityControl / intendedUsesEvaluated /
companionDiagnosticTable / informacdes
introduzidas / (item de matriz para
utilizagao prevista de CDx) / tumorType

Biomarcadores reportFindings / De acordo com a declaracéo de Utilizagdo Prevista.
companionDiagnosticResults /
qualityControl / intendedUsesEvaluated /
companionDiagnosticTable / informagdes
introduzidas / (item de matriz para
utilizagao prevista de CDx) / biomarcadores

Terapéutica reportFindings / De acordo com a declaracao de Utilizagao Prevista.
companionDiagnosticResults /
qualityControl / intendedUsesEvaluated /
companionDiagnosticTable / informacgoes
introduzidas / (item de matriz para
utilizagao prevista de CDx) / terapéutica
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Campo no
relatério PDF
Utilizagao
prevista de CDx
avaliada

Comentario

Campo no relatorio JSON

reportFindings /
companionDiagnosticResults /
qualityControl / intendedUsesEvaluated /
companionDiagnosticTable / informacgdes
introduzidas / (item de matriz para
utilizagao prevista de CDx) /
intendedUseEvaluated

reportFindings /
companionDiagnosticResults /
qualityControl / intendedUsesEvaluated /
companionDiagnosticTable / informagdes
introduzidas / (item de matriz para
utilizagao prevista de CDx) / comentario

Descricao

Indica se a utilizagao prevista de CDx foi avaliada
para a amostra (Sim/N&o).

A avaliacao da utilizacéo prevista de CDx requer a
aprovacao das categorias especificas de CQ do
acido nucleico ou variante/tipo de biomarcador
associado a utilizagédo prevista de CDx.

As utilizagbes previstas de CDx associadas a
detecao de pequenas variantes (SNV, MNV, Indel)
requerem que o ADN seja sequenciado e que as
seguintes categorias de CQ passem:

» CQ do ensaio

» CQ do banco de ADN

» CQ de pequena variante de ADN e de TMB

As utilizagOes previstas de CDx associadas a
detecao de fusdes requerem que o ARN seja
sequenciado e que as seguintes categorias de CQ
passem:

» CQ do ensaio

» CQ do banco de ARN

Para ser avaliado, o tipo de tumor da amostra tem
de ser igual ou um subtipo do tipo de tumor listado
na tabela Utilizagbes previstas avaliadas do
diagnostico complementar. Consulte Selecionar um
tipo de tumor na péagina 6.

Se o campo CDx Intended Use Evaluated
(Utilizagao prevista de CDx avaliada) for Sim e nao
forem necessarios comentérios adicionais, este
campo apresenta um travesséao.

Se o campo CDx Intended Use Evaluated
(Utilizagao prevista de CDx avaliada) for Sim e
existirem comentarios adicionais para listar, pode
ser apresentado um comentario como o seguinte.
Exemplo:

» Algumas posigdes gendmicas associadas ao
pedido de CDx tinham cobertura insuficiente.
Consulte a secgéo Posigdes gendmicas de
diagnosticos complementares com Cobertura
Insuficiente para Detegcédo de Variantes Pequenas
para obter detalhes.

Se o campo CDx Intended Use Evaluated
(Utilizagao prevista de CDx avaliada) for Nao, é
apresentado um comentario como o seguinte.
Exemplos:

» O tipo de tumor da amostra nao corresponde ao
tipo de tumor correspondente a utilizagao prevista
de CDx.

* Dados de ADN ou ARN associados a um
biomarcador de CDx.

nao disponivel

* A categoria de CQ necessaria nao foi aprovada.

Sobre o teste, detalhes informativos, limitagdes — Contém informacdes gerais sobre o teste,

bem como uma lista de limitagdes.
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Campo no
relatério PDF

Sobre o teste

Detalhes
informaticos

Limitagbes

Campo no relatério JSSON

sobre / descrigéo

detalhes / (uma propriedade JSON

por subsecgao)

limitagbes / descrigao

Descricao

Descric&do do teste.

Uma breve descricdo das secgdes do relatorio e outros
detalhes informativos.

Lista de limitagdes do ensaio e do relatorio.

Painel de genes do TruSight Oncology Comprehensive — Contém informagdes sobre o painel de

genes.

Campo

no Campo(s) no relatério
relatério JSON

PDF

Painel de genePanel / genelList /
genes genes / genePanel /

genelist / genes /

variantes

Descricao

A lista de genes que fazem parte do painel, incluindo uma nota de rodapé
indicando que tipos de variantes séo avaliados para que genes. Pequenas
variantes sao identificadas em todos os genes.

Tabela 1 Detalhes de variantes pequenas no relatorio

Campo no
relatério PDF

Tipo

VAF

Consequéncia

Alteracao de
nucleotidos

Posicao
Gendmica

Alelo de
referéncia

Campo no relatério JSON
(caminho relativo na
variante objeto JSON)

tipo / valor

adicionallnfo / (item de
matriz com propriedade de
etiqueta = “VAF”) / valor

adicionallnfo / (item de
matriz com propriedade de
etiqueta = “Consequence”
[Consequéncia]) / valor

adicionallnfo / (item de
matriz com propriedade de
etiqueta = “Nucleotide
Change” [Alteragao de
nucleétidos]) / valor

adicionallnfo / (item de
matriz com propriedade de
etiqueta = “Genomic
Position” [Posicao
gendmica]) / valor

adicionallnfo / (item de
matriz com propriedade de
etiqueta = “Reference Allele”
[Alelo de referéncia]) / valor

Documento n.2 200008661 v02

PARA UTILIZACAO EM DIAGNOSTICO IN VITRO
APENAS PARA EXPORTACAO

Descricao

O tipo detalhado de variante. Os valores possiveis para variantes
pequenas incluem:

SNV - variante de nucleoétido Unico.

Insertion (Inser¢do) — Adi¢do de nucleétidos até 25 bp.

Deletion (Delecdo) — Remocgéo de nucleotidos até 25 bp.

MNV - Variante de nucleé6tidos multiplos, sendo uma substituicao
de dois ou trés nucleétidos pelo mesmo numero de nucleétidos.
Indel — Um ou mais nucleoétidos substituidos por um ou mais
nucleétidos e ndo € uma SNV ou MNV. Isto € normalmente
referido como “delins” (delegbes + insergoes).

Frequéncia de alelos de variantes (como percentagem).

Variante de consequéncia da ontologia da sequéncia.

Alteracédo da sequéncia de referéncia do ADN de codificagdo (ou
seja, transcricdo RefSeq) na nomenclatura HGVS. Se a variante
nao tiver impacto numa transcricéo, € incluida a alteracéo a
sequéncia de referéncia genémica na nomenclatura HGVS.

Posicdo gendmica (hg19) no cromossoma:formato posicao.
Refere-se a posicdo da primeira base no alelo de referéncia.

Alelo de referéncia.
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Campo no
relatério PDF

Alelo
alternativo

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

Campo no relatério JSON
(caminho relativo na
variante objeto JSON)

adicionallnfo / (item de
matriz com propriedade de
etiqueta = “Alternate Allele
[Alelo alternativo]) / valor

cosmiclds

detailedSmallVariantData /
vcfChromosome

detailedSmallVariantData /
vcfPosition

detailedSmallVariantData /
vcfRefAllele

detailedSmallVariantData /
vcfVariantFrequency

detailedSmallVariantData /
anotacao / transcrigdes

detailedSmallVariantData /
anotacao / transcrigbes /
(primeiro item de matriz) /
transcricao

detailedSmallVariantData /
anotacao / transcrigoes /
(primeiro item de matriz) /
fonte

detailedSmallVariantData /
anotacao / transcrigdes /
(primeiro item de matriz) /
bioType

detailedSmallVariantData /
anotacao / transcrigbes /
(primeiro item de matriz) /
aminoAcids

detailedSmallVariantData /
anotacao / transcrigbes /
(primeiro item de matriz) /
cdnaPos

detailedSmallVariantData /
anotacao / transcrigoes /
(primeiro item de matriz) /
codobes

detailedSmallVariantData /
anotacao / transcrigbes /
(primeiro item de matriz) /
cdsPos
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Descricao

Alelo alternativo.

Lista de ID de mutacdo genomica associados a variante da base
de dados Catalogue of Somatic Mutations In Cancer (COSMIC)
(Catalogo de mutacdes somaticas no cancro), conforme aplicavel.

Cromossoma.

Posicdo gendmica (hg19). Refere-se a posicdo da primeira base
no alelo de referéncia (detailedSmallVariantData / campo
referenceAllele).

O alelo de referéncia.

Frequéncia de alelos de variantes.

Anotacgoes detalhadas ao nivel da transcricdo para uma
transcricdo (conforme aplicavel). Apenas esta incluida uma unica
transcrigao preferencial.

ID da transcricao.

Fonte da transcri¢cao (por exemplo, RefSeq).

Uma classificagao de biotipo Ensembl para a transcrigao.

A alteracdo nos aminoacidos, conforme aplicavel (por exemplo,

G/D).

Posicdo de ADNc.

Alteracdo da sequéncia do cod&o (por exemplo, gGt/gAt),

conforme aplicavel.

Posicédo da sequéncia de codificagdo, conforme aplicavel.
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Campo no
relatério PDF

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

Campo no relatério JSON
(caminho relativo na
variante objeto JSON)

detailedSmallVariantData /
anotacao / transcrigdes /
(primeiro item de matriz) /
exodes

detailedSmallVariantData /
anotacao / transcrigbes /
(primeiro item de matriz) /
intrées
detailedSmallVariantData /
anotacao / transcrigbes /
(primeiro item de matriz) /
geneld

detailedSmallVariantData /
anotacao / transcrigoes /
(primeiro item de matriz) /
hgnc

detailedSmallVariantData /
anotacao / transcrigdes /
(primeiro item de matriz) /
consequéncia

detailedSmallVariantData /
anotacao / transcrigbes /
(primeiro item de matriz) /
hgvsc

detailedSmallVariantData /
anotacao / transcrigbes /
(primeiro item de matriz) /
hgvsp

detailedSmallVariantData /
anotacao / transcrigoes /
(primeiro item de matriz) /
isCanonical

detailedSmallVariantData /
anotacao / transcrigbes /
(primeiro item de matriz) /
proteinld

detailedSmallVariantData /
anotacao / transcrigbes /
(primeiro item de matriz) /
proteinPos
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Descricao

O exao ou exdes afetados pela variante e a contagem total de
exdes, conforme aplicavel. Por exemplo, 4-6/7 indicaria que os
exodes 4, 5 e 6 foram afetados e que esta transcricdo contém 7
exdes no total.

Os introes afetados pela variante, conforme aplicavel.

ID do gene do National Center for Biotechnology Information
(NCBI) (Centro Nacional de Informagbes sobre Biotecnologia).

Simbolo do gene do HUGO Gene Nomenclature Committee
(HGNC) (Comité de Nomenclatura de Genes HUGO).

Matriz de consequéncias de variantes da Ontologia da Sequéncia.

Alteragao da sequéncia de referéncia do ADN de codificagao (ou
seja, transcricdo RefSeq) na nomenclatura HGVS, conforme
aplicavel.

Alteracdo na sequéncia de proteinas na nomenclatura HGVS,
conforme aplicavel.

Exibe verdadeiro, se esta transcri¢cao for considerada a transcri¢éo
canonica do gene, caso contrario exibe falso. Uma transcrigéo
canonica para um gene € determinada da seguinte forma:
Apenas transcricoes NM e NR estéo incluidas.

As transcrigdes para um gene sao ordenadas pela seguinte
ordem:

» As informagdes introduzidas de genoma de referéncia de locus
(LRG) sao anteriores as informagdes introduzidas ndo LRG.

» Comprimento descendente do CDS.

» Comprimento descendente da transcrigao.

* Numero de registo.

Com esta classificagdo, a primeira transcricao é considerada
canonica.

ID da proteina.

Posicédo da proteina.
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Tabela 2 Detalhes da amplificacdo do gene no relatorio

Campo
no
relatério
PDF

Tipo

Fold
Change

ND

ND

ND

ND

ND

Campo no relatério JSON
(caminho relativo na variante
objeto JSON)

tipo / valor

detailedCopyNumberVariantData /
foldChange

detailedCopyNumberVariantData /
copyNumberType

detailedCopyNumberVariantData /
gene

detailedCopyNumberVariantData /
chromosome

detailedCopyNumberVariantData /
startPosition

detailedCopyNumberVariantData /
endPosition

Tabela 3 Detalhes de fusao no relatorio

Campo no
relatério
PDF

Tipo

Ponto de
corte 1

Ponto de
corte 2

Fragmentos
de apoio as
fusdes

ND

ND

ND

Campo no relatério JSON (caminho relativo na

variante objeto JSON)

tipo / valor

Descricao

O tipo detalhado de variante. Os valores possiveis para
amplificacées de genes incluem:
CNV — Variante do nimero de cépias (as amplificagcdes de genes

sdo as unicas variantes do numero de coépias listadas no relatorio).

A fold change da profundidade de leitura normalizada na amostra,
em relagéo a profundidade de leitura normalizada nos genomas
diploides.

O valor € <DUP> para todas as amplificacdes de genes.

Simbolo do gene.

Cromossoma do gene.

Posicéao inicial (hg19) do gene.

Posicéao final (hg19) do gene.

Descricao

O tipo detalhado de variante. Os valores
possiveis para fusdes incluem:
Fuséo

additionallnfo / (item de matriz com propriedade de
etiqueta = “Breakpoint 1” [Ponto de corte 1])

additionallnfo / (item de matriz com propriedade de
etiqueta = “Breakpoint 2” [Ponto de corte 2])

additionallnfo / (item de matriz com propriedade de
etiqueta = “Fusion Supporting Reads” [Fragmentos de
apoio as fusoes])

detailedGeneFusionData /
fusionDirectionalityKnownAndIndiciatedByGeneOrder

detailedGeneFusionData / fusionSupportingReads

detailedGeneFusionData / partner1 / gene
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Fuséo observada no ponto de corte 1 em
ARN. Cromossoma:formato de posicdo
(hg19).

Fusdo observada no ponto de corte 2 em
ARN. Cromossoma:formato de posicdo
(hg19).

Contagem de fragmentos de apoio as
fusoes.

Exibe verdadeiro quando a ordem do
gene/ponto de corte corresponde a
orientagao transcrita (5’ a 3’). Exibe falso
quando nao foi possivel determinar a
orientagéao.

Contagem de fragmentos de apoio as
fusodes.

Simbolos ou nome (da verséo 19 do
GENCODE) de gene(s) sobreposto(s) no
ponto de corte 1. Varios genes sobrepostos
no mesmo ponto de corte sdo delimitados
por ponto e virgula.
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Campo no
relatério
PDF

ND
ND
ND

ND
ND

Campo no relatério JSON (caminho relativo na

variante objeto JSON)

detailedGeneFusionData / partner1 / cromossoma
detailedGeneFusionData / partner1 / posicédo

detailedGeneFusionData / partner2 / gene

detailedGeneFusionData / partner1 / cromossoma

detailedGeneFusionData / partner1 / posicao

Descricao

Cromossoma do ponto de corte 1.
Posicédo (hg19) do ponto de corte 1.

Simbolos ou nome (da versao 19 do
GENCODE) de gene(s) sobreposto(s) no
ponto de corte 2. Varios genes sobrepostos
no mesmo ponto de corte sao delimitados
por ponto e virgula.

Cromossoma do ponto de corte 1.

Posigao (hg19) do ponto de corte 1.

Tabela 4 Detalhes de variantes de unido exao-intrao no relatorio

Campo no
relatério
PDF

Tipo

Ex&o ou
exoes
afetados

Transcricéo

Inicio do
ponto de
corte

Final do
ponto de
corte

Leituras de
apoio de
unides exao-
intréo

ND

ND

ND

ND

ND

ND

Campo no relatério JSON
(caminho relativo na variante
objeto JSON)

tipo / valor

additionallnfo / (item de matriz com
propriedade de etiqueta = “Affected
Exon(s)” [Ex@o ou exdes afetados])

adicionallnfo / (item de matriz com
propriedade de etiqueta =
“Transcript” [Transcrigao])

additionallnfo / (item de matriz com
propriedade de etiqueta =
“Breakpoint Start” [Inicio do ponto
de corte])

additionallnfo / (item de matriz com
propriedade de etiqueta =
“Breakpoint End” [Final do ponto de
corte])

additionallnfo / (item de matriz com
propriedade de etiqueta = “Splice
Supporting Reads” [Leituras de
apoio de unides exao-intrao])

detailedSpliceVariantData /
breakPointStartChromosome

detailedSpliceVariantData /
breakPointStartPosition

detailedSpliceVariantData /
breakPointEndChromosome

detailedSpliceVariantData /
breakPointEndPosition

detailedSpliceVariantData /
spliceSupportingReads

detailedSpliceVariantData /
anotacao / fonte
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Descricao

O tipo detalhado de variante. Os valores possiveis para fusdes
incluem:
Variante de unido exao-intrao

O ou os exdes afetados pela variante de unido exao-intrao,
conforme aplicavel. Por exemplo, 4-6 indicaria que os exdes 4,
5 e 6 foram afetados.

ID da transcrigao (RefSeq).

Inicio do ponto de corte observado de variante de unido exao-
intrdo em ARN. Cromossoma:formato de posicao (hg19).

Final do ponto de corte observado de variante de unido exao-
intrdo em ARN. Cromossoma:formato de posi¢ao (hg19).

Contagem de leituras de apoio de unides exao-intrao.

Cromossoma do inicio do ponto de corte.

Posicao (hg19) do inicio do ponto de corte.

Cromossoma do final do ponto de corte.

Posicao (hg19) do final do ponto de corte.

Contagem de leituras de apoio de unides exao-intrao.

Fonte da transcri¢cao (por exemplo, RefSeq).
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Campo no Campo no relatério JSON
relatério (caminho relativo na variante Descricao
PDF objeto JSON)
ND detailedSpliceVariantData / Simbolo do gene.
anotacao / gene
ND detailedSpliceVariantData / O ou os exdes afetados pela variante de unido exao-intrédo e a
anotacao / affectedExons contagem total de exdes, conforme aplicavel. Por exemplo, 4-
6/7 indicaria que os exdes 4, 5 e 6 foram afetados e que esta
transcricdo contém 7 exdes no total.
ND detailedSpliceVariantData / ID da transcrigao.

anotacao / transcri¢cao

Fichas de amostras

Nome do ficheiro: SampleSheet.csv

Para cada analise, o Médulo de analise do TSO Comprehensive cria uma ficha de amostras

delimitada por virgulas (SampleSheet.csv). Este ficheiro contém informacdes relativas a amostras
fornecidas ao software, durante a configuracao do ensaio. Estas fichas de amostras incluem um

cabecalho com informacgdes relativas ao ensaio e descritores para as amostras de bancos
processadas numa determinada célula de fluxo (uma linha de dados por banco de amostras).

ATENGAO

Modificar o ficheiro da ficha de amostras ira provocar efeitos adversos a jusante, incluindo
resultados incorretos ou falha na analise.

A tabela seguinte disponibiliza os detalhes dos dados das fichas de amostras:

Nome da coluna

Sample_ID
17_Index_ID
indice
15_Index_ID
index2
Sample_Type
Pair_ID

Sample_Description
Tumor_Type

Sexo
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Descricao

ID da amostra com “ADN” adicionado para bancos de ADN ou “ARN” adicionado para
bancos de ARN.

Nome de indice i7. Consulte as Sequéncias do adaptador Illumina (documento n.2
1000000002694) para obter detalhes sobre como o ID do indice da ficha de amostras é
mapeado para o ID do indice introduzida durante a configuragdo do ensaio.

Sequéncia de indice i7.

Nome de indice i5. Consulte as Sequéncias do adaptador Illlumina (documento n.?
1000000002694) para obter detalhes sobre como o ID do indice da ficha de amostras &
mapeado para o ID do indice introduzida durante a configuragdo do ensaio.

Sequéncia de indice i5.
ADN ou ARN.

ID da amostra (o mesmo ID € utilizado para um banco de ADN e de ARN da mesma
amostra).

Descrigao da amostra.
Tipo de tumor para amostras de doentes. Tipo de controlo para amostras de controlo.

Sexo (masculino, feminino ou desconhecido).

PARA UTILIZACAO EM DIAGNOSTICO IN VITRO
APENAS PARA EXPORTACAO
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Relatorio de saida de controlo

Nome do ficheiro: ControlOutput.csv

O relatério de saida de controlo € um ficheiro delimitado por tabulag¢des, que fornece informacdes de
controlo de qualidade para quaisquer amostras de controlo, que foram incluidas no ensaio. O Modulo
de analise do TSO Comprehensive nao invalida automaticamente as amostras de doentes, com base
nos resultados da amostra de controlo. Consulte o Folheto informativo do TruSight Oncology
Comprehensive (UE) (documento n.? 200007789) para obter orientagdes sobre a validade do ensaio e
a validade das amostras do doente, com base nos resultados das amostras de controlo.

O relatério de saida de controlo contém as seguintes secgdes e 0s seus campos associados (o ID do
ensaio € incluido, antes da primeira secgao):

Tipos de controlo — Contém informagdes sobre cada amostra de controlo incluida no ensaio.

Campo Descricao

Tipo de controlo O tipo de controlo da amostra de controlo. Os valores possiveis incluem controlo externo de
ADN, controlo sem modelo de ADN, controlo externo de ARN ou controlo sem modelo de ARN.

Sample_ID ID da amostra de controlo. O valor € (Not Run) (N&o ensaio) se este tipo de controlo nao tiver
sido incluido no ensaio.

AnalysisComplete Indicagéo se a analise foi concluida para esta amostra de controlo. Os valores possiveis
incluem TRUE (VERDADEIRO), FALSE (FALSO), NA (ND).

Resultado geral O resultado de CQ para a amostra de controlo. Os valores possiveis incluem PASS (PASSOU),
FAIL (NAO PASSOU), NA (ND).

Valor de O valor de sensibilidade calculado para a amostra de controlo. Representa a proporgao de

sensibilidade variantes de controlo detetadas para o numero total de variantes de controlo esperadas na

amostra de controlo. Aplicavel apenas para os seguintes tipos de controlo: Controlo externo de
ADN e controlo externo de ARN.

Limiar de O valor minimo de sensibilidade necessario para que a amostra de controlo tenha um resultado
sensibilidade de CQ de PASS (PASSOU). Aplicavel apenas para os seguintes tipos de controlo: Controlo
externo de ADN e controlo externo de ARN.

Detalhes da analise — Contém informagdes sobre a analise.

Campo Descricao

Data do relatério A data em que o relatério de controlo foi gerado.

Hora do relatorio A hora em que o relatério de controlo foi gerado.
Versao do moédulo A versao do Mdédulo de analise do TSO Comprehensive.
Versao Pipeline A versédo do pipeline/fluxo de trabalho das analises.

Detalhes do ensaio de sequenciagdao — Contém informagdes sobre o ensaio de sequenciagao.

Campo Descricao

Nome do ensaio O nome do ensaio de sequenciacgao.

Data do ensaio A data do ensaio de sequenciacao.

ID do instrumento O ID unico associado ao instrumento de sequenciagao.

Versao do software de controlo do Versao do software de controlo da NextSeq (NCS) em utilizagdo no ensaio.
instrumento

Tipo de instrumento O tipo de instrumento de sequenciacgao.

Versdo RTA Versao do software Real-Time Analysis (RTA) em utilizagdo no ensaio de

sequenciagao.

Numero de lote do cartucho de O numero de lote do cartucho de reagente utilizado para o ensaio.
reagente
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Estado da anélise — Contém informacgdes sobre se a analise foi concluida para cada amostra de
controlo e se algumas amostras falharam devido a um erro de software.

Campo
Sample_ID

COMPLETED_
ALL_STEPS

FAILED_
STEPS

STEPS_NOT_
EXECUTED

Descrigédo

ID da amostra de controlo. O valor € (Not Run) (Ndo Ensaio) para tipo(s) de controlo ndo incluido
(s) no ensaio.

Indica se a amostra de controlo concluiu todos os passos da analise. Os valores possiveis incluem
TRUE (VERDADEIRO), FALSE (FALSO), NA (ND). Se o valor for FALSE (FALSO), contacte a
assisténcia técnica da lllumina, para obter mais informacgodes.

Uma lista de quaisquer passos de analise falhados, devido a um erro de software. Contacte a
assisténcia técnica da Illumina, para obter mais informagdes, se estiver listado aqui qualquer
passo.

Uma lista de quaisquer passos de analise ndo executados, devido a um erro de software.
Contacte a assisténcia técnica da lllumina, para obter mais informacdes, se estiver listado aqui
qualquer passo.

Resultados da tabela de verdade de pequenas variantes — Contém informagdes sobre quais as
variantes pequenas de ADN de controlo, no controlo externo de ADN (controlo de ADN positivo),
que foram ou nao detetadas (uma linha por variante de controlo). Os valores NA (ND) serao
listados se o controlo externo do ADN nao tiver sido incluido no ensaio de sequenciacao.

Campo
Detetado

Nome do
gene HGNC

Cromossoma
Posicao

Alelo de
referéncia

Alelo
alternativo

Descricao

Indica se a variante pequena do ADN de controlo foi detetada na amostra de controlo. Os valores
possiveis incluem TRUE (VERDADEIRO), FALSE (FALSO), NA (ND).

Simbolo do gene do Comité de Nomenclatura de Genes HUGO (HGNC) associado a variante
pequena do ADN de controlo.

Cromossoma da variante pequena do ADN de controlo.
Posicédo (hg19) da variante pequena do ADN de controlo.

Alelo de referéncia da variante pequena do ADN de controlo.

Alelo alternativo/alternativa da variante pequena do ADN de controlo.

Resultados da tabela de verdade de variantes de unido ex&do-intrdo — Contém informacoes
sobre quais as variantes de unido exao-intrdo de ARN, no controlo externo de ARN (controlo
positivo de ARN), que foram ou nao detetadas (uma linha por variante de controlo). Os valores
NA (ND) serdo listados se o controlo externo do ARN néo tiver sido incluido no ensaio de
sequenciacao.

Campo Descricao

Detetado Indica se a pequena variante de uniao exao-intrao de ARN de controlo foi detetada na amostra de
controlo. Os valores possiveis incluem TRUE (VERDADEIRO), FALSE (FALSO), NA (ND).

Nome do Simbolo do gene HGNC associado a variante de unido exao-intrdao de ARN de controlo.

gene
HGNC

Ponto de Cromossoma e posicao (hg19) do primeiro ponto de corte da variante de unido exao-intrdo de ARN de
corte 1 controlo.

Ponto de Cromossoma e posi¢ao (hg19) do segundo ponto de corte da variante de unido exao-intréo de ARN de
corte 2 controlo.

Documento n.2 200008661 v02

PARA UTILIZACAO EM DIAGNOSTICO IN VITRO
APENAS PARA EXPORTACAO

35



Manual do fluxo de trabalho do moédulo de analise do Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (UE)

Resultados da tabela de verdade de fusdes — Contém informagdes sobre quais as variantes de
fusdo de ARN, no controlo externo de ARN (controlo positivo de ARN), que foram ou néao
detetadas (uma linha por variante de controlo). Os valores NA (ND) seréao listados se o controlo
externo do ARN nao tiver sido incluido no ensaio de sequenciacgao.

Campo Descri¢cao
Detetado Indica se a pequena variante de fusdo de ARN de controlo foi detetada na amostra de controlo. Os
valores possiveis incluem TRUE (VERDADEIRO), FALSE (FALSO), NA (ND).
Nome do Simbolo do gene HGNC associado ao primeiro ponto de corte da variante de fusdo de ARN de
gene controlo.
HGNC 1
Nome do Simbolo do gene HGNC associado ao segundo ponto de corte da variante de fusdo de ARN de
gene controlo.
HGNC 2

Indicadores de CQ do Banco de NTC de ADN — Contém informagbes sobre a métrica de
controlo de qualidade que foi avaliada para o Controlo Sem Modelo de ADN. O estado PASS
(PASSOU) indica que o valor para o indicador esta dentro dos intervalos do limite inferior de
especificagdo (LSL) e do limite superior de especificagéo (USL). O estado de FAIL (NAO
PASSOU) indica que o valor para o indicador esta fora do intervalo LSL ou USL. Os valores NA
(ND) serao listados se o controlo sem modelo do ADN néo tiver sido incluido no ensaio de
sequenciacao.

Indicador Descricao Unidades lel?r de

qualidade
MEDIAN_EXON_ Média da cobertura de fragmentos de exdes em todas as Contagem <8
COVERAGE bases de exdes.

Indicadores de CQ do Banco de NTC de ARN — Contém informagdes sobre a métrica de
controlo de qualidade que foi avaliada para o controlo sem modelo de ARN. O estado PASS
(PASSOU) indica que o valor para o indicador esta dentro dos intervalos do limite inferior de
especificagdo (LSL) e do limite superior de especificagdo (USL). O estado de FAIL (NAO
PASSOU) indica que o valor para o indicador esta fora do intervalo LSL ou USL. Os valores NA
(ND) seréao listados se o controlo sem modelo do ARN né&o tiver sido incluido no ensaio de

sequenciacao.

Indicador Descricao Unidades lel.ar de
qualidade

GENE_ABOVE_ O numero de genes, para os quais a média deduplicou a Contagem <1

MEDIAN_ profundidade de leitura em todos os loci abrangidos por cada gene,

CUTOFF é > 20.

Saida de indicadores

Nome do ficheiro: MetricsOutput.tsv

A saida de indicadores € um ficheiro delimitado por tabulacdes que fornece informagdes de controlo
de qualidade, para amostras de doentes que foram incluidas no ensaio.

O ficheiro de saida de indicadores contém as seguintes sec¢des e 0s campos associados:
Cabecalho — Contém informagdes gerais sobre o ficheiro e o ensaio.
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Campo
Data de saida

Hora de saida

Descricao
Data em que este ficheiro foi criado.

Hora em que este ficheiro foi criado.

Versao do fluxo de trabalho A versédo do pipeline/fluxo de trabalho das analises.

Versdo do médulo
ID do ensaio

Nome do ensaio

Indicadores

A versao do Mdédulo de analise do TSO Comprehensive.
O ID do ensaio de sequenciagéo.

O nome do ensaio de sequenciagao.

de CQ de ensaio — Contém informagdes de controlo de qualidade para o ensaio de

sequenciacdo. Esta seccdo corresponde ao estado de CQ do ensaio no relatério TSO
Comprehensive e contém uma linha por indicador de CQ que contribui para o estado de CQ do
ensaio. Todos os indicadores de CQ nesta sec¢do tém de passar para que o CQ do ensaio passe
igualmente. Consulte Controlo de qualidade de ensaio na pagina 8, para obter detalhes da
analise. Consulte Indicadores de controlo de qualidade na pagina 48 para descri¢coes e limiares
de indicadores.

Coluna

Indicador
(UOM)

LSL
USL
Valor

PASSOU/NAO
PASSOU

Descricao

Nome do indicador de CQ e unidade de medida.

Limite inferior de especificagcao (inclusive).
Limite superior de especificagao (inclusive).
Valor do indicador de CQ.

Indica se a amostra passou ou nao no indicador de controlo de qualidade. Os valores possiveis incluem
PASS (PASSOU), FAIL (NAO PASSOU) ou NA (ND).

Estado da andlise — Contém informacdes sobre se a analise foi concluida para cada amostra de

doente e se

algumas amostras falharam devido a um erro de software. Cada coluna nesta secgéao

corresponde a uma amostra de doente (o ID da amostra é utilizado para o nome da coluna).

Campo

COMPLETED_
ALL_STEPS

FAILED_
STEPS

STEPS_NOT_
EXECUTED

Seccdes de

Descricao

Indica se a amostra concluiu todos os passos da analise. Os valores possiveis incluem TRUE
(VERDADEIRO) e FALSE (FALSO). Se o valor for FALSE (FALSO), contacte a assisténcia técnica da
Illumina, para obter mais informagdes.

Uma lista de quaisquer passos de analise falhados, devido a um erro de software. Contacte a
assisténcia técnica da lllumina, para obter mais informacgdes, se estiver listado aqui qualquer passo.

Uma lista de quaisquer passos de analise néo executados, devido a um erro de software. Contacte a
assisténcia técnica da lllumina, para obter mais informagdes, se estiver listado aqui qualquer passo.

indicadores de CQ para amostras de doentes — E incluida uma seccdo para cada

tipo de controlo de qualidade utilizado para amostras de doentes. A tabela seguinte indica onde
um estado de controlo de qualidade no relatério TSO Comprehensive corresponde a uma secgao.
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Seccao

Indicadores de CQ do
banco de ADN

Indicadores de CQ do
banco de ADN para
identificacdo de
pequenas variantes e de
TMB

Indicadores de CQ do
banco de ADN para MSI

CQ do banco de ADN
para indicadores de CNV

Indicadores ampliados de
ADN

Indicadores de CQ do
banco de ARN

Indicadores ampliados de
ARN

Descricao

Indicadores de CQ utilizados como critérios de validade para
bancos de amostras de ADN.

Consulte Controlo de qualidade para bancos de amostras de ADN
na pagina 12, para obter detalhes da analise. Consulte
Indicadores de controlo de qualidade na pagina 48 para
descricOes e limiares de indicadores.

Indicadores de CQ utilizados como critérios de validade para
pequenas variantes e TMB num banco de amostras de ADN.
Consulte Controlo de qualidade para bancos de amostras de ADN
na pagina 12, para obter detalhes da analise. Consulte
Indicadores de controlo de qualidade na pagina 48 para
descricOes e limiares de indicadores.

Indicadores de CQ utilizados como critérios de validade para MSI
num banco de amostras de ADN.

Consulte Controlo de qualidade para bancos de amostras de ADN
na pagina 12, para obter detalhes da analise. Consulte
Indicadores de controlo de qualidade na pagina 48 para
descricoes e limiares de indicadores.

Indicadores de CQ utilizados como critérios de validade para
amplificagdes de genes num banco de amostras de ADN.
Consulte Controlo de qualidade para bancos de amostras de ADN
na pagina 12, para obter detalhes da analise. Consulte
Indicadores de controlo de qualidade na pagina 48 para
descri¢Oes e limiares de indicadores.

Os indicadores ampliados de ADN destinam-se apenas a fins
informativos e nao indicam diretamente a qualidade dos bancos
de ADN.

Consulte Controlo de qualidade para bancos de amostras de ADN
na pagina 12, para obter detalhes da analise. Consulte
Indicadores ampliados de ADN na pagina 50, para descrigdes dos
indicadores.

Indicadores de CQ utilizados como critérios de validade para
bancos de amostras de ARN.

Consulte Controlo de qualidade para bancos de amostras de ARN
na pagina 15, para obter detalhes da analise. Consulte
Indicadores de controlo de qualidade na pagina 48 para
descricOes e limiares de indicadores.

Os indicadores ampliados de ARN destinam-se apenas a fins
informativos e nao indicam diretamente a qualidade dos bancos
de ADN.

Consulte Controlo de qualidade para bancos de amostras de ARN
na pagina 15, para obter detalhes da analise. Consulte
Indicadores ampliados de ARN na pagina 51 para descrigoes e
limiares de indicadores.

Cada seccao contém as seguintes colunas:
Metric (Indicador) (UOM) — O nome do indicador de CQ e a unidade de medida.
LSL — Limite inferior de especificacéo (inclusive).
USL — Limite superior de especificagao (inclusive).
Uma coluna por amostra (designada com ID da amostra).

Cada seccédo contém as seguintes linhas:
Uma linha por indicador de CQ.
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CQ da variante do
numero de copias
de ADN

ND

CQ do banco de
ARN

ND
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PASS/FAIL (PASSOU/NAO PASSOU) — Indica se a amostra passou ou n#o para o tipo de
controlo de qualidade. Um estado de PASS (PASSOU) indica que os valores da amostra para
os indicadores est&o dentro do intervalo LSL e USL. Um estado de FAIL (NAO PASSOU)
indica que os valores da amostra para um ou mais indicadores estao fora do intervalo LSL ou
USL. Esta linha néo esta incluida para indicadores ampliados de ADN ou de ARN.

Notes (Notas) — Contém uma lista de notas que descrevem o conteudo do ficheiro.

Relatorio de baixa profundidade
Nome do ficheiro: {SAMPLE_ID} LowDepthReport.tsv

O relatorio de baixa profundidade € um ficheiro delimitado por tabulagdes criado para cada amostra
de doente, que inclui uma lista de intervalos de posi¢cdo gendmica com uma profundidade de
sequenciacéao total < 100 e para a qual nao foi detetada uma variante de passagem. Estas posi¢coes
tém profundidade de sequenciacéao insuficiente, para excluir a presenca de uma pequena variante. As
posicdes na lista de bloqueio sdo excluidas do relatoério.

O relatério de baixa profundidade ndo é recuperado durante a recuperacgao de relatorios.
O relatorio de baixa profundidade contém as seguintes seccdes e respetivos campos associados:
Cabecalho — Contém informacgdes gerais sobre o ficheiro e o ensaio.

Campo Descricao

ID da amostra ID da amostra do doente.

Tipo de tumor Tipo de tumor da amostra do doente.

Data do relatério A data em que o relatorio de baixa profundidade foi gerado.

ID do ensaio O ID do ensaio de sequenciagao.

Data do ensaio A data do ensaio de sequenciagéo.

Versao da base de conhecimentos A versao da KB que foi instalada, quando o relatério de baixa profundidade
foi gerado.

Data da publicagdo da base de A data associada a KB que foi instalada, quando o relatério de baixa

conhecimentos profundidade foi gerado.

Versao do modulo LRM A versdo do Médulo de analise do TSO Comprehensive.

Lista de intervalos genémicos — Contém uma lista de intervalos de posi¢cdo genémica com baixa
profundidade. As posi¢cdes gendmicas contiguas, com baixa profundidade, sobrepostas ao(s)
mesmo(s) gene(s) sdao combinadas numa unica linha.

Coluna Descricao

Chrom Cromossoma.

Iniciar Posicao inicial (hg19).

Fim Posicao final (hg19).

Gene Simbolo(s) genético(s) sobreposto(s) ao intervalo genémico, com base na base de dados RefSeq incluida
na KB.

Estrutura da pasta de saida
Esta seccao descreve o conteudo de cada pasta de saida, gerada durante a analise.

IVD
IVD_Reports
{SamplelD}_TSOCompEUModule_KB{version}_Report.pdf — Relatorio do TSO
Comprehensive (formato PDF) por amostra de doente
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{SamplelD}_TSOCompEUModule_KB{version}_Report.json — Relatorio do TSO
Comprehensive (formato JSON) por amostra de doente

{SamplelD}_LowDepthReport.tsv — Relatério de baixa profundidade por amostra de doente
MetricsOutput.tsv — Saida de indicadores

ControlOutput.tsv — Relatério de saida de controlo

Logs_Intermediates — Registos e ficheiros intermédios gerados, durante o fluxo de
trabalho/pipeline de analise. Os ficheiros intermédios destinam-se apenas a ajudar na resolugao
de problemas. As informag¢des contidas nos ficheiros intermédios ndo se destinam a ser utilizadas
para relatorios clinicos ou gestao de doentes. O desempenho de quaisquer variantes identificadas
nestes ficheiros, para além das variantes validadas, nao foi demonstrado. As variantes validadas
sao variantes com caracteristicas de desempenho demonstradas. Cada pasta representa um
passo do fluxo de trabalho/pipeline de analise. O Médulo de analise do TSO Comprehensive
anexa ARN ou ADN aos nomes das pastas de ID da amostra, durante o processamento.

1 No painel do Local Run Manager, selecione o nome do ensaio.

2 No separador Run Overview (Descri¢ao geral do ensaio), reveja os indicadores do ensaio de
sequenciagao.

3 Para alterar a localizagao do ficheiro de dados de analise, para futuras recolocacdes em fila de
espera do ensaio selecionado, selecione Edit (Editar) e, depois, edite o caminho do ficheiro da
pasta de saida do ensaio.

O nome da pasta de saida do ensaio nao pode ser alterado.

4 [Opcional] Selecione Copy to Clipboard (Copiar para a area de transferéncia) para acesso rapido
a pasta de saida do ensaio.

5 Selecione o separador Sequencing Information (Informacdes de sequenciacdo) para rever os
parametros do ensaio e as informacgdes sobre 0os consumiveis.

6 Selecione o separador Samples & Results (Amostras e resultados) para visualizar relatérios e
informacgdes de controlo de qualidade.
Se a analise tiver sido repetida, expanda o menu pendente Select Analysis (Selecionar
analise) e selecione a analise apropriada.

7 [Opcional] Selecione Copy to Clipboard (Copiar para a area de transferéncia) para copiar o
caminho do ficheiro da pasta de Analise.

Para obter mais informacdes sobre a tabulacdo Run Overview (Descricao geral do ensaio) e
Sequencing Information (Informagdes de sequenciagéo) e sobre como recolocar analises em fila de
espera, consulte Manual de referéncia do instrumento NextSeq 550Dx (documento n.°
1000000009513).

Amostras e resultados

O ecra Samples & Results (Amostras e resultados) apresenta os resultados da analise associados ao
ensaio selecionado e fornece a opgao de reanalisar o ensaio com parametros diferentes. Uma tabela
na parte superior do ecra fornece a data de inicio do ensaio de analise atualmente selecionado e o
tipo de ensaio (analise inicial, recolocacao de analise em fila de espera ou recuperagéao de
relatorios).
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Indicadores de nivel de ensaio

A seccao Run Level Metrics (Indicadores de nivel de ensaio) do ecrd Samples & Results (Amostras e
resultados) apresenta um estado do indicador de CQ do ensaio PASS (PASSOU) ou FAIL (NAO
PASSOU), para cada indicador de CQ do ensaio. Os estados dos indicadores de CQ do ensaio sao
obtidos a partir do ficheiro MetricsReport.tsv (consulte Saida de indicadores na pagina 36). Consulte
Indicadores de controlo de qualidade na pagina 48 para descricoes e limiares de indicadores.

Amostras de controlo

As amostras de controlo sdo designadas no ecrd Run Setup (Configuracdo do ensaio) do Local Run
Manager. Os resultados para amostras designadas como controlos sao apresentados na sec¢ao
Controls (Controlos) do ecra Samples & Results (Amostras e resultados). A secgao Controls
(Controlos) apresenta as seguintes colunas para cada amostra designada como controlo:
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Sample ID (ID da amostra)

Type (Tipo) — Tipo de amostra de controlo. Os valores possiveis sdo controlo externo de ADN,
controlo sem modelo de ADN, controlo externo de ARN e controlo sem modelo de ARN. Os tipos
de amostra de controlo disponiveis permanecem os mesmos € nao sao afetados pela base de
conhecimento instalada.

Analysis Complete? (Analise concluida?) — Os valores possiveis sdo TRUE (VERDADEIRO) e
FALSE (FALSO). As amostras de controlo marcadas como TRUE (VERDADEIRAS) na coluna
Analysis Complete? (Analise concluida?) concluiram a analise da amostra de controlo. Se uma
amostra de controlo estiver marcada como FALSE (FALSO), ocorreu um erro de software. Para
obter mais informacgodes, contacte a Assisténcia Técnica da lllumina.

Outcome (Resultado) — Os valores possiveis sdo PASS (PASSOU) e FAIL (NAO PASSOU).
Consulte a tabela seguinte para a interpretacdo dos valores dos resultados:

Tipo de
amostra de
controlo

Sem-modelo
de ADN

Sem-modelo
de ARN

ADN externo

ARN externo

Resultado

PASS
(PASSOU)

FAIL (NAO
PASSOU)

PASS
(PASSOU)

FAIL (NAO
PASSOU)

PASS
(PASSOU)

FAIL (NAO
PASSOU)

PASS
(PASSOU)

FAIL (NAO
PASSOU)

Interpretacao

A contaminacgao cruzada entre bancos nao é indicada.

A contaminacao cruzada entre bancos ¢ indicada. As amostras de ADN no evento de
preparacao do banco e todos os ensaios de sequenciagado associados séo invalidos.

A contaminacao cruzada entre bancos néo ¢ indicada.

A contaminagao cruzada entre bancos € indicada. As amostras de ARN no evento de
preparacédo do banco e todos os ensaios de sequenciagdo associados sdo invalidos.

Foram detetadas variantes esperadas.

As especificacdes de identificagdo de variantes ndo foram cumpridas e as amostras
de ADN no ensaio de sequenciagao sao invalidas.

Foram detetadas variantes esperadas.

As especificagdes de identificacdo de variantes nao foram cumpridas e as amostras
de ARN no ensaio de sequenciacdo sao invalidas.

Indicadores de nivel de amostras

A seccdo Sample Level Metrics (Indicadores de nivel de amostras) do ecrd Samples & Results
(Amostras e resultados) apresenta informagdes de controlo de qualidade para amostras de doentes
que foram incluidas no ensaio. Os resultados do controlo de qualidade de amostras do doente sao
obtidos a partir do ficheiro MetricsReport.tsv (consulte Saida de indicadores na pagina 36). A sec¢ao
Sample Level Metrics (Indicadores de nivel de amostras) apresenta as seguintes colunas para cada
amostra de doente:

Sample (Amostra) — O ID da amostra.

Analysis Complete? (Andlise concluida?) — Os valores possiveis sdo TRUE (VERDADEIRO) e
FALSE (FALSO). As amostras marcadas como TRUE (VERDADEIRAS) na coluna Analysis
Complete? (Analise concluida?) concluiram a andlise com sucesso. Se uma amostra estiver
marcada como FALSE (FALSO) nesta coluna, ocorreu um erro de software. Para obter mais
informacdes, contacte a Assisténcia Técnica da lllumina.
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DNA Library QC (CQ do banco de ADN) — Os valores possiveis sdo PASS (PASSOU) e FAIL
(NAO PASSOU). Indica se a amostra passou ou n&o passou o CQ do banco de ADN, o que se
aplica ao banco de ADN que foi sequenciado. Corresponde ao CQ do banco de ADN no relatério
TSO Comprehensive. E apresentado um travess&o (-), se um banco de ADN nao tiver sido
sequenciado ou se a op¢do CQ do ensaio tiver um valor de FAIL (NAO PASSOU).

Variantes e biomarcadores de ADN
Small Variants and TMB (Pequenas variantes e TMB) — Os valores possiveis sdo PASS
(PASSOU) e FAIL (NAO PASSOU). Indica se a amostra passou ou ndo passou o CQ para
pequenas variantes e TMB no banco de ADN. Corresponde ao CQ de pequena variante de
ADN e de TMB no relatério TSO Comprehensive. E apresentado um travessao (-) se um
banco de ADN n3o tiver sido sequenciado, se o CQ do ensaio tiver um valor de FAIL (NAO
PASSOU) ou se o CQ do banco de ADN tiver um valor de FAIL (NAO PASSOU).
MSI — O valor possivel é PASS (PASSOU) e FAIL (NAO PASSOU). Indica se a amostra
passou ou hao passou o CQ para MSI no banco de ADN. Corresponde ao CQ de MSI de ADN
no relatério TSO Comprehensive. E apresentado um travessao (-) se um banco de ADN néo
tiver sido sequenciado, se o CQ do ensaio tiver um valor de FAIL (NAO PASSOU) ou se o CQ
do banco de ADN tiver um valor de FAIL (NAO PASSOU).
CNV — O valor possivel € PASS (PASSOU) e FAIL (NAO PASSOU). Indica se a amostra
passou ou ndo passou o CQ para amplificagdes de genes no banco de ADN. Corresponde ao
CQ da variante do numero de cépias de ADN no relatério TSO Comprehensive. E
apresentado um travesséao (-) se um banco de ADN né&o tiver sido sequenciado, se o CQ do
ensaio tiver um valor de FAIL (NAO PASSOU) ou se o CQ do banco de ADN tiver um valor de
FAIL (NAO PASSOU).

RNA Library QC (CQ do banco de ARN) — Os valores possiveis sdo PASS (PASSOU) e FAIL
(NAO PASSOU). Indica se a amostra passou ou ndo passou o CQ do banco de ARN, o que se
aplica ao banco de ARN que foi sequenciado. Corresponde ao CQ do banco de ARN no relatério
TSO Comprehensive. E apresentado um travess&o (-), se um banco de ARN n#o tiver sido
sequenciado ou se a opcdo CQ do ensaio tiver um valor de FAIL (NAO PASSOU).

As amostras individuais podem nao passar, mesmo quando os indicadores do ensaio passaram.

A recuperacao de relatérios permite que um ou mais relatérios sejam recuperados sem repetir todos
0s passos da analise secundaria. A recuperacao de relatérios € muito mais rapida do que uma
recolocacao de analise em fila de espera completa, mas tem caracteristicas diferentes:

Ambito — A recuperacao de relatérios reconstrui o relatério TSO Comprehensive, mas ignora
alguns passos de analise. Pode alterar o sexo ou tipo de tumor para uma ou mais amostras ou
instalar uma nova KB, para produzir um novo relatério que reflita estas alteracées. Cada amostra
tem de ser selecionada manualmente para recuperagao de relatorios, enquanto uma recolocagao
de analise em fila de espera seleciona automaticamente todas as amostras por predefinicdo. As
amostras individuais podem ser removidas da recolocacao de analise em fila de espera.

Falha na anéalise do ensaio — A recuperagéao de relatérios requer uma analise de ensaio bem-
sucedida como entrada, enquanto a recolocagdo de analise em fila de espera pode ser utilizada
em cenarios em que a analise falhou.

Campos editdveis — A recuperacao de relatorios permite alterar os campos Sex (Sexo) e Tumor
Type (Tipo de tumor), enquanto a recolocacdo de analise em fila de espera permite alterar
qualquer um dos campos selecionados durante a configuracdo do ensaio.
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Versdo do Médulo de andlise do TSO Comprehensive — A recuperacao de relatérios requer uma

analise bem-sucedida a partir do Médulo de analise do Local Run Manager TruSight Oncology
Comprehensive v2.3 ou posterior. Pode ser iniciada uma recolocacdo de analise em fila de
espera utilizando a analise de qualquer versdo anterior do Modulo de analise do TSO
Comprehensive.

Definigbes de entrada de ensaios — As entradas de recuperacéao de relatérios do ensaio séo

automaticamente definidas para os valores de analise secundaria bem-sucedida mais recente do
ensaio. Os dados de entrada do ensaio para uma recolocagao de analise em fila de espera sao

automaticamente definidos para os valores da tentativa de analise mais recente (incluindo anélise

de ensaios falhadas).

Esta funcionalidade s esta acessivel a utilizadores administradores do LRM ou a utilizadores nao
administradores com autorizagao atribuida para recolocar a analise em fila de espera. Consulte
Manual de referéncia do instrumento NextSeq 550Dx (documento n.? 1000000009513), para obter
mais informagdes sobre a gestao de utilizadores do LRM.

Recuperar um relatério ou recolocar a analise em fila de espera

1 No painel de ensaios, localize um ensaio com um estado de Analysis Completed (Analise
concluida). Selecione o icone de elipses verticais e selecione Requeue (Recolocar em fila de
espera).

E necessario voltar a ligar ensaios, que tenham sido eliminados da pasta local de temporarios,

para voltar a recolocar a analise em fila de espera. Consulte Manual de referéncia do instrumento
NextSeq 550Dx (documento n.2 1000000009513), para obter mais informacdes sobre a gestao de

utilizadores do LRM.

2 Selecione Edit Setup (Editar configuragéo) na janela pop-up Requeue Analysis (Recolocar a
analise em fila de espera).

3 Utilize o menu pendente na parte superior do ecrd Requeue Analysis (Recolocar a analise em fila

de espera) para selecionar report generation (recuperacao de relatério) ou full analysis requeue

(recolocacéo de analise em fila de espera completa).

NOTA Reveja sempre as entradas do ensaio para cada amostra, antes de guardar um ensaio. As entradas

de recuperagéo de relatorios do ensaio sao automaticamente definidas para os valores de analise
secundaria bem-sucedida mais recente do ensaio.

4 As amostras do ensaio concluido anteriormente serdo apresentadas numa tabela. Utilize os

botdes + a direita da tabela, para marcar as amostras pretendidas para recuperacao de relatorios.
Todas as amostras num ensaio sao excluidas da recuperacao de relatérios por predefinicao e tém

de ser adicionadas individualmente. A recuperagéao de relatérios néao esta disponivel para

amostras originalmente analisadas como amostras de controlo, que requerem uma recolocacao

de analise em fila de espera completa.

5 Quando todas as amostras pretendidas tiverem sido marcadas para recuperacao de relatorios,
selecione Requeue Analysis (Recolocar a analise em fila de espera).
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Ver resultados da recuperacao de relatérios

Os relatoérios recuperados para amostras marcadas para recuperacgao de relatérios podem ser
visualizados, juntamente com outras analises concluidas no ecrd Samples and Runs (Amostras e
Ensaios) no Local Run Manager. Os relatérios produzidos, utilizando a recuperacao de relatorios, sao
marcados como Report Regeneration (Recuperacéo de Relatérios) no campo Analysis Type (Tipo de
analise), na parte superior do ecra Samples and Runs (Amostras e ensaios).

Quando o relatério da amostra indica que a analise da amostra falhou devido a um erro do software,
resolva o problema com base no passo especifico falhado. Na pasta IVD_Reports , a
MetricsOutput.tsv indica o passo de analise especifico que nao foi concluido em FAILED_STEPS.

Use a seguinte tabela para resolver problemas no fluxo de trabalho.

Passo falhado Acao recomendada

FastqValidation Se o erro do software se dever ao passo FastqValidation, uma causa possivel € um indice incorreto ou
inexistente, resultando na auséncia de leituras para a amostra. Se suspeitar de um indice incorreto, a
analise deve ser repetida com o identificador de indice correto selecionado. Caso contrario, a amostra
deve ser repetida através do fluxo de trabalho TSO Comprehensive, com uma nova extragéo de acido
nucleico de acordo com o Folheto informativo do TruSight Oncology Comprehensive (UE) (documento
n.2 200007789).

FusionCalling Se o erro do software se dever ao passo FusionCalling, as causas possiveis sdo uma amostra de fraca
qualidade (ARN intacto insuficiente), entrada insuficiente de ARN, um erro de utilizacdo durante o fluxo
de trabalho TSO Comprehensive ou um indice incorreto atribuido a amostra. A amostra deve ser
repetida através do fluxo de trabalho TSO Comprehensive, com uma nova extragdo de acido nucleico
de acordo com o Folheto informativo do TruSight Oncology Comprehensive (UE) (documento n.2
200007789).

Para quaisquer outros passos que sejam indicados como falhados, contacte a Assisténcia Técnica da
lllumina.
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O fluxograma seguinte descreve os indicadores de CQ, que estdo listados no relatério TSO
Comprehensive. Se o CQ do ensaio falhar, ndo sdo avaliados outros passos de CQ e todos séo
marcados como N/A (ND). Se o ADN ou ARN né&o forem sequenciados ou falharem o CQ do banco,
quaisquer tipos de variante correspondentes nao sao incluidos nos resultados de Diagndstico
Complementar ou Perfil Tumoral. O CQ do banco de ADN é uma medida de contaminagéo. Se néo
passar, entao os indicadores de CQ de ADN a jusante (CQ de MSI de ADN, CQ de pequenas
variantes de ADN e de TMB e CQ da CNV do ADN) sdo marcados como N/A (ND). Para mais
informacdes, consulte as seguintes seccdes e tabelas:

Métodos de analise na pagina 8

Tabela Controlo de qualidade na pagina 19

Tabela Indicadores de CQ de ensaio na pagina 36

Controlo de qualidade para bancos de amostras de ADN na pagina 12
Indicadores de nivel de amostras na pagina 42

Anexo B indicadores de CQ na pagina 48

O fluxograma nao mapeia as amostras de controlo. Os resultados das amostras de controlo nédo tém
impacto nos indicadores de CQ, no relatério PDF ou JSON TSO Comprehensive. A utilizagdo de
amostras de controlo € descrita em Amostras de controlo na pagina 6. Para obter informacgdes
adicionais sobre as amostras de controlo, consulte Folheto informativo do TruSight Oncology
Comprehensive (UE) (documento n.2 200007789).

O fluxograma néao mapeia os resultados de CQ ao nivel da posigdo. Estes resultados fazem parte dos

resultados de CQ de diagnodstico complementar, que sao descritos na tabela CQ de diagnosticos

complementares na pagina 26. Os resultados de CQ ao nivel da posicao para a secgao Perfil Tumoral

sao fornecidos no Relatério de baixa profundidade, que € descrito em Relatorios de baixa
profundidade para Bancos de Amostras de ADN na pagina 13.
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CQ do
ENSAIO
Passou?

O CQ do banco de ADN,
0 CQ de MSI de ADN,

0 CQ de pequenas variantes
de ADN e de TMB
eoCQdaCNV
do ADN s&o N/A (ND)

Né&o sao reportadas
pequenas variantes
ou amplificagées para
CDx ou preenchimento
tumoral

TMB e MSI séo relatados
como “Né&o avalidveis”

Manual do fluxo de trabalho do moédulo de analise do Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (UE)

O CQ do banco de ARN,
0 CQ do banco de ADN,
0 CQ de MSI de ADN,
0 CQ de pequenas
variantes de ADN e de
TMB e o0 CQ da CNV do
ADN s&o N/A (ND)

N&o sdo comunicadas
Nao pequenas variantes,

amplificagdes, fusdes,
variantes de unido
exao-intréo para

CDx ou perfil tumoral

Sim TMB e MSI s&o relatados

ADN
sequenciado?,

CQdo
banco de ADN
(contaminag&o)

Passou

CQ de MSI de ADN, CQ de pequenas
variantes de ADN e de TMB,
CQ da CNV do ADN s&o N/A (ND)

Néo s&o reportadas pequenas variantes
ou amplificagdes para CDx ou
preenchimento tumoral

Falhou

TMB e MSI s&o relatados como
“N&o avalidveis”

O CQ do banco de
ADN passou

CQ de MSI de ADN, CQ
de pequenas variantes
de ADN e de TMB,

CQ da CNV do ADN avaliado

como “Né&o avalidveis”

0 CQ do banco de ARN
é N/A (ND)

Fusdes e variantes de unido
ex&o-intréo ndo séo
comunicadas em CDx ou
resultados de perfil tumoral

0O CQ do banco de
ARN falhou

Fusdes e variantes de unido
ex&o-intrdo ndo sdo
comunicadas em CDx ou
resultados de perfil tumoral

0O CQ do banco de
ARN passou

Fusdes e variantes de
unido exado-intréo séo
comunicadas em CDx ou
resultados de perfil tumoral,
conforme a relevancia

Pequenas variantes sdo
incluidas em CDx ou
resultados de perfil

CQde
pequenas

As amplificagbes
nao incluidas
nos resultados
de CDx ou
perfil tumoral

Passou

As amplificagdes
podem ser incluidas
nos resultados de
CDx ou perfil tumoral,
conforme relevante

MSI é relatados
como
“Né&o avalidvel”

Falhou

MSI reportado como
MS- Estével ou
MSI- Elevada
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variantes de
ADN e de
TMB

tumoral, conforme
arelevancia

Valor TMB comunicado

Passou

Pequenas variantes ndo
comunicadas nos
resultados de CDx
ou de perfil tumoral

TMB é relatado como
“Né&o avalidvel”
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Indicadores de controlo de qualidade

Tabela 5 Indicadores de CQ de resultados do relatério do TSO Comprehensive

Tipo de saida Indicador Especificacao
Descricao

Ensaio de PCT_PF_READS (%) > 80,0 Percentagem de leituras que
sequenciagao passam no filtro (PF).

PCT_Q30_R1 (%) > 80,0 Percentagem média de
identificacoes de bases com
pontuacdo de qualidade de
Q30 ou superior para a
Leitura 1.

PCT_Q30_R2 (%) > 80,0 Percentagem média de
identificagdes de bases com
pontuacgéo de qualidade de
Q30 ou superior para a
Leitura 2.
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Impacto da
falha de
especificacao*

Ensaio de
sequenciagao
invalidado, nao
foram
apresentados
resultados para
qualquer
amostra no
ensaio.
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Manual do fluxo de trabalho do moédulo de analise do Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (UE)

Tipo de saida

Bancos
de ADN

Indicador

CONTAMINATION_SCORE

MEDIAN_INSERT_SIZE
(bp)

MEDIAN_EXON_
COVERAGE (contagem)

PCT_EXON_50X (%)

USABLE_MSI_SITES
(contagem)

COVERAGE_MAD
(contagem)

MEDIAN_BIN_COUNT_
CNV_TARGET (contagem)
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Especificacao

< 3106 OU
> 3106 e P_

VALUE < 0,049

> 90,0

< 0,210

>1,0

Descricao

Um indicador que avalia a
probabilidade de
contaminacao utilizando o
VAF de variantes comuns. A
pontuagédo de contaminagao
baseia-se na distribuicdo de
VAF de SNP.

O valor de P de
contaminagao utilizado para
avaliar genomas altamente
reorganizados, apenas
aplicavel quando a
pontuagédo de contaminagao
estd acima do Limite
Superior de Especificagoes.

O comprimento médio do
fragmento na amostra.

Média da cobertura de
fragmentos de exdes em
todas as bases de exdes.

Percentagem de bases de
exdes com cobertura de
fragmentos de 50X.

O numero de centros MSI
utilizaveis para identificagdes
MSI (numero de centros
microssatélites com leituras
de amplitude suficientes para
identificar instabilidade de
microssatélites).

A média de desvios
absolutos da média da
contagem normalizada de
cada regido-alvo de CNV.

A contagem média de
recipientes em bruto por
CNV-alvo.

Impacto da
falha de

especificacao*

Nao foram
comunicados
resultados de
ADN.

Nao foram
comunicados
resultados de
TMB ou
variantes
pequenas de
ADN.

Nao foram
comunicados
resultados de
MSI.

Nao foram
comunicados
resultados de
amplificacao
genética.
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Manual do fluxo de trabalho do moédulo de analise do Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (UE)

Tipo de saida Indicador Especificacao Impacto da
Descricao falha de
especificacao*
Bancos de MED'AN_'NSERT_S'ZE > 80 O Comprimento meédio do N&o foram
ARN (bp) fragmento na amostra. comunicados
MEDIAN_CV_GENE_500X < 0,93 MEDIAN_CV_GENE_500X é frjzgg:d;s de
coeficiente indi i i
(coefici ) um indicador de uniformidade | . o
de cobertura. Para cada . ~
unido exao-
gene com cobertura de pelo intrao

menos 500x, é calculado o
coeficiente de variagao na
cobertura em todo o corpo do
gene. Este indicador é a
média destes valores. Um
valor alto indica um nivel alto
de variacao e indica um
problema na preparacéao do
banco, como problemas de
entrada de amostra baixa
e/ou de pulldown da sonda.
Este indicador é calculado
utilizando todas as leituras
(incluindo leituras marcadas
como duplicadas).

TOTAL_ON_TARGET_ > 9.000.000 O numero total de leituras

READS (contagem) que mapeiam para as
regides-alvo. Este indicador
é calculado utilizando todas
as leituras (incluindo leituras
marcadas como duplicadas).

*Os resultados bem-sucedidos mostram PASS (Passou).

Indicadores ampliados de ADN

Os indicadores ampliados de ADN séo fornecidos apenas para fins informativos. Podem ser
informativos para a resolucédo de problemas, mas sao fornecidos sem limites de especificagao
explicitos e nao sao utilizados diretamente para o controlo da qualidade da amostra. Para obter
orientagdes adicionais, contacte a Assisténcia Técnica da lllumina.

Indicador Descricao Unidades
TOTAL_PF_READS Total de leituras a passar no filtro Contagem
MEAN_FAMILY _ A soma das leituras em cada familia, dividida pelo numero de familias apos Contagem
SIZE corregao, colapso e filtragem das leituras de apoio

MEDIAN_TARGET_ A cobertura média das bases Contagem
COVERAGE

PCT_CHIMERIC_ Percentagem de leituras quiméricas %

READS

PCT_EXON_100X Percentagem de bases de exdes com cobertura superior a 100X %
PCT_READ_ Percentagem de leituras que cruzam qualquer parte da regido-alvo vs. leituras %
ENRICHMENT totais

PCT_USABLE_UMI_ A percentagem de leituras com UMI utilizaveis. %
READS
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Manual do fluxo de trabalho do moédulo de analise do Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (UE)

Indicador

MEAN_TARGET_
COVERAGE

PCT_ALIGNED_
READS

PCT_
CONTAMINATION_
EST

PCT_PF_UQ_
READS

PCT_TARGET_
0.4X_MEAN

PCT_TARGET_100X
PCT_TARGET_250X

Descricao

A cobertura média das bases

Percentagem de leituras que se alinharam com o genoma de referéncia.

Percentagem de contaminacdo da amostra

Percentagem de leituras exclusivas, que passam no filtro

Percentagem de bases-alvo com cobertura-alvo superior a 0,4 vezes a média

Percentagem de bases-alvo com cobertura superior a 100X

Percentagem de bases-alvo com cobertura superior a 250X

Indicadores ampliados de ARN

Os indicadores ampliados de ARN séo fornecidos apenas para informacdo. Podem ser informativos

Unidades

Contagem

%

%

%

%

%
%

para a resolucao de problemas, mas sao fornecidos sem limites de especificacao explicitos e ndo sao

utilizados diretamente para o controlo da qualidade da amostra. Para obter orientacdes adicionais,

contacte a Assisténcia Técnica da lllumina.

Indicador Descricao

PCT_ Percentagem de leituras que estédo alinhadas como dois segmentos que mapeiam
CHIMERIC_ regides nao consecutivas no genoma

READS

PCT_ON_ Percentagem de leituras que cruzam qualquer parte da regido-alvo vs. leituras
TARGET_ totais. Uma leitura que mapeia parcialmente para uma regido-alvo é contada como
READS no alvo.

SCALED_ Média da cobertura base média dos genes dimensionada por comprimento. Uma
MEDIAN_GENE_  indicagao da profundidade de cobertura média dos genes no painel.

COVERAGE

TOTAL_PF_ O numero total de leituras que passam no filtro

READS
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Unidades
%

%

Contagem

Contagem
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llumina TruSight™ Oncology Comprehensive (EU) FOR IN VITRO DIAGNOSTIC USE  Report Date 2022-04-06

samplelD Sample A Run QC /PASS  RuniD 190426_NDX550142_0014_AH3VGWBDXX

Tumor Type  Medlullary thyroid RNA Library QC UPASS  nalysis Date 2022-04-06
DNA Library QC 7 PASS Knowledge Base Version 6.8.0.0

= Eeals L DNA MsI QC +PASS  Knowledge Base Published Date 2021-12-23
LDNA Smal Variant & TMBQC + PASS Mol Version 236113
LDNA Copy Number Variant QC  # PASS  Claims Package Version 21.02

Companion Diagnostic Results *
Detected Variants/Biomarkers Therapy Usage Details
LMNA-NTRK1 Fusion VITRAKVI® Indicated Type: Fusion
(larotrectinib) Breakpoint 1: chr1:156100562 | Breakpoint 2:

chr1:156844696 | Fusion Supporting Reads: 64

For details 8Bout the Companion Diagnostics claims that were evaluated for this sample, see the Companion Diagnostics Intended Uses Evaluated table.

Other Alterations and Biomarkers Identified

The genomic findings reported below, for variants or biomarkers identified in this sample, are intended to provide tumor
profiling information in accordance with professional guidelines.

with Evid of Clinical Signifi * @

No Detected Variants

with P ial Clinical Signi *

TMB: 3.1 Mut/Mb MSl: MS-Stable
Detected Variants Details

APC p.(Arg1450Ter) Type: SNV
VAF: 11.39% | Consequence: Stop Gained | Nucleotide Change: NM_000038,5:¢.4348C>T | Genomic
Position: chr5:112175639 | Reference Allele: C | Alternate Allele: T

BRAF p.(Val600GIu) Type: SNV
VAF: 5.17% | Consequence: Missense Varlant | Nucleotide Change: NM_004333.4:c.1799T>A |

@ Genomic Position: chr7:140453136 | Reference Allele: A | Alternate Allele: T

*Additional information in Informatics Details section

Consulte Anexo A fluxograma de indicadores de CQ na péagina 46 para obter
detalhes.

Um resultado de CDx indica que a amostra do doente tem um tipo de tumor e
biomarcador que é alvo da terapéutica indicada. Para obter detalhes, consulte
Identificagbes de diagndsticos complementares na pagina 15. Se ndo existirem
resultados de CDx, o relatorio indica que nao foram detetados biomarcadores de
diagnostico associados para o tipo de tumor da amostra indicado.

O biomarcador de CDx observado na amostra do doente. A utilizagdo pode ser
indicada ou ver nota. Se aplicavel, uma nota na coluna Details (Detalhes) fornece
informacoes adicionais sobre a variante, como, por exemplo, informagdes sobre
possivel resisténcia a farmacos.

A secgéo Outras alteragOes e biomarcadores identificados contém informacdes
sobre o perfil tumoral. As associagdes podem dever-se a evidéncias terapéuticas,
diagnosticas ou prognésticas. Se aplicavel, esta sec¢do também lista mutagdes
de resisténcia com uma nota correspondente.

De acordo com a KB, ha evidéncia de significancia clinica para este biomarcador
neste tipo de tumor, com base em informacgdes de terapéutica , diretrizes clinicas
ou ambas. Para mais informagodes, consulte o Conclusées gendmicas com
evidéncia de significancia clinica na pagina 17 e a tabela Conclusdes genémicas
com evidéncia de significancia clinica na pagina 23.

De acordo com a KB, existe evidéncia clinica limitada ou inexistente para uma
conclusao gendmica, dentro do tipo de tumor. Poderao existir dados pre-clinicos
ou dados noutros tipos de tumor em que o biomarcador é preditivo da resposta a
uma terapéutica aprovada pela ou experimental. Para mais informacdes, consulte
o Conclusées genomicas com potencial significancia clinica na pagina 17 e a
tabela Conclusdes gendmicas com evidéncia de significancia clinica na pagina
24.

A TMB e a MSI estéo listadas nas Conclusdes Gendmicas com Potencial
Significancia Clinica. Consulte Carga tumoral mutacional na pagina 11 e Estado
de instabilidade de microssatélites na pagina 12.

Se existirem duas variantes listadas numa unica linha (néo ilustradas), existe
significancia clinica para estas variantes, quando sao detetadas em conjunto.
Mutagbes de resisténcia ou outras fontes podem ser a causa. Ver exemplos em
Perfil tumoral de variantes na pagina 16.
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sample 1D
Sample A

Companion Diagnostics QC @

llumina' | Trusight™ Oncology Comprehensive (EU)

Tumor Type Module Version  Knowledgs Base Version  Report Date.
WMedullary thyroid carcinoma  2.3.6.113 6800 2022-04-06.

C i i i ic Positions with Insufficient Coverage for Small Variant

Detection

The positions listed below did not have sufficient coverage for detecting small variants for the listed Companion Diagnostic intended
uses. Only Companion Diagnostic intended uses that were evaluated will be listed.

None

C ion Di i d Uses

The table below includes a column that indicates whether that Companion Diagnostic intended use was evaluated for this sample. If
an intended use was not evaluated, a reason s listed, The columns shaded in gray below indicate the information that is sample-

specific

Tumor Type Biomarkers

Solid Tumor NTRK1, NTRK2 & NTRK3 Gene
Fusions

Therapy riendedse  Compen:

VITRAKVI® Yes =
(larotrectinib)

20f6

A

B

(o

A seccao CQ de diagnosticos complementares fornece informagées de CQ, ao
nivel da posi¢ao sobre biomarcadores de CDx. Se nado estiverem listadas
posigoes, significa que houve cobertura suficiente ao longo das variantes e
regido-alvo. Para obter mais informacgdes, consulte a tabela CQ de diagnoésticos
complementares na pagina 26.
A secc¢ao Utilizagbes previstas avaliadas do diagnostico complementar lista todas
as utilizacdes previstas de CDx e indica se foram avaliadas nesta amostra.
Consulte Folheto informativo do TruSight Oncology Comprehensive (UE)
(documento n.2 200007789) para obter mais informagdes sobre a utilizagdo
prevista de Ensaio TSO Comprehensive. O tipo de tumor, biomarcadores e
terapéutica sdo da declaracao de utilizagao prevista.
A avaliagcéo ocorre se o tipo de tumor for apropriado para um CDx e a amostra
tiver passado nas categorias de CQ necessarias. Para obter mais informacoes
sobre os critérios necessarios para que as amostras sejam avaliadas para um
CDx, consulte a tabela Utilizagbes previstas avaliadas do diagndstico
complementar na pagina 26.

Yes (Sim) — A amostra foi avaliada para esta utilizag&o

prevista. Os resultados especificos seriam identificados na

seccdo Resultados de diagndsticos complementares do

relatorio.

No (N&o) — A amostra nao foi avaliada para esta utilizagao

prevista e um comentario explica o motivo.
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Anexo D MNV, indels e dele¢cbes no EGFR e RET detetaveis por identificador de variantes faseado

Cromossoma z‘c;ig)é ° Alelo de referéncia Alelo alternativo Gene Alteracao de aminoacidos

chr7 55242462 CAAGGAATTAAGAGAA C EGFR NP_005219.2:p.(Lys745_Glu749del)

chr7 55242463 AAGGAATTAAGAGAAG A EGFR NP_005219.2:p.(Lys745_Ala750delinsThr)
chr7 55242464 AGGAATTAAGAGA A EGFR NP_005219.2:p.(Glu746_Glu749del)

chr7 55242464 AGGAATTAAGAGAAGC A EGFR NP_005219.2:p.(Glu746_Ala750del)

chr7 55242465 GGAATTAAGA G EGFR NP_005219.2:p.(Leu747_Glu749del)

chr7 55242465 GGAATTAAGAGAAG AATTC EGFR NP_005219.2:p.(Glu746_Ala750delinsllePro)
chr7 55242465 GGAATTAAGAGAAGCAA AATTC EGFR NP_005219.2:p.(Glu746_Thr751delinsllePro)
chr7 55242465 GGAATTAAGAGAAGCAAC AAT EGFR NP_005219.2:p.(Glu746_Thr751delinslle)
chr7 55242465 GGAATTAAGAGAAGCAACA G EGFR NP_005219.2:p.(Glu746_Thr751del)

chr7 55242465 GGAATTAAGAGAAGCAACATC AAT EGFR NP_005219.2:p.(Glu746_Ser752delinslle)
chr7 55242465 GGAATTAAGAGAAGCA G EGFR NP_005219.2:p.(Glu746_Ala750del)

chr7 55242466 GAATTAAGAGAAGCAACAT G EGFR NP_005219.2:p.(Glu746_Ser752delinsAla)
chr7 55242466 GAATTAAGAGAAGCAA G EGFR NP_005219.2:p.(Glu746_Thr751delinsAla)
chr7 55242467 AATTAAGAGAAGCAAC A EGFR NP_005219.2:p.(Leu747_Thr751del)

chr7 55242467 AATTAAGAGAAGCAACATC A EGFR NP_005219.2:p.(Glu746_Ser752delinsAsp)
chr7 55242467 AATTAAGAGAAGCAACATC T EGFR NP_005219.2:p.(Glu746_Ser752delinsVal)
chr7 55242467 AATTAAGAGAAGCAACATCTC TCT EGFR NP_005219.2:p.(Glu746_Pro753delinsValSer)
chr7 55242467 AATTAAGAGAAGCAACA TTGCT EGFR NP_005219.2:p.(Glu746_Thr751delinsValAla)
chr7 55242467 AATTAAGAGAAGCAAC T EGFR NP_005219.2:p.(Glu746_Thr751delinsVal)
chr7 55242468 ATTAAGAGAAGCAACATCT A EGFR NP_005219.2:p.(Leu747_Ser752del)

chr7 55242468 ATTAAGAGAAGCAAC GCA EGFR NP_005219.2:p.(Leu747_Thr751delinsGin)
chr7 55242468 ATTAAGAGAAG GC EGFR NP_005219.2:p.(Leu747_Ala750delinsPro)
chr7 55242469 TTAAGAGAAG C EGFR NP_005219.2:p.(Leu747_Ala750delinsPro)
chr7 55242469 TTAAGAGAAGCAA C EGFR NP_005219.2:p.(Leu747_Thr751delinsPro)
chr7 55242469 TTAAGAGAAGCAACATCT CAA EGFR NP_005219.2:p.(Leu747_Ser752delinsGIn)
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Posicao

Cromossoma (hg19) Alelo de referéncia Alelo alternativo Gene Alteracao de aminoacidos

chr7 55242469 TTAAGAGAAGCAACATCTCC CA EGFR NP_005219.2:p.(Leu747_Pro753delinsGlin)

chr7 55242469 TTAAGAGAAGCAACATCTC T EGFR NP_005219.2:p.(Leu747_Pro753delinsSer)

chr7 55242469 TTAAGAGAAGCAA T EGFR NP_005219.2:p.(Leu747_Thr751delinsSer)

chr7 55242482 CATCTCCGAAAGCCAACAAGGAAAT C EGFR NP_005219.2:p.(Ser752_lle759del)

chr7 55249011 AC CCAGCGTGGAT EGFR NP_005219.2:p.(Ala767_Val769dup)

chr10 43604549 CTCAGACTTCCAGGGCCCAGGA G RET NP_066124.1:p.(Asp378_Gly385delinsGlu)

chr10 43609928 ATCCACTGTGCGACGAGCTG CACAC RET NP_066124.1:p.(Asp627_
Leu633delinsAlaHis)

chr10 43609928 ATCCACTGTGCGACGAGCTG CACAT RET NP_066124.1:p.(Asp627_
Leu633delinsAlaHis)

chr10 43609928 ATCCACTGTGCGACGAGCTG CCCAC RET NP_066124.1:p.(Asp627_
Leu633delinsAlaHis)

chr10 43609928 ATCCACTGTGCGACGAGCTG CCCAT RET NP_066124.1:p.(Asp627_
Leu633delinsAlaHis)

chr10 43609928 ATCCACTGTGCGACGAGCTG CGCAC RET NP_066124.1:p.(Asp627_
Leu633delinsAlaHis)

chr10 43609928 ATCCACTGTGCGACGAGCTG CGCAT RET NP_066124.1:p.(Asp627_
Leu633delinsAlaHis)

chr10 43609928 ATCCACTGTGCGACGAGCTG CTCAC RET NP_066124.1:p.(Asp627_
Leu633delinsAlaHis)

chr10 43609928 ATCCACTGTGCGACGAGCTG CTCAT RET NP_066124.1:p.(Asp627_
Leu633delinsAlaHis)

chr10 43609933 CTGTGCGACGAGCTGTGCCGCACGGTGATC TGCGAT RET NP_066124.1:p.(Leu629_lle638delinsCysAsp)

chr10 43609933 CTGTGCGACGAGCTGTGCCGCACGGTGATC TGTGAT RET NP_066124.1:p.(Leu629_lle638delinsCysAsp)

chr10 43609933 CTGTGCGACGAGCTGTGCCGCACGGTGAT TGCGA RET NP_066124.1:p.(Leu629_lle638delinsCysAsp)

chr10 43609933 CTGTGCGACGAGCTGTGCCGCACGGTGAT TGTGA RET NP_066124.1:p.(Leu629_lle638delinsCysAsp)

chr10 43609936 TGC GCT RET NP_066124.1:p.(Cys630Ala)

chr10 43609940 ACGAGCTG TA RET NP_066124.1:p.(Asp631_Leu633delinsVal)

chr10 43609940 ACGAGCTG TC RET NP_066124.1:p.(Asp631_Leu633delinsVal)

chr10 43609940 ACGAGCTGTGCCGCACGGTGAT C RET NP_066124.1:p.(Asp631_lle638delinsAla)

chr10 43609940 ACGAGCTGTGCCGCACGGTGATC CA RET NP_066124.1:p.(Asp631_Ille638delinsAla)

(3N) anisuayaidwo) AbojoouQ ybigni] 1abeuey uny |E20T Op 8SijeUB 8p O|NPOW Op OY|_gel} dp 0XN|} Op |[BnUB\|
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Cromossoma

chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10

Posicao
(hg19)
43609940
43609940
43609940
43609941
43609942
43609942
43609942
43609942
43609942
43609942
43609942
43609942
43609942
43609942
43609942
43609942
43609942
43609942
43609942
43609942
43609942
43609942
43609942
43609942
43609942
43609942
43609942
43609942

Alelo de referéncia

ACGAGCTGTGCCGCACGGTGATC
ACGAGCTGTGCCGCACGGTGATC
ACGAGCTG

CGAGCTG

GAGCTGTGCCGCA
GAGCTGTGCCGCA
GAGCTGTGCCGCACG
GAGCTGTGCCGCACG
GAGCTGTGCCGCACG
GAGCTGTGCCGCACG
GAGCTGTGCCGCACG
GAGCTGTGCCGCACG
GAGCTGTGCCGCACG
GAGCTGTGCCGCACG
GAGCTGTGCCGCACG
GAGCTGTGCCGCACG
GAGCTGTGCCGCACGGTGATCGCA
GAGCTGTGCCGCACGGTGATCGCA
GAGCTGTGCCGCACGGTGATCGCA
GAGCTGTGCCGCACGGTGATCGCA
GAGCTGTGCCGCACGGTGATCGCA
GAGCTGTGCCGCACGGTGATCGCA
GAGCTGTGCCGCACGGTGATCGCA
GAGCTGTGCCGCACGGTGATCGCA
GAGCTGTGCCGCACGGTGATCGC
GAGCTGTGCCGCACGGTGATCGC
GAGCTGTGCCGCACGGTGATCGC
GAGCTGTGCCGCACGGTGATCGC

Alelo alternativo

CG

CT

TT

A

AGCT
AGTT
AGCAGC
AGCAGT
AGCTCA
AGCTCC
AGCTCT
AGTAGC
AGTAGT
AGTTCA
AGTTCC
AGTTCT
CACAGG
CACCGC
CACCGG
CACCGT
CATAGG
CATCGC
CATCGG
CATCGT
CACAG
CACCG
CATAG
CATCG

Gene

RET
RET
RET
RET
RET
RET
RET
RET
RET
RET
RET
RET
RET
RET
RET
RET
RET
RET
RET
RET
RET
RET
RET
RET
RET
RET
RET
RET

Alteracao de aminoacidos

NP_066124.1:p.(Asp631_lle638delinsAla)
NP_066124.1:p.(Asp631_lle638delinsAla)
NP_066124.1:p.(Asp631_Leu633delinsVal)
NP_066124.1:p.(Asp631_Leu633delinsGlu)
NP_066124.1:p.(Glu632_Thr636delinsSerSer)
NP_066124.1:p.(Glu632_Thr636delinsSerSer)
NP_066124.1:p.(Glu632_Thr636delinsSerSer)
NP_066124.1:p.(Glu632_Thr636delinsSerSer)
NP_066124.1:p.(Glu632_Thr636delinsSerSer)
NP_066124.1:p.(Glu632_Thr636delinsSerSer)
NP_066124.1:p.(Glu632_Thr636delinsSerSer)
NP_066124.1:p.(Glu632_Thr636delinsSerSer)
NP_066124.1:p.(Glu632_Thr636delinsSerSer)
NP_066124.1:p.(Glu632_Thr636delinsSerSer)
NP_066124.1:p.(Glu632_Thr636delinsSerSer)
NP_066124.1:p.(Glu632_Thr636delinsSerSer)
NP_066124.1:p.(Glu632_Ala639delinsHisArg)
NP_066124.1:p.(Glu632_Ala639delinsHisArg)
NP_066124.1:p.(Glu632_Ala639delinsHisArg)
NP_066124.1:p.(Glu632_Ala639delinsHisArg)
NP_066124.1:p.(Glu632_Ala639delinsHisArg)
NP_066124.1:p.(Glu632_Ala639delinsHisArg)
NP_066124.1:p.(Glu632_Ala639delinsHisArg)
NP_066124.1:p.(Glu632_Ala639delinsHisArg)
NP_066124.1:p.(Glu632_Ala639delinsHisArg)
NP_066124.1:p.(Glu632_Ala639delinsHisArg)
NP_066124.1:p.(Glu632_Ala639delinsHisArg)
NP_066124.1:p.(Glu632_Ala639delinsHisArg)

(3n) enisusyaidwon ABojoouQ ybigni] Jebeuepy uny |00 Op SIjEUR 8P O|NPOW Op OY|BgEe.} 8P OXN|j Op [eNUB
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Posicao

Cromossoma (hg19) Alelo de referéncia Alelo alternativo Gene Alteracao de aminoacidos

chr10 43609942 GAGCTGTGCCGCACG TCAAGC RET NP_066124.1:p.(Glu632_Thr636delinsSerSer)
chr10 43609942 GAGCTGTGCCGCACG TCAAGT RET NP_066124.1:p.(Glu632_Thr636delinsSerSer)
chr10 43609942 GAGCTGTGCCGCACG TCATCA RET NP_066124.1:p.(Glu632_Thr636delinsSerSer)
chr10 43609942 GAGCTGTGCCGCACG TCATCC RET NP_066124.1:p.(Glu632_Thr636delinsSerSer)
chr10 43609942 GAGCTGTGCCGCACG TCATCT RET NP_066124.1:p.(Glu632_Thr636delinsSerSer)
chr10 43609942 GAGCTGTGCCGCACG TCCAGC RET NP_066124.1:p.(Glu632_Thr636delinsSerSer)
chr10 43609942 GAGCTGTGCCGCACG TCCAGT RET NP_066124.1:p.(Glu632_Thr636delinsSerSer)
chr10 43609942 GAGCTGTGCCGCACG TCCTCA RET NP_066124.1:p.(Glu632_Thr636delinsSerSer)
chr10 43609942 GAGCTGTGCCGCACG TCCTCC RET NP_066124.1:p.(Glu632_Thr636delinsSerSer)
chr10 43609942 GAGCTGTGCCGCACG TCCTCT RET NP_066124.1:p.(Glu632_Thr636delinsSerSer)
chr10 43609942 GAGCTGTGCCGCACG TCGAGC RET NP_066124.1:p.(Glu632_Thr636delinsSerSer)
chr10 43609942 GAGCTGTGCCGCACG TCGAGT RET NP_066124.1:p.(Glu632_Thr636delinsSerSer)
chr10 43609942 GAGCTGTGCCGCACG TCGTCA RET NP_066124.1:p.(Glu632_Thr636delinsSerSer)
chr10 43609942 GAGCTGTGCCGCACG TCGTCC RET NP_066124.1:p.(Glu632_Thr636delinsSerSer)
chr10 43609942 GAGCTGTGCCGCACG TCGTCT RET NP_066124.1:p.(Glu632_Thr636delinsSerSer)
chr10 43609942 GAGCTGTGCCGCACG TCTAGC RET NP_066124.1:p.(Glu632_Thr636delinsSerSer)
chr10 43609942 GAGCTGTGCCGCACG TCTAGT RET NP_066124.1:p.(Glu632_Thr636delinsSerSer)
chr10 43609942 GAGCTGTGCCGCACG TCTTCA RET NP_066124.1:p.(Glu632_Thr636delinsSerSer)
chr10 43609942 GAGCTGTGCCGCACG TCTTCC RET NP_066124.1:p.(Glu632_Thr636delinsSerSer)
chr10 43609942 GAGCTGTGCCGCACG TCTTCT RET NP_066124.1:p.(Glu632_Thr636delinsSerSer)
chr10 43609942 GAGCTGTGCCGCA TCAT RET NP_066124.1:p.(Glu632_Thr636delinsSerSer)
chr10 43609942 GAGCTGTGCCGCA TCCT RET NP_066124.1:p.(Glu632_Thr636delinsSerSer)
chr10 43609942 GAGCTGTGCCGCA TCGT RET NP_066124.1:p.(Glu632_Thr636delinsSerSer)
chr10 43609942 GAGCTGTGCCGCA TCTT RET NP_066124.1:p.(Glu632_Thr636delinsSerSer)
chr10 43609943 AGCTG TA RET NP_066124.1:p.(Glu632_Leu633delinsVal)
chr10 43609943 AGCTG TC RET NP_066124.1:p.(Glu632_Leu633delinsVal)
chr10 43609943 AGCTGTGCCGCACGGT CAGC RET NP_066124.1:p.(Glu632_Val637delinsAlaAla)
chr10 43609943 AGCTGTGCCGCACGGT CCGC RET NP_066124.1:p.(Glu632_Val637delinsAlaAla)

(3N) anisuayaidwo) AbojoouQ ybigni] 1abeuey uny |E20T Op 8SijeUB 8p O|NPOW Op OY|_gel} dp 0XN|} Op |[BnUB\|
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Cromossoma ::;ilg)ao Alelo de referéncia Alelo alternativo Gene Alteracao de aminoacidos
chr10 43609943 AGCTGTGCCGCACGGT CGGC RET NP_066124.1:p.(Glu632_Val637delinsAlaAla)
chr10 43609943 AGCTGTGCCGCACGGT CTGC RET NP_066124.1:p.(Glu632_Val637delinsAlaAla)
chr10 43609943 AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC TAAGACCA RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)
chr10 43609943 AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC TAAGACCG RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)
chr10 43609943 AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC TAAGACCT RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)
chr10 43609943 AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC TAAGGCCA RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)
chr10 43609943 AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC TAAGGCCT RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)
chr10 43609943 AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC TACGACCA RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)
chr10 43609943 AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC TACGACCG RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)
chr10 43609943 AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC TACGACCT RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)
chr10 43609943 AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC TACGCCCA RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)
chr10 43609943 AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC TACGCCCG RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)
chr10 43609943 AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC TACGCCCT RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)
chr10 43609943 AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC TACGGCCA RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)
chr10 43609943 AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC TACGGCCG RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)
chr10 43609943 AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC TACGGCCT RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)
chr10 43609943 AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC TACGTCCA RET NP_066124.1:p.(Glu632_

Ala640delinsValArgPro)

(3n) enisusyaidwon ABojoouQ ybigni] Jebeuepy uny |00 Op SIjEUR 8P O|NPOW Op OY|BgEe.} 8P OXN|j Op [eNUB
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Cromossoma

chr10

chr10

chr10

chr10

chr10

chr10

chr10

chr10

chr10

chr10

chr10

chr10

chr10

chr10

chr10

chr10

Posicao

(hg19)

43609943

43609943

43609943

43609943

43609943

43609943

43609943

43609943

43609943

43609943

43609943

43609943

43609943

43609943

43609943

43609943

Alelo de referéncia

AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC

AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC

AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC

AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC

AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC

AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC

AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC

AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC

AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC

AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC

AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC

AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC

AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC

AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC

AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC

AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC

Alelo alternativo

TACGTCCG

TACGTCCT

TCAGACCA

TCAGACCG

TCAGACCT

TCAGGCCA

TCAGGCCG

TCAGGCCT

TCCGACCA

TCCGACCG

TCCGACCT

TCCGCCCA

TCCGCCCG

TCCGCCCT

TCCGGCCA

TCCGGCCG

Gene

RET

RET

RET

RET

RET

RET

RET

RET

RET

RET

RET

RET

RET

RET

RET

RET

Alteracao de aminoacidos

NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)

NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)

NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)

NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)

NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)

NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)

NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)

NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)

NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)

NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)

NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)

NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)

NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)

NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)

NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)

NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)

(3n) enisusyaidwon ABojoouQ ybigni] Jebeuepy uny |00 Op SIjEUR 8P O|NPOW Op OY|BgEe.} 8P OXN|j Op [eNUB
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09

Cromossoma

chr10

chr10

chr10

chr10

chr10

chr10

chr10

chr10

chr10

chr10

chr10

chr10

chr10

chr10

chr10

chr10

Posicao

(hg19)

43609943

43609943

43609943

43609943

43609943

43609943

43609943

43609943

43609943

43609943

43609943

43609943

43609943

43609943

43609943

43609943

Alelo de referéncia

AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC

AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC

AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC

AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC

AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC

AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC

AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC

AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC

AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC

AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC

AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC

AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC

AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC

AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC

AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC

AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC

Alelo alternativo

TCCGGCCT

TCCGTCCA

TCCGTCCG

TCCGTCCT

TGAGACCA

TGAGACCG

TGAGACCT

TGAGGCCA

TGAGGCCG

TGAGGCCT

TGCGACCA

TGCGACCG

TGCGACCT

TGCGCCCA

TGCGCCCG

TGCGCCCT

Gene

RET

RET

RET

RET

RET

RET

RET

RET

RET

RET

RET

RET

RET

RET

RET

RET

Alteracao de aminoacidos

NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)

NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)

NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)

NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)

NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)

NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)

NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)

NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)

NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)

NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)

NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)

NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)

NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)

NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)

NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)

NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)

(3n) enisusyaidwon ABojoouQ ybigni] Jebeuepy uny |00 Op SIjEUR 8P O|NPOW Op OY|BgEe.} 8P OXN|j Op [eNUB
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Cromossoma

chr10

chr10

chr10

chr10

chr10

chr10

chr10

chr10

chr10

chr10

chr10

chr10

chr10

chr10

chr10

chr10

Posicao

(hg19)

43609943

43609943

43609943

43609943

43609943

43609943

43609943

43609943

43609943

43609943

43609943

43609943

43609943

43609943

43609943

43609943

Alelo de referéncia

AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC

AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC

AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC

AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC

AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC

AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC

AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC

AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC

AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC

AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC

AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC

AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC

AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC

AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC

AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC

AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC

Alelo alternativo

TGCGGCCA

TGCGGCCT

TGCGTCCA

TGCGTCCG

TGCGTCCT

TTAGACCA

TTAGACCG

TTAGACCT

TTAGGCCA

TTAGGCCG

TTAGGCCT

TTCGACCA

TTCGACCG

TTCGACCT

TTCGCCCA

TTCGCCCG

Gene

RET

RET

RET

RET

RET

RET

RET

RET

RET

RET

RET

RET

RET

RET

RET

RET

Alteracao de aminoacidos

NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)

NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)

NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)

NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)

NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)

NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)

NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)

NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)

NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)

NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)

NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)

NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)

NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)

NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)

NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)

NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)

(3n) enisusyaidwon ABojoouQ ybigni] Jebeuepy uny |00 Op SIjEUR 8P O|NPOW Op OY|BgEe.} 8P OXN|j Op [eNUB
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Cromossoma

chr10

chr10

chr10

chr10

chr10

chr10

chr10

chr10

chr10

chr10

chr10

chr10

chr10

chr10

chr10

chr10

Posicao

(hg19)

43609943

43609943

43609943

43609943

43609943

43609943

43609943

43609943

43609943

43609943

43609943

43609943

43609943

43609943

43609943

43609943

Alelo de referéncia

AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC

AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC

AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC

AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC

AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC

AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC

AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC

AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAG

AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAG

AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAG

AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAG

AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAG

AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAG

AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAG

AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAG

AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAG

Alelo alternativo

TTCGCCCT

TTCGGCCA

TTCGGCCG

TTCGGCCT

TTCGTCCA

TTCGTCCG

TTCGTCCT

TAAGAC

TAAGGC

TACGAC

TACGCC

TACGGC

TACGTC

TCAGAC

TCAGGC

TCCGAC

Gene

RET

RET

RET

RET

RET

RET

RET

RET

RET

RET

RET

RET

RET

RET

RET

RET

Alteracao de aminoacidos

NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)

NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)

NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)

NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)

NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)

NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)

NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)

NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)

NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)

NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)

NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)

NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)

NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)

NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)

NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)

NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)

(3n) enisusyaidwon ABojoouQ ybigni] Jebeuepy uny |00 Op SIjEUR 8P O|NPOW Op OY|BgEe.} 8P OXN|j Op [eNUB
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Cromossoma (hg19) Alelo de referéncia Alelo alternativo Gene Alteracao de aminoacidos
chr10 43609943 AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAG TCCGCC RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)
chr10 43609943 AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAG TCCGGC RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)
chr10 43609943 AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAG TCCGTC RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)
chr10 43609943 AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAG TGAGAC RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)
chr10 43609943 AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAG TGAGGC RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)
chr10 43609943 AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAG TGCGAC RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)
chr10 43609943 AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAG TGCGCC RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)
chr10 43609943 AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAG TGCGGC RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)
chr10 43609943 AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAG TGCGTC RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)
chr10 43609943 AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAG TTAGAC RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)
chr10 43609943 AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAG TTAGGC RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)
chr10 43609943 AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAG TTCGAC RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)
chr10 43609943 AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAG TTCGCC RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)
chr10 43609943 AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAG TTCGGC RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)
chr10 43609943 AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAG TTCGTC RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Ala640delinsValArgPro)
chr10 43609943 AGCTGTGCCGCACGGTG CAGCA RET NP_066124.1:p.(Glu632_Val637delinsAlaAla)
chr10 43609943 AGCTGTGCCGCACGGTG CAGCC RET NP_066124.1:p.(Glu632_Val637delinsAlaAla)
chr10 43609943 AGCTGTGCCGCACGGTG CAGCT RET NP_066124.1:p.(Glu632_Val637delinsAlaAla)

(3n) enisusyaidwon ABojoouQ ybigni] Jebeuepy uny |00 Op SIjEUR 8P O|NPOW Op OY|BgEe.} 8P OXN|j Op [eNUB
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0/ 19980000¢ 5'U 0lUsWNO0Qg
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Posicao

Cromossoma (hg19) Alelo de referéncia Alelo alternativo Gene Alteracao de aminoacidos

chr10 43609943 AGCTGTGCCGCACGGTG CCGCA RET NP_066124.1:p.(Glu632_Val637delinsAlaAla)

chr10 43609943 AGCTGTGCCGCACGGTG CCGCC RET NP_066124.1:p.(Glu632_Val637delinsAlaAla)

chr10 43609943 AGCTGTGCCGCACGGTG CCGCT RET NP_066124.1:p.(Glu632_Val637delinsAlaAla)

chr10 43609943 AGCTGTGCCGCACGGTG CGGCA RET NP_066124.1:p.(Glu632_Val637delinsAlaAla)

chr10 43609943 AGCTGTGCCGCACGGTG CGGCC RET NP_066124.1:p.(Glu632_Val637delinsAlaAla)

chr10 43609943 AGCTGTGCCGCACGGTG CGGCT RET NP_066124.1:p.(Glu632_Val637delinsAlaAla)

chr10 43609943 AGCTGTGCCGCACGGTG CTGCA RET NP_066124.1:p.(Glu632_Val637delinsAlaAla)

chr10 43609943 AGCTGTGCCGCACGGTG CTGCC RET NP_066124.1:p.(Glu632_Val637delinsAlaAla)

chr10 43609943 AGCTGTGCCGCACGGTG CTGCT RET NP_066124.1:p.(Glu632_Val637delinsAlaAla)

chr10 43609943 AGCTG TT RET NP_066124.1:p.(Glu632_Leu633delinsVal)

chr10 43609944 GCTGT CGTAC RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Cys634delinsAspValArg)

chr10 43609944 GCTGT CGTCC RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Cys634delinsAspValArg)

chr10 43609944 GCTGT CGTGC RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Cys634delinsAspValArg)

chr10 43609944 GCTGT CGTTC RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Cys634delinsAspValArg)

chr10 43609944 GCTGTGC CGTAAGA RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Cys634delinsAspValArg)

chr10 43609944 GCTGTGC CGTAAGG RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Cys634delinsAspValArg)

chr10 43609944 GCTGTGC CGTACGA RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Cys634delinsAspValArg)

chr10 43609944 GCTGTGC CGTACGG RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Cys634delinsAspValArg)

chr10 43609944 GCTGTGC CGTACGT RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Cys634delinsAspValArg)

chr10 43609944 GCTGTGC CGTCAGA RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Cys634delinsAspValArg)

chr10 43609944 GCTGTGC CGTCAGG RET NP_066124.1:p.(Glu632_

Cys634delinsAspValArg)

(3N) anisuayaidwo) AbojoouQ ybigni] 1abeuey uny |E20T Op 8SijeUB 8p O|NPOW Op OY|_gel} dp 0XN|} Op |[BnUB\|
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chr10 43609944 GCTGTGC CGTCCGA RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Cys634delinsAspValArg)
chr10 43609944 GCTGTGC CGTCCGG RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Cys634delinsAspValArg)
chr10 43609944 GCTGTGC CGTCCGT RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Cys634delinsAspValArg)
chr10 43609944 GCTGTGC CGTGAGA RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Cys634delinsAspValArg)
chr10 43609944 GCTGTGC CGTGAGG RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Cys634delinsAspValArg)
chr10 43609944 GCTGTGC CGTGCGA RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Cys634delinsAspValArg)
chr10 43609944 GCTGTGC CGTGCGG RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Cys634delinsAspValArg)
chr10 43609944 GCTGTGC CGTGCGT RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Cys634delinsAspValArg)
chr10 43609944 GCTGTGC CGTTAGA RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Cys634delinsAspValArg)
chr10 43609944 GCTGTGC CGTTAGG RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Cys634delinsAspValArg)
chr10 43609944 GCTGTGC CGTTCGA RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Cys634delinsAspValArg)
chr10 43609944 GCTGTGC CGTTCGG RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Cys634delinsAspValArg)
chr10 43609944 GCTGTGC CGTTCGT RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Cys634delinsAspValArg)
chr10 43609944 GCTGTGC TGTAAGA RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Cys634delinsAspValArg)
chr10 43609944 GCTGTGC TGTAAGG RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Cys634delinsAspValArg)
chr10 43609944 GCTGTGC TGTACGA RET NP_066124.1:p.(Glu632_

Cys634delinsAspValArg)

(3N) anisuayaidwo) AbojoouQ ybigni] 1abeuey uny |E20T Op 8SijeUB 8p O|NPOW Op OY|_gel} dp 0XN|} Op |[BnUB\|
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Cromossoma (hg19) Alelo de referéncia Alelo alternativo Gene Alteracao de aminoacidos
chr10 43609944 GCTGTGC TGTACGG RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Cys634delinsAspValArg)
chr10 43609944 GCTGTGC TGTACGT RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Cys634delinsAspValArg)
chr10 43609944 GCTGTGC TGTCAGA RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Cys634delinsAspValArg)
chr10 43609944 GCTGTGC TGTCCGA RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Cys634delinsAspValArg)
chr10 43609944 GCTGTGC TGTCCGG RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Cys634delinsAspValArg)
chr10 43609944 GCTGTGC TGTCCGT RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Cys634delinsAspValArg)
chr10 43609944 GCTGTGC TGTGAGA RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Cys634delinsAspValArg)
chr10 43609944 GCTGTGC TGTGAGG RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Cys634delinsAspValArg)
chr10 43609944 GCTGTGC TGTGCGA RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Cys634delinsAspValArg)
chr10 43609944 GCTGTGC TGTGCGG RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Cys634delinsAspValArg)
chr10 43609944 GCTGTGC TGTGCGT RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Cys634delinsAspValArg)
chr10 43609944 GCTGTGC TGTTAGA RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Cys634delinsAspValArg)
chr10 43609944 GCTGTGC TGTTAGG RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Cys634delinsAspValArg)
chr10 43609944 GCTGTGC TGTTCGA RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Cys634delinsAspValArg)
chr10 43609944 GCTGTGC TGTTCGG RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Cys634delinsAspValArg)
chr10 43609944 GCTGTGC TGTTCGT RET NP_066124.1:p.(Glu632_

Cys634delinsAspValArg)

(3N) anisuayaidwo) AbojoouQ ybigni] 1abeuey uny |E20T Op 8SijeUB 8p O|NPOW Op OY|_gel} dp 0XN|} Op |[BnUB\|
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chr10 43609944 GCTGT TGTAC RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Cys634delinsAspValArg)

chr10 43609944 GCTGT TGTCC RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Cys634delinsAspValArg)

chr10 43609944 GCTGT TGTGC RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Cys634delinsAspValArg)

chr10 43609944 GCTGT TGTTC RET NP_066124.1:p.(Glu632_
Cys634delinsAspValArg)

chr10 43609945 CTGTGC GTATGG RET NP_066124.1:p.(Leu633_
Cys634delinsValTrp)

chr10 43609945 CTGTGC GTCTGG RET NP_066124.1:p.(Leu633_
Cys634delinsValTrp)

chr10 43609945 CTGTGC GTGTGG RET NP_066124.1:p.(Leu633_
Cys634delinsValTrp)

chr10 43609945 CTGTGC GTTTGG RET NP_066124.1:p.(Leu633_
Cys634delinsValTrp)

chr10 43609948 TGC CCA RET NP_066124.1:p.(Cys634Pro)

chr10 43609948 TGC CCG RET NP_066124.1:p.(Cys634Pro)

chr10 43609950 CCGC GGGA RET NP_066124.1:p.(Cys634_
Arg635delinsTrpGly)

chr10 43609950 CCGC GGGG RET NP_066124.1:p.(Cys634_
Arg635delinsTrpGly)

chr10 43609950 CCGC GGGT RET NP_066124.1:p.(Cys634_
Arg635delinsTrpGly)

chr10 43609950 CCGC TCCAAAAAGA RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProlLys)

chr10 43609950 CCGC TCCAAAAAGG RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProlLys)

chr10 43609950 CCGC TCCAAAACGA RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProlLys)

chr10 43609950 CCGC TCCAAAACGG RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProlLys)

chr10 43609950 CCGC TCCAAAACGT RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProlLys)

chr10 43609950 CCGC TCCAAAGAGA RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProlLys)

chr10 43609950 CCGC TCCAAAGAGG RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProlLys)

chr10 43609950 CCGC TCCAAAGCGA RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProlLys)

(3N) anisuayaidwo) AbojoouQ ybigni] 1abeuey uny |E20T Op 8SijeUB 8p O|NPOW Op OY|_gel} dp 0XN|} Op |[BnUB\|
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chr10 43609950 CCGC TCCAAAGCGG RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProlLys)
chr10 43609950 CCGC TCCAAAGCGT RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProlLys)
chr10 43609950 CCGC TCCCAAAAGA RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProlLys)
chr10 43609950 CCGC TCCCAAAAGG RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProlLys)
chr10 43609950 CCGC TCCCAAACGA RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProlLys)
chr10 43609950 CCGC TCCCAAACGG RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProlLys)
chr10 43609950 CCGC TCCCAAACGT RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProlLys)
chr10 43609950 CCGC TCCCAAGAGA RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProlLys)
chr10 43609950 CCGC TCCCAAGAGG RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProlLys)
chr10 43609950 CCGC TCCCAAGCGA RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProlLys)
chr10 43609950 CCGC TCCCAAGCGG RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProlLys)
chr10 43609950 CCGC TCCCAAGCGT RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProlLys)
chr10 43609950 CCGC TCCGAAAAGA RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProlLys)
chr10 43609950 CCGC TCCGAAAAGG RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProlLys)
chr10 43609950 CCGC TCCGAAACGA RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProlLys)
chr10 43609950 CCGC TCCGAAACGG RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProlLys)
chr10 43609950 CCGC TCCGAAACGT RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProlLys)
chr10 43609950 CCGC TCCGAAGAGA RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProlLys)
chr10 43609950 CCGC TCCGAAGAGG RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProlLys)
chr10 43609950 CCGC TCCGAAGCGA RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProlLys)
chr10 43609950 CCGC TCCGAAGCGG RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProlLys)
chr10 43609950 CCGC TCCGAAGCGT RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProlLys)
chr10 43609950 CCGC TCCTAAAAGA RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProlLys)
chr10 43609950 CCGC TCCTAAAAGG RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProLys)
chr10 43609950 CCGC TCCTAAACGA RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProlLys)
chr10 43609950 CCGC TCCTAAACGG RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProlLys)
chr10 43609950 CCGC TCCTAAACGT RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProlLys)
chr10 43609950 CCGC TCCTAAGAGA RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProLys)

(3N) anisuayaidwo) AbojoouQ ybigni] 1abeuey uny |E20T Op 8SijeUB 8p O|NPOW Op OY|_gel} dp 0XN|} Op |[BnUB\|
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Cromossoma (hg19) Alelo de referéncia Alelo alternativo Gene Alteracao de aminoacidos

chr10 43609950 CCGC TCCTAAGAGG RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProlLys)
chr10 43609950 CCGC TCCTAAGCGA RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProlLys)
chr10 43609950 CCGC TCCTAAGCGG RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProlLys)
chr10 43609950 CCGC TCCTAAGCGT RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProlLys)
chr10 43609950 C TCCAAAA RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProlLys)
chr10 43609950 c TCCAAAG RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProLys)
chr10 43609950 C TCCCAAA RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProlLys)
chr10 43609950 c TCCCAAG RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProLys)
chr10 43609950 C TCCGAAA RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProlLys)
chr10 43609950 c TCCGAAG RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProLys)
chr10 43609950 C TCCTAAA RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProlLys)
chr10 43609950 c TCCTAAG RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProLys)
chr10 43609952 GC CAAAAAGA RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProlLys)
chr10 43609952 GC CAAAACGA RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProLys)
chr10 43609952 GC CAAAACGG RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProlLys)
chr10 43609952 GC CAAAACGT RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProLys)
chr10 43609952 GC CAAAGAGG RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProlLys)
chr10 43609952 GC CAAAGCGA RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProLys)
chr10 43609952 GC CAAAGCGG RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProlLys)
chr10 43609952 GC CAAAGCGT RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProLys)
chr10 43609952 GC CCAAAAGA RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProlLys)
chr10 43609952 GC CCAAACGA RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProLys)
chr10 43609952 GC CCAAACGG RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProlLys)
chr10 43609952 GC CCAAACGT RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProLys)
chr10 43609952 GC CCAAGAGA RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProlLys)
chr10 43609952 GC CCAAGAGG RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProLys)
chr10 43609952 GC CCAAGCGA RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProlLys)
chr10 43609952 GC CCAAGCGG RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProlLys)

(3N) anisuayaidwo) AbojoouQ ybigni] 1abeuey uny |E20T Op 8SijeUB 8p O|NPOW Op OY|_gel} dp 0XN|} Op |[BnUB\|
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chr10 43609952 GC CCAAGCGT RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProlLys)
chr10 43609952 GC CGAAAAGA RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProLys)
chr10 43609952 GC CGAAAAGG RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProlLys)
chr10 43609952 GC CGAAACGA RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProLys)
chr10 43609952 GC CGAAACGG RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProlLys)
chr10 43609952 GC CGAAACGT RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProLys)
chr10 43609952 GC CGAAGAGA RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProlLys)
chr10 43609952 GC CGAAGAGG RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProLys)
chr10 43609952 GC CGAAGCGA RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProlLys)
chr10 43609952 GC CGAAGCGG RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProlLys)
chr10 43609952 GC CGAAGCGT RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProlLys)
chr10 43609952 GC CTAAAAGG RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProLys)
chr10 43609952 GC CTAAACGA RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProlLys)
chr10 43609952 GC CTAAACGG RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProLys)
chr10 43609952 GC CTAAACGT RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProlLys)
chr10 43609952 GC CTAAGAGA RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProLys)
chr10 43609952 GC CTAAGCGA RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProLys)
chr10 43609952 GC CTAAGCGG RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProLys)
chr10 43609952 GC CTAAGCGT RET NP_066124.1:p.(Cys634_Arg635insProLys)
chr10 43613904 TTG ACT RET NP_066124.1:p.(Leu790Thr)
chr10 43615630 TTCC ACCA RET NP_066124.1:p.(Asp903_
Ser904delinsGluPro)
chr10 43615630 TTCC ACCG RET NP_066124.1:p.(Asp903_
Ser904delinsGluPro)
chr10 43615630 TTCC ACCT RET NP_066124.1:p.(Asp903_
Ser904delinsGluPro)
chr10 43615630 TTCC GCCA RET NP_066124.1:p.(Asp903_
Ser904delinsGluPro)
chr10 43615630 TTCC GCCG RET NP_066124.1:p.(Asp903_

Ser904delinsGluPro)

(3N) anisuayaidwo) AbojoouQ ybigni] 1abeuey uny |E20T Op 8SijeUB 8p O|NPOW Op OY|_gel} dp 0XN|} Op |[BnUB\|
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Documento Data Descricao da alteracao

Documento n.2 Abril de Adicionado conteudo de diagnéstico complementar.

200008661 v02 2022 Adicionado contetdo de estudo clinico NTRK.

Documento n.2 Fevereiro de Foram adicionadas secg¢bes Indicadores ampliados de ADN e ARN.
200008661 v01 2022

Documento n.2 Novembro Edicao inicial.

200008661 v0O de 2021
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Para obter assisténcia técnica, contacte o Suporte Técnico da lllumina.

Website: www.illumina.com
E-mail: techsupport@illumina.com

[lluminaNumeros de telefone do Apoio ao Cliente

Regiao
América do Norte
Australia
Austria
Bélgica

China
Dinamarca
Finlandia
Franca
Alemanha
Hong Kong, China
Irlanda

Italia

Japao

Paises Baixos
Nova Zelandia
Noruega
Singapura
Coreia do Sul
Espanha
Suécia

Suica

Taiwan, China
Reino Unido

Outros paises

Numero gratuito
+1 800 809 4566
+1 800 775 688
+43 800006249
+32 80077160
400 066 5835
+45 80820183
+358 800918363
+33 805102193
+49 8001014940
800960230

+353 1800936608
+39 800985513
0800 111 5011
+31 8000222493
0800 451 650
+47 800 16836
+1 800 579 2745
+82 80 234 5300
+34 911899417
+46 850619671
+41 565800000
00806651752
+44 8000126019
+44 1799 534000

Regional

+43 19286540
+32 34002973
+45 89871156
+358 974790110
+33 170770446

+49 8938035677

+353 016950506
+39 236003759

+31 207132960

+47 21939693

+34 800300143

+46 200883979

+41 800200442

+44 2073057197

Fichas de dados de seguranga (SDS) - Disponiveis no website da Illlumina em

support.illumina.com/sds.html.

Documentagédo do produto - Disponivel para descarregamento em support.illumina.com.
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Illumina

5200 lllumina Way

San Diego, California 92122 EUA

+1 800 809 ILMN (4566)

+1 858 202 4566 (fora da América do Norte)
techsupport@illumina.com
www.illumina.com
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