lllumina-sarjan eranro: Operaattori: I Ium INa

TruSight™ Oncology Comprehensive (EU) -
laboratorioseurantalomake

IN VITRO -DIAGNOSTISEEN KAYTTOON
VAIN VIENTIIN

Kayttoohjeet
Yleiskatsaus TruSight Oncology Comprehensive (TSO Comprehensive) -tydnkulusta on Kuva 1 ja Kuva 2.

Lue TruSight Oncology Comprehensive (EU) -pakkausselosteen (asiakirjanro 200007789) varoitukset ja
varotoimenpiteet ennen protokollan aloittamista.
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Kirjaston valmistelun tyonkulku

Kuva1 TSO Comprehensive -tyénkulku (osa 1)

Day 1 o Denature and Anneal RNA o Fragment gDNA
Hands-on: 65 minutes Hands-on: 100 minutes
Total: 75 minutes Total: 110 minutes
Reagents: EPH3 Reagent: TEB

Synthesize First Strand cDNA
Hands-on: 10 minutes

Total: 50 minutes

Reagent: FSM, RVT

Synthesize Second Strand cDNA
Hands-on: 10 minutes

Total: 35 minutes

Reagent: SSM

o Clean Up cDNA
Hands-on: 30 minutes
Total: 40 minutes
Safe Stopping Point Reagents: SPB, 80% EtOH, RSB Safe Stopping Point

o Perform End Repair and A-Tailing
Hands-on: 10 minutes
Total: 70 minutes
Reagents: ERAT-A, ERA1-B

o Ligate Adapters

Hands-on: 15 minutes
Total: 50 minutes
Reagents: ALB1, LIG3, SUAT/UMI, STL

o Clean Up Ligation
Hands-on: 40 minutes
Total: 50 minutes
Reagents: SPB, 80% EtOH, RSB

© ndex pcr

Hands-on: 15 minutes
Total: 60 minutes
Reagents: UPxx/CPxx, EPM

Safe Stopping Point
® cDNA @ Sheared DNA

* Hands-on and total times are approximate,
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Rikastustyonkulku
Kuva2 TSO Comprehensive -tyénkulku (osa 2)

Day 1 (continued) o Set Up First Hybridization
Hands-on: 15 minutes
Total: Overnight
Reagents: TCB1, TCA1, OPR1/OPD2
Overnight Hybridization

Day 2 o Capture Targets One
Hands-on: 60 minutes
Total: 100 minutes
Reagents: SMB, EEW, EE2, HP3, ET2

Set Up Second Hybridization
Hands-on: 10 minutes

Total: 2-4 hours

Reagents: TCB1, TCA1, OPR1/OPD2

Capture Targets Two
Hands-on: 25 minutes

Total: 80 minutes

Reagents: SMB, RSB, EE2, HP3, ET2

Safe Stopping Point
Amplify Enriched Library

Hands-on: 5 minutes
Total: 60 minutes
Reagents: EPM, PPC3

Clean Up Amplified Enriched Library
Hands-on: 30 minutes

Total: 40 minutes

Reagents: SPB, 80% EtOH, RSB

Safe Stopping Point

Normalize Libraries

Hands-on: 40 minutes

Total: 70 minutes

Reagents: LNAT, LNB1, LNW1, LNS1, EE2, HP3

Safe Stopping Point

o ~ e o e v e ~ B

Prepare for Sequencing
Hands-on: 30-45 minutes

Total: 120 minutes

Reagents: HP3, RSB, PX3, HT1

@ Enrichment @ Sequencing Prep
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Lampdsyklilaitteiden ohjelmointi

0 1 Ennen kuin aloitat méarityksen, tallenna seuraavat ohjelmat monistusta edeltaviin ja monistuksen jélkeisiin
lampdsyklilaitteisiin.

Taulukko 1 Monistusta edeltavat lampdsyklilaitteen ohjelmat

Toimenpidevaihe O.hjtl-zlman }Eannf,\r] Reaktiotilavuus Lampdosyklilaitteen parametrit
nimi lampédtila
RNA:n denaturointi ja lampokasittely LQ-RNA 100 °C 17 pl ¢ 65 °C 5 minuutin ajan
® 4 °C 1 minuutin ajan
* Pito 4 °C:ssa
Ensimmaisen cDNA-saikeen 1stSS 100 °C 25 pl e 25 °C 10 minuutin ajan
syntetisointi ® 42 °C 15 minuutin ajan
e 70 °C 15 minuutin ajan
® 4 °C 1 minuutin ajan
* Pito 4 °C:ssa
Toisen cDNA-séikeen syntetisointi 2ndSS 30 °C 50 pl ¢ 16 °C 25 minuutin ajan

® 4 °C 1 minuutin ajan
¢ Pito 4 °C:ssa

Jos kannen lampétilaksi ei voi asettaa 2ndSS-ohjelmassa 30 °C -lampétilaa, poista kannen esilammitys
kéytosta.

Taulukko 2 Monistuksen jalkeiset lampdsyklilaitteen ohjelmat

Ohjelman Kannen
nimi lampéotila
PCR:n indeksointi I-PCR 100 °C 50 ul * 98 °C 30 sekunnin ajan
¢ 15 jaksoa:
e 98 °C 10 sekunnin ajan
* 60 °C 30 sekunnin ajan
e 72 °C 30 sekunnin ajan
e 72 °C 5 minuutin ajan
¢ Pito 10 °C:ssa

Ensimmaisen hybridisaation HYB1 100 °C 50 pl e 95 °C 10 minuutin ajan
suorittaminen e 85 °C 2 minuutin ja 30 sekunnin
ajan
e 75 °C 2 minuutin ja 30 sekunnin
ajan
® 65 °C 2 minuutin ja 30 sekunnin
ajan
e Pito 57 °C:ssa 8-24 tunnin ajan
Toisen hybridisaation HYB2 100 °C 50 pl ¢ 95 °C 10 minuutin ajan
suorittaminen e 85 °C 2 minuutin ja 30 sekunnin
ajan
e 75 °C 2 minuutin ja 30 sekunnin
ajan
e 65 °C 2 minuutin ja 30 sekunnin
ajan
e Pito 57 °C:ssa 1,5-4 tunnin ajan

Toimenpidevaihe Reaktiotilavuus Lampdsyklilaitteen parametrit
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Ohjelman Kannen
nimi lampétila
Rikastetun kirjaston EL-PCR 100 °C 50 pl * 98 °C 30 s ajan
monistaminen ¢ 18 jaksoa:
* 98 °C 10 s ajan
* 60 °C 30 s ajan
e 72 °C 30 s ajan
e 72 °C 5 min ajan
e Pito 10 °C:ssa

Toimenpidevaihe Reaktiotilavuus Lampdsyklilaitteen parametrit

Ajotietojen syottaminen
TSO Comprehensive -ajo maaritetddn NextSeq 550Dx -laitteen Local Run Manager -ohjelmistossa. Katso
lisdtietoja Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU) Analysis Module -tyénkulkuoppaasta
(asiakirjanro 200008661).
Syo6té ajon ja ndytteen maaritystiedot suoraan TruSight Oncology Comprehensive -analyysimoduuliin.

Ajoparametrien maarittaminen

OO0 1 Kirjaudu Local Run Manageriin laitteesta tai verkkoon liitetysté tietokoneesta.

[0 2 Valitse Create Run (Luo ajo) ja sitten TSO Comp (EU).

0 3 Anna ajolle seuraavat kriteerit tayttadva nimi, jonka perusteella ajo tunnistetaan sekvensoinnin ja analyysin

aikana.

Merkkeja saa olla 1-40.
Kayta vain aakkosnumeerisia merkkeja, alaviivoja tai valiviivoja.
Ala- ja valiviivojen edella ja niiden jalkeen saa olla vain aakkosnumeerinen merkki.
Nimen on oltava yksil6llinen laitteen kaikissa ajoissa.

O 4 [Valinnainen] Lisaa seuraavat kriteerit tayttava ajon kuvaus ajon tunnistamisen helpottamiseksi.
Merkkeja saa olla 1-150.
Kayta vain aakkosnumeerisia merkkejé tai vélilyénteja.
Vililyéntien edella ja niiden jélkeen saa olla vain aakkosnumeerinen merkki.

Naytteiden maarittaminen ajoa varten
Maarita naytteet ajoa varten kayttamalla jompaakumpaa seuraavista vaihtoehdoista.

Enter Samples Manually (Sy6ta naytteet manuaalisesti) — Kayta Create Run (Luo ajo) -ndyton tyhjaa taulukkoa.

Import Samples (Tuo naytteet) — Siirry ulkoiseen tiedostoon, jossa arvot on erotettu toisistaan pilkulla (*.csv).
Create Run (Luo ajo) -naytdssa on saatavilla ladattava malli.

HUOMIO

& Naytteiden ja indeksialukkeiden véliset yhteensopimattomuudet johtavat virheellisen tuloksen
raportointiin positiivisen ndytteen tunnistuksen menetyksen vuoksi. Lisda naytetunnukset ja maarita
indeksit Local Run Managerissa, ennen kuin aloitat kirjaston valmistelemisen. Tallenna naytetunnukset,
indeksit seka levyn kuopan suunta viitteeksi kirjaston valmistelemisen aikana.

HUOMIO
& Esta tietojen menetys varmistamalla ennen ajon tallentamista, etté tietokannan asennus ei ole
kaynnissa.

Naytteiden sydttaminen manuaalisesti
00 1 Syoéta seuraavat kriteerit téyttéva ainutkertainen naytetunnus Sample ID (Naytetunnus) -kenttéaén. Ensin on
lisattava kaikki kontrollindytteet. Katso lisétietoja kohdasta Konftrollindytteet sivulla 7.
Merkkeja saa olla 1-25.
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6

Kayta vain aakkosnumeerisia merkkeja, alaviivoja tai valiviivoja.
Ala- ja valiviivojen edella ja niiden jalkeen saa olla vain aakkosnumeerinen merkki.

[0 2 [Valinnainen] Lisaa seuraavat kriteerit tayttava naytteen kuvaus Sample Description (Naytekuvaus) -kenttaan.
Merkkeja saa olla 1-50.
Kéytéa vain aakkosnumeerisia merkkeja, véliviivoja, alaviivoja tai valilyonteja
Vililyéntien ja ala- ja valiviivojen edella ja niiden jalkeen saa olla vain aakkosnumeerinen merkki.
0 3 Valitse indeksi naytteesta valmistetulle DNA - ja/tai RNA-kirjastolle.
Varmista, ettd RNA- ja DNA-naytteet ovat erillisissa sarakkeissa.
DNA i7+i5 Sequence (DNA i7+i5 -sekvenssi) -kenttd taytetdan automaattisesti, kun DNA Index ID (DNA-
indeksitunnus) on valittu. RNA i7+i5 Sequence (RNA i7+i5 -sekvenssi) -kentta taytetdén automaattisesti, kun
DNA Index ID (RNA-indeksitunnus) on valittu.
Katso tdman tiivistelman liséksi tietoja indeksitunnuksen valitsemisesta TruSight Oncology Comprehensive (EU)
-pakkausselosteesta (asiakirjanro 200007789).
Valitse DNA-naytekirjastolle ainutkertainen indeksitunnus (UPxx- tai CPxx-indeksit) avattavasta DNA Index
ID (DNA-indeksitunnus) -luettelosta.
Valitse RNA-naytekirjastolle ainutkertainen indeksitunnus (vain UPxx) avattavasta RNA Index ID (RNA-
indeksitunnus) -luettelosta.
Jos ajossa on yhteensa kolme kirjastoa, noudata TruSight Oncology Comprehensive (EU) -
pakkausselosteessa (asiakirjanro 200007789) annettuja indeksin valintaa koskevia ohjeita.
O 4 Maarita kullekin naytteelle kasvaintyyppi Tumor Type (Kasvaintyyppi) -kentassa valitsemalla tarkin valittavissa
oleva kasvaintyyppi. Katso kohta Kasvaintyypin valitseminen sivulla 7.
OO0 5 Maaritd Tumor Type (Kasvaintyyppi) -kentéssa kullekin kontrollille jokin seuraavista kontrollityypeista. Katso
kohta Kontrollindytteet sivulla 7.
DNA External Control (Ulkoinen DNA-kontrolli)
RNA External Control (Ulkoinen RNA-kontrolli)
DNA No-Template Control (Malliton DNA-kontrolli)
RNA No-Template Control (Malliton RNA-kontrolli)
Jos kaytdssa on Consumable Prefix DNA Control (Tarvikkeen etuliitteen DNA-kontrolli), kontrollityyppi on DNA
External Control (Ulkoinen DNA-kontrolli). Jos kdytdssa on Consumable Prefix RNA Control (Tarvikkeen
etuliitteen RNA-kontrolli), kontrollityyppi on RNA External Control (Ulkoinen RNA-kontrolli).
O 6 Maarita sukupuoli.
[0 7 [Valinnainen] Valitsemalla Export to CSV (Vie CSV-tiedostoon) voit vieda naytetiedot ulkoiseen tiedostoon.
[0 8 Tarkastele tietoja Create Run (Luo ajo) -naytdssa.
Virheelliset tiedot saattavat vaikuttaa tuloksiin.
0 9 Valitse Save Run (Tallenna ajo).
Naytteiden tuonti
OO0 1 Valitse Import CSV (Tuo CSV) ja selaa naytteen tietotiedoston kohtaan. Voit tuoda kahdentyyppisia tiedostoja.
Valitse Create Run (Luo ajo) -ndytosta Download CSV (Lataa CSV), jotta voit ladata uuden naytteen
tietolomakkeen. CSV-tiedosto sisaltda tuontia varten tarvittavat sarakeotsikot ja muodon. Syéta naytetiedot
kuhunkin ajon naytteiden sarakkeeseen. Lisda Tumor Type (Kasvaintyyppi) -sarakkeeseen kasvaintyypin
termi tai siihen liitetty koodi (katso Kasvaintyyppien lataaminen sivulla 1). Tumor Type (Kasvaintyyppi) -
kenttaa kaytetdan myos naytteiden maarittdmiseen kontrolleiksi (katso kohta Kontrollindytteet sivulla 7).
Kayta naytetietotiedostoa, joka vietiin TSO Comprehensive -analyysimoduulista Export to CSV (Vie CSV-
tiedostoon) -ominaisuuden avulla.
[0 2 Tarkastele tuotuja tietoja Create Run (Luo ajo) -naytdssa.
Virheelliset tiedot saattavat vaikuttaa tuloksiin.
[0 3 [Valinnainen] Valitsemalla Export to CSV (Vie CSV-tiedostoon) voit vieda naytetiedot ulkoiseen tiedostoon.
[0 4 Valitse Save Run (Tallenna ajo).
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Kontrollinaytteet

TSO Comprehensive edellyttaa paneelikontrollin kdyttéa. Naytteen maarittdminen kontrolliksi asettaa
sukupuolen automaattisesti tuntemattomaksi. Maarité nayte kontrolliksi valitsemalla jokin neljasta Tumor Type
(Kasvaintyyppi) -kentéan kontrollityypista: DNA External Control (Ulkoinen DNA-kontrolli) (positiivinen DNA-
kontrolli), DNA No-Template Control (Malliton DNA-kontrolli), RNA External Control (Ulkoinen RNA-kontrolli)
(positiivinen RNA-kontrolli) tai RNA No-Template Control (Malliton RNA-kontrolli). Katso lisatietoja
kasvaintyyppien maarittamisesté kaikentyyppisille néytteille ajon valmistelun aikana kohdasta Kasvaintyypin
valitseminen sivulla 7.

Ajossa voidaan méaarittaa vain yksi kutakin kontrollityyppia. DNA External Control (Ulkoinen DNA-kontrolli)- tai
DNA No-Template Control (Malliton DNA-kontrolli) -kontrollityypille voidaan maarittaa vain DNA-kirjasto. RNA
External Control (Ulkoinen RNA-kontrolli)- tai RNA No-Template Control (Malliton RNA-kontrolli) -
kontrollityypille voidaan maarittda vain RNA-kirjasto. Kirjastoja, jotka on maaritetty mallittomiksi DNA- tai RNA-
kontrollityypeiksi, ei lasketa mukaan ajon kirjastojen enimmaismaaraan.

Kasvaintyypin valitseminen

Kullekin naytteelle on maaritettava kasvaintyyppi. Kéytettdvissa olevat kasvaintyypit ovat, kontrollityyppeja
lukuun ottamatta, peraisin asennetusta tietokannasta (KB) ja ne voivat muuttua tietokannan paivitetyissa
versioissa.

HUOMIO

Kasvaintyypin virheellinen valinta voi aiheuttaa virheellisia tuloksia. Ratkaise kaikki kasvaintyypin
maarityksen aikana annettavat varoitukset, jotta analyysi ei epaonnistu.

Kasvaintyypin termit ovat osa tietokannan hierarkkista sairauden ontologiaa, joka on koostettu paa- ja
alisuhteiden mukaan. Esimerkiksi termi ei-pienisoluinen keuhkosy6pa on keuhkosyévén alitermi, silla ei-
pienisoluinen keuhkosydpa on keuhkosyévan tyyppi. Kuva 3 on esimerkki sairauden ontologiasta. Kiintea
kasvain on paatermi ja sen alitermeina nakyvat keuhko- ja kilpirauhassy6paan liittyvat termit (muut
kasvaintyypit eivat ole nakyvissa). Termi, joka yhdistyy paa- ja alisuhteiden kautta alempiin termeihin, on
paatermi. Yhdistetyt alemman tason termit ovat paatermin alitermeja. Keuhkosy6péa on esimerkiksi keuhkon
adenokarsinooman ja pienisoluisen keuhkosyévan paatermi, ja medullaarinen kilpirauhassy6pa on seka
kilpirauhassyodvan etta kiintean kasvaimen alitermi.
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Kuva 3 Esimerkki sairauden ontologiasta

Solid Tumor
Thyroid carcinoma Lung cancer
Medullary thyroid Non-small cell Malignant pleural Small cell
carcinoma lung cancer mesothelioma lung cancer
Papillary thyroid Nonsgquamous non-small
carcinoma cell lung cancer

|

Follicular thyroid

carcinoma

Adenocarcinoma
of lung
Hurthle cell carcinoma

of thyroid
Adenosqguamous
carcinoma of lung

Anaplastic thyroid
carcinoma

Large cell carcinoma
of lung

Sarcomatoid carcinoma
of lung

Potilasnaytteen valittu kasvaintyyppi vaikuttaa:

Siihen, miten naytetta arvioidaan laadkehoidon ja diagnostiikan yhdistavalla laitteella. Ainoastaan potilasnaytteet,
joiden kasvaintyyppi vastaa tarkalleen ladkehoidon ja diagnostiikan yhdistavan laitteen kayttétarkoitusta tai ovat
sen alimuoto, arvioidaan.
Siihen, mita kasvaimen profilointiversioita siséllytetddan TSO Comprehensive -raporttiin.

Seuraavissa ohjeissa kuvataan kasvaintyypin valintaa Create Run (Luo ajo) -naytdssa. Kasvaintyyppi voidaan

my6s maarittda tuomalla kasvaintyypin sisaltdva CSV-tiedosto (katso kohta Néyiteiden tuonti sivulla 6).

O 1 Voit nayttaa kaytettavissa olevat kasvaintyypit kaksoisnapsauttamalla nayterivin Tumor Type (Kasvaintyyppi) -

solua. Kaytettéavissa olevat kasvaintyypit naytetdan hierarkkisessa luettelossa aakkosjarjestyksessa.

Tumor Type (Kasvaintyyppi) -kenttda kaytetdan kontrollindytteiden kontrollityypin maarittamiseen (katso kohta
Kontrollindytteet sivulla 7).

[0 2 Etsija valitse haluamasi kasvaintyyppi luettelosta tai Tumor Type (Kasvaintyyppi) -ikkunan ylareunan
hakupalkista.

Protokollavaiheiden valmisteleminen

O 1 Puhdista tyéskentelyalueet huolellisesti RNaasin/DNaasin estoaineella.

HUOMIO
Kaikki tyénkulun toimenpiteet vaativat RNaasittoman/DNaasittoman ympariston.
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0 2 Maarita monistusta edeltavat lampdsyklilaitteen ohjelmat. Katso kohta Ladmpdsyklilaitteiden ohjelmointi sivulla 4.
0 3 Maarita sonikaattori noudattamalla valmistajan ohjeita.

00 4 Jos kasittelet vain DNA-naytteita, jatka suoraan kohtaan gDNA:n fragmentointi sivulla 12.

0 5 Poista RNA -kontrollit sailytyksesta.

[0 6 Poista reagenssiputket pakkauksesta ja noudata sulatusohjeita.

Taulukko 3 TruSight Oncology Comp RNA Library Prep (tuotenumero 20031127)

Reagenssi Sailytys Sulatusohjeet Protokollavaihe
EPH3 -25...-15°C Sulata huoneenlampétilaan. RNA:n denaturointi ja lampdkasittely
FSM -25...-15°C Sulata huoneenlampétilaan. Ensimmaisen cDNA-saikeen

syntetisointi

RVT -25...-15°C Sailyta jaissa. Ensimmaisen cDNA-saikeen
syntetisointi

SSM -25...-15°C Sulata huoneenlampétilaan. Toisen cDNA-séikeen syntetisointi

Taulukko 4 TruSight Oncology Comp Library Prep (Refrigerate) (tuotenumero 20031119)

Reagenssi Sailytys Sulatusohjeet Protokollavaihe

SPB 2-8 °C Sailytd huoneenlammaodssa 30 minuuttia. cDNA:n puhdistaminen
(vaaleanvihrea

etiketti)

RSB 2-8 °C Tuo huoneenlampdon. cDNA:n puhdistaminen

RNA:n denaturointi ja lampokasittely

Valmisteleminen
0 1 Valmistele seuraavat reagenssit.
EPH3 — Aseta sivuun.
FSM — Sekoita vorteksoimalla. Sentrifugoi lyhyesti ja sekoita sitten pipetoimalla. Tarkista saostumat. Jos
niitd nakyy, sekoita pipetoimalla, kunnes saostumat ovat liuenneet.
RVT — Sentrifugoi lyhyesti ja sekoita sitten pipetoimalla. Sailyta jaissa.

HUOMAUTUS RVT on viskoosinen liuos. Pipetoi aina hitaasti, jotta kuplia ei pddse muodostumaan.

O 2 Valmista FSM+RVT Master Mix -sekoite mikrosentrifugiputkeen yhdistdmalla seuraavat maarat.
Taulukko 5 FSM+RVT Master Mix -sekoite

Master Mix - u u x . x u " u
kemponentti 3 RNA-néytetta (ul) 8 RNA-néytetta (ul) 16 RNA-néaytetta (ul) 24 RNA-nédytetta (pl)
FSM 27 72 144 216

RVT 3 8 16 24

Taulukon madréat ovat hieman ylimitoittuja. Katso laskelmia varten TruSight Oncology Comprehensive (EU) -pakkasselosteen (asiakirjanumero 200007789)
reagenssien kasittelemistéd koskeva osio.
0 3 Sekoita pipetoimalla kymmenen kertaa.
0 4 Aseta FSM+RVT Master Mix -sekoite jaihin, kunnes olet kohdassa Ensimmdisen cDNA-sédikeen syntetisointi
sivulla 10.

Toimenpide
OO0 1 Sulata erotetut RNA-naytteet ja RNA-kontrollit jaissa.
Kasittele RNA-kontrolleja naytteina protokollan lopun ajan.
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Katso ohjeita naytteiden kvantifioimiseen TruSight Oncology Comprehensive (EU) -pakkausselosteesta
(asiakirjanro 200007789).

Sekoita jokainen RNA-néayte pipetoimalla 10 kertaa.

Kayta RNaasitonta/DNaasitonta vetta ja valmista 40 ng kutakin RNA-naytetta, jonka lopullinen tilavuus on 8,5 pl
(4,7 ng/pl).

Kayta RNA-kontrolleissa putken etiketissa ilmoitettua pitoisuutta.

Merkitse uuteen 96-kuoppaiseen PCR-levyyn merkintd CF (cDNA-frakmentit).

Lisaa 8,5 pl kutakin RNA-naytetta CF PCR -levyn yksil6lliseen kuoppaan.

Varmista, etta naytelevyn asettelu ja kunkin naytteen indeksit vastaavat Local Run Managerissa ajon valmistelun
aikana suunniteltua ajoa.

Sekoita EPH3 vorteksoimalla ja sentrifugoi sitten lyhyesti.

Lisaa 8,5 pl EPH3:a kuhunkin naytekuoppaan.

Aseta CF PCR -levyyn liimapintainen levyn sulkukansi.

é HUOMIO
Sulje reunat ja kuopat kokonaan haihtumisen estamiseksi.

0 10 Ravista nopeudella 1 200 kierrosta minuutissa 1 minuutin ajan.
0 11 Sentrifugoi arvolla 280 x g 1 minuutin ajan.
O 12 Aseta lampdsyklilaitteeseen ja suorita LQ-RNA-ohjelma.

Katso kohta Lampdsyklilaitteiden ohjelmointi sivulla 4.

O 13 Kun naytteiden lampétilana on 4 °C, sailyta niita yksi minuutti jatka sitten valittémasti seuraavaan vaiheeseen.

Ensimmaisen cDNA-saikeen syntetisointi

Toimenpide

oooood
oo hwwN =

O 00O
o N

Aloituspéivéméaara ja -aika
Poista CF PCR -levy lampdsyklilaitteesta.

Sekoita FSM+RVT master mix -sekoite pipetoimalla 5 kertaa.

Lisda 8 yl FSM+RVT master mix -sekoitetta jokaiseen naytekuoppaan.
Sekoita pipetoimalla 5 kertaa.

Havita jaljelle jadva FSM+RVT master mix -sekoite.

Aseta CF PCR -levyyn liimapintainen levyn sulkukansi.

Sulje reunat ja kuopat kokonaan haihtumisen estamiseksi.

Ravista nopeudella 1 200 kierrosta minuutissa 1 minuutin ajan.
Sentrifugoi arvolla 280 x g 1 minuutin ajan.

Aseta lamposyklilaitteeseen ja suorita 1stSS-ohjelma.

Katso kohta Lampdsyklilaitteiden ohjelmointi sivulla 4.

0 10 Kun naytteiden lampétilana on 4 °C, jatka valittdmasti seuraavaan vaiheeseen.

Ensimmaisen saikeen naytteita voidaan sailyttda 4 °C -lampétilassa enintdan 5 minuuttia.

Toisen cDNA-saikeen syntetisointi

10

Valmisteleminen

o1

Aloituspéivéméaara ja -aika
Valmistele seuraava reagenssi.
SSM — Sekoita kdantelemalla 10 kertaa. Sentrifugoi lyhyesti.

Toimenpide

o1

Poista CF PCR -levy lampdsyklilaitteesta.
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TruSight™ Oncology Comprehensive (EU) -laboratorioseurantalomake

Lisada 25 yl SSM:4a kuhunkin naytekuoppaan.

Aseta CF PCR -levyyn liimapintainen levyn sulkukansi.

Sulje reunat ja kuopat kokonaan haihtumisen estamiseksi.

Ravista nopeudella 1 200 kierrosta minuutissa 1 minuutin ajan.

Sentrifugoi arvolla 280 x g 1 minuutin ajan.

Aseta lamposyklilaitteeseen ja suorita 2ndSS-ohjelma.

Katso kohta Lampdsyklilaitteiden ohjelmointi sivulla 4.

Kun naytteiden lampétilana on 4 °C, sailyta niitd yksi minuutti jatka sitten valittémasti seuraavaan vaiheeseen.

cDNA:n puhdistaminen

Valmisteleminen

Aloituspéivamaara ja -aika

0 1 Valmistele seuraavat reagenssit.
SPB — Varmista, etté rakeet ovat huoneenlampétilassa 30 minuuttia.
RSB — Aseta sivuun toimenpiteen aikana kaytt6a varten.
00 2 Valmista uusi 80 %:n EtOH 15 ml:n tai 50 ml:n kartioputkeen.
Reagenssi 3 naytetta 8 naytetta 16 naytettd 24 naytetta
100 %:n etanolialkoholi, 2 ml 4 mi 8 ml 12 ml
puhdas
RNaasiton/DNaasiton vesi 500 pl 1ml 2mil 3ml
O 3 Sekoita vorteksoimalla uusi 80 %:n EtOH.
O 4 Merkitse uuteen 96-kuoppaiseen MIDI-levyyn merkintd BIND1 (cDNA:n sidonta).
0 5 Peita ja aseta sivuun.
[0 6 Aseta magneetti.
Toimenpide
Sidonta
O 1 Poista CF PCR -levy lampdsyklilaitteesta.
0 2 Suspensoi rakeet uudelleen vorteksoimalla SPB:tad 1 minuutin ajan.
0 3 Lisaa valittdmasti 90 pyl SPB:td kuhunkin BIND1 MIDI -levyn naytekuoppaan.
Jos annostelet SMB:ta kourulla, kerro tarvittava naytekohtainen materiaalimaéra kertoimella 1,05. Havita kaikki
jaljelle jaava materiaali, kun SPB:ta on lisatty kuhunkin naytekuoppaan.
0 4 Siirrd kunkin naytteen koko tilavuus (50 pl) CF PCR -levystéa BIND1 MIDI -levyn vastaavaan kuoppaan.
0 5 Havita tyhja CF PCR -levy.
[0 6 Aseta BIND1 MIDI -levyyn liimapintainen levyn sulkukansi.
Peita reunat ja kuopat kokonaan.
0 7 Ravista nopeudella 1 800 kierrosta minuutissa 2 minuutin ajan.
O 8 Inkuboi huoneenlammésséa 5 minuuttia.
0 9 Aseta BIND1 MIDI -levy magneettiselle jalustalle 5 minuutin ajaksi.
[0 10 Poista ja havita kaikki supernatantti kustakin naytekuopasta P200-pipetilla, jonka arvoksi on asetettu 200 pl,

koskematta rakeeseen.
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Peseminen
[0 1 Pese rakeet seuraavasti.

[0 a Pida magneettisella jalustalla ja lisda 200 pl uutta 80 %:n EtOH:ta kuhunkin kuoppaan.
0 b Odota 30 sekuntia.
0 ¢ Poista ja havita kaikki supernatantti kustakin kuopasta.

[0 2 Pese rakeet toisen kerran.

0 3 Poista EtOH-jaaméat kustakin kuopasta.
Kayta ohutkarkistéa P20-pipettia.

[0 4 Havita kayttamatén 80 %:n EtOH.

Eluointi
0 1 Irrota BIND1 MIDI -levy magneettisesta jalustasta.
0 2 Sekoita RSB kaantamalla tai vorteksoimalla.
[0 3 Lisaa 22 pyl RSB:ta kuhunkin naytekuoppaan.
0 4 Aseta BIND1 MIDI -levyyn liimapintainen levyn sulkukansi.

Peita reunat ja kuopat kokonaan.

[0 5 Ravista nopeudella 1 800 kierrosta minuutissa 2 minuutin ajan.
0 6 Inkuboi huoneenlammaésséa 2 minuuttia.
OO0 7 Aseta magneettiselle jalustalle 2 minuutin ajaksi.
O 8 Merkitse uuteen 96-kuoppaiseen MIDI-levyyn merkintd PCF (puhdistetut cDNA-frakmentit).
Jos pysaytat kohdan TURVALLINEN PYSAYTYSKOHTA sivulla 12 mukaisessa kohdassa, kaytd PCR-levya.
[0 9 Siirrd kustakin BIND1 MIDI -levyn néaytekuopasta 20 pl eluaattia PCF-levyn vastaavaan kuoppaan.
OO0 10 Havita tyhja BIND1 MIDI -levy.
0 11 Lisaa 30 pl RSB:ta kuhunkin PCF-levyn naytekuoppaan.
[0 12 Sekoita pipetoimalla 10 kertaa.
O 13 Aseta PCF-levyyn liimapintainen levyn sulkukansi ja sailyta jaissa.
O 14 Palauta EPH3, FSM, RVT ja SSM sailytykseen.
[0 15 Jos kasittelet vain RNA:sta (cDNA) johdettuja naytteita ja et pysahdy turvalliseen pysaytyskohtaan, jatka kohtaan

Péiden korjauksen ja A-hdnndnmuodostuksen suorittaminen sivulla 15.

TURVALLINEN PYSAYTYSKOHTA

Jos pysaytat, sentrifugoi PCF PCR -levya arvolla 280 x g 1 minuutin ajan ja séilyta -25 °C:n ja -15 °C:n valilla
enintdan 7 vuorokautta.

Lopetuspéivimaéra ja -aika

Protokollavaiheiden valmisteleminen

0 1 Poista DNA -kontrollit sailytyksesta.
[0 2 Poista reagenssiputki pakkauksesta ja noudata sulatusohjeita.

Taulukko 6 TruSight Oncology Comp Library Prep (Refrigerate) (tuotenumero 20031119)
Reagenssi Sailytys Sulatusohjeet Protokollavaihe

TEB 2-8 °C Tuo huoneenlampddn. gDNA:n fragmentointi

gDNA:n fragmentointi

Valmisteleminen
Aloituspaivamaara ja -aika
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0 1 Muista noudattaa TruSight Oncology Comprehensive (EU) -pakkausselosteen (asiakirjanro 200007789)
naytteiden kvantifioimista koskevia suosituksia.
[0 2 Valmistele seuraava reagenssi.
TEB — Sekoita kdantamalla tai vorteksoimalla.

Toimenpide

Levyn valmisteleminen
0 1 Valmistele levy jollakin seuraavista kolmesta tavasta.
Vaihtoehto 1: Kasittele gDNA-nédytteet samanaikaisesti cDNA-naytteiden kanssa PCF MIDI -levyssa.

O a Merkitse PCF MIDI -levyyn merkinta LP (kirjaston valmisteleminen).
OO0 b Aseta jaihin ja aseta sivuun kohdan Frakmentoidun DNA:n siirtdminen sivulla 14 mukaista kaytt6a
varten.

Vaihtoehto 2: Kasittele gDNA-néytteet samanaikaisesti cDNA-naytteiden kanssa. PCF PCR -levy on
jaadytetty.

Sulata PCF PCR -levy huoneenlampétilaan.

Sentrifugoi arvolla 280 x g 1 minuutin ajan.

Sekoita pipetoimalla 10 kertaa.

Merkitse uuteen 96-kuoppaiseen MIDI-levyyn merkintad LP (kirjaston valmisteleminen).

Siirrd kunkin naytteen koko 50 yl PCF PCR -levysta LP MIDI -levyn vastaavaan kuoppaan.
Havita tyhja PCF PCR -levy.

Aseta liimapintainen levyn sulkukansi ja pida jaissa kohtaan Frakmentoidun DNA:n siirtdminen
sivulla 14 asti.

oooooOooao
@ "0 Q00T

Vaihtoehto 3: Kasittele vain gDNA-naytteet.

OO0 a Merkitse uuteen 96-kuoppaiseen MIDI-levyyn merkintad LP (kirjaston valmisteleminen).

[0 b Jos pysaytat kohdan TURVALLINEN PYSAYTYSKOHTA sivulla 14 mukaisessa kohdassa, kayta
PCR -levya.

0 c Peita ja aseta sivuun kohdan Frakmentoidun DNA:n siirtdminen sivulla 14 mukaista kaytt6a
varten.

gDNA:n laimentaminen

0 1 Sulata gDNA-néaytteet ja DNA -kontrollit huoneenlampétilassa.
Kasittele DNA-kontrolleja naytteina protokollan lopun ajan.

OO0 2 Sekoita jokainen gDNA-nayte pipetoimalla 10 kertaa.

0 3 Keréaé pisarat sentrifugoimalla putki lyhyesti.

0 4 Sekoita TEB vorteksoimalla tai kdantamalla.

0O 5 Kayta TEB:ia ja valmista 40 ng kutakin gDNA-naytetta, jonka lopullinen tilavuus on 52 pl (0,77 ng/pl).
Maéritys edellyttaa erotuksen 3,33 ng/pl:n vdhimmaispitoisuutta, jotta TEB:in 52 pl:n tilavuudesta saadaan
vahintdan 40 pl. Kaytd DNA-kontrolleissa putken etiketissa ilmoitettua pitoisuutta. Jotta ndytteen menetys
voidaan esta3, ala pipetoi laimennukseen alle 2 pl:n naytetta.

Fragmentointi
0 1 Lisaa 52 pl kutakin gDNA-néytetta sonikaattorin putken erilliseen kuoppaan.
[0 2 Tallenna sarjan suunta.
O 3 Fragmentoi gDNA frakmentteihin sonikaattorilla.
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Frakmentoidun DNA:n siirtdminen

OO0 1 Varmista, ettd naytelevyn asettelu ja kunkin naytteen indeksit vastaavat Local Run Managerissa ajon valmistelun
aikana suunniteltua ajoa.

OO0 2 Palauta ndyte noudattamalla sonikaattorin valmistajan ohjeita.
Joissakin sonikaattorin putkityypeissa voidaan tarvita sentrifugointi, jotta ndyte saadaan yhdistettya putkeen.

[0 3 Siirra jokaisesta fragmentoidusta gDNA-naytteesta ohutkarkisella p20-pipetilla 3 kertaa 16,7 pyl LP MIDI -levyn
tyhjaan kuoppaan.

[0 4 Aseta LP MIDI -levyyn liimapintainen levyn sulkukansi.

TURVALLINEN PYSAYTYSKOHTA

Jos pysaytéat, aseta LP PCR -levyyn liimapintainen levyn sulkukansi ja sentrifugoi arvolla 280 x g 1 minuutin
ajan. Sailyta -25 °C... -15 °C -lampédtilassa enintdén 7 vuorokautta.

Lopetuspaivaméaara ja -aika

Protokollavaiheiden valmisteleminen

14

0 1 Valmistele jaaastia.
[0 2 Poista reagenssiputki pakkauksesta ja noudata sulatusohjeita.

Taulukko 7 TruSight Oncology Comp Library Prep (Freeze) Box (tuotenumero 20031118)

Reagenssi Sailytys Sulatusohjeet Protokollavaihe

ERA1-A -25...-15°C Sailyta jaissa. Péiden korjauksen ja A-
ha&nn&dnmuodostuksen suorittaminen

ERA1-B -25...-15°C Sulata huoneenlampétilaan. Paiden korjauksen ja A-
hanndnmuodostuksen suorittaminen

ALB1 -25...-15°C Sulata huoneenlampatilaan. Sovitinten ligaatio

LIG3 -25...-15°C Sailyta jaissa. Sovitinten ligaatio

SUAT1 (sininen -25...-15°C Sulata huoneenlampatilaan. Sovitinten ligaatio

korkki)

UMI (valkoinen -25...-15°C Sulata huoneenlampétilaan. Sovitinten ligaatio

korkki)

STL -25...-15°C Sulata huoneenlampétilaan. Sovitinten ligaatio

EPM -25...-15°C Sailyta jaissa. PCR:n indeksointi

Taulukko 8 TruSight Oncology Comp Library Prep (Refrigerate) Box (tuotenumero 20031119)

Reagenssi Sailytys Sulatusohjeet Protokollavaihe

SPB 2-8°C Sailyta huoneenlammdssa 30 minuuttia. Ligaation puhdistaminen
(vaaleanvihrea

etiketti)

RSB 2-8 °C Tuo huoneenlampoon. Ligaation puhdistaminen

Taulukko 9 TruSight Oncology Comp UP Index Primers Box (osanumero 20031120)
Reagenssi Séilytys Sulatusohjeet Protokollavaihe

UPxx -25...-15°C Sulata sopivat indeksialukeputket PCR:n indeksointi
huoneenlampétilaan.

Taulukko 10 TruSight Oncology Comp CP Index Primers Box (tuotenumero 20031126)
Reagenssi Sailytys Sulatusohjeet Protokollavaihe

CPxx -25...-15°C Sulata sopivat indeksialukeputket PCR:n indeksointi
huoneenlampétilaan.
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Paiden korjauksen ja A-hannanmuodostuksen suorittaminen

Valmisteleminen

01

Aloituspéivamaara ja -aika
Esilammitéd 2 mikronaytteen inkubaattoria MIDI-ldampdlohkon inserteilla seuraavasti.
Esilammita mikron&ytteen inkubaattori 30 °C -lampétilaan.
Esilammita mikron&ytteen inkubaattori 72 °C -lampétilaan.

[0 2 Valmistele seuraavat reagenssit.

ERA1-A — Sentrifugoi lyhyesti ja sekoita sitten pipetoimalla. Sailyta jaissa.
ERA1-B — Sekoita vorteksoimalla ja sentrifugoi sitten lyhyesti. Tarkista saostumat. Jos niitd nékyy, lammita
putki 37 °C -lampétilaan. Sekoita sitten pipetoimalla, kunnes saostumat ovat liuenneet.

[0 3 Valmista ERA1 master mix -sekoite mikrosentrifugiputkessa.
Taulukko 11 ERA1 Master Mix -sekoite

Master Mix -komponentti 3 kirjastoa 8 kirjastoa 16 kirjastoa 24 kirjastoa 48 kirjastoa
ERA1-B 26 ul 69 ul 138 pl 207 pl 415 pl
ERA1-A 10 pl 27 ul 54 ul 81 pl 161 pl

Taulukon madaréat ovat hieman ylimitoittuja. Katso laskelmia varten TruSight Oncology Comprehensive (EU) -pakkasselosteen (asiakirjanumero 200007789)

reagenssien kasittelemistéd koskeva osio.
O 4 Sekoita pipetoimalla hitaasti 10 kertaa, sentrifugoi lyhyesti ja aseta sitten ERA1 master mix -sekoite jaihin.
0 5 Valmistele levy toisella seuraavista tavoista.

O

ooonOono
® 00 oo

O

Vaihtoehto 1: Naytteet ovat MIDI-levyssa.

a Merkitse MIDI-levyyn uudelleen merkinta LP2 (kirjaston valmisteleminen 2).
Jos jotkin naytteet ovat erillisissa MIDI -levyissa, siirra kaikki naytteet saman MIDI-levyn erillisiin kuoppiin
levyasettelun mukaan.

Vaihtoehto 2: Levy on jaadytetty.

Sulata PCF PCR -levy tai LP PCR -levy huoneenlampétilaan.

Sentrifugoi levya arvolla 280 x g 1 minuutin ajan.

Sekoita pipetoimalla 10 kertaa.

Merkitse uuteen 96-kuoppaiseen MIDI-levyyn merkintd LP2 (kirjaston valmisteleminen 2).

Siirrd kunkin naytteen kaikki 50 pl PCF PCR -levysta tai LP PCR -levysta LP2 MIDI -levyn vastaavaan
kuoppaan.

f Havita PCF PCR- tai LP PCR -levy.

Toimenpide

1
2
3

Ooood

Oo0O0O
3

Lisda 10 yl ERA1 master mix -sekoitetta kuhunkin LP2 MIDI -levyn naytekuoppaan.

Havita jaljelle jaava ERA1 master mix -sekoite.

Aseta LP2 MIDI -levyyn liimapintainen levyn sulkukansi.

Sulje reunat ja kuopat kokonaan haihtumisen estamiseksi.

Ravista nopeudella 1 800 kierrosta minuutissa 2 minuutin ajan.

Inkuboi 30 °C -lampétilaan esilammitetyssa mikrondytteen inkubaattorissa 30 minuuttia.

Siirra vélittdmasti toiseen esilammitettyyn mikronéytteen inkubaattoriin ja inkuboi 72 °C -lampétilassa 20
minuuttia.

Aseta LP2 MIDI -levy jaihin 5 minuutiksi.
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Sovitinten ligaatio

Tassé prosessissa sovittimet liitetddan cDNA- ja/tai gDNA-fragmenttien paihin.
TSO Comprehensive -maéritys sisaltdd SUA1- ja UMI-sovittimet.

Kayta SUA1-sovittimia RNA -naytteissa.
Kayta UMI-sovittimia DNA-naytteissa.

Valmisteleminen

Aloituspéivdméaara ja -aika

OO0 1 Valmistele seuraavat reagenssit.

Ooooo

O

OooooOood

O

ALB1 — Sekoita vahintaan 10 sekuntia vorteksoimalla ja sentrifugoi sitten lyhyesti.
LIG3 — Sentrifugoi lyhyesti ja sekoita sitten pipetoimalla. Sailyta jaissa.

SUA1 — Sekoita vahintaan 10 sekuntia vorteksoimalla ja sentrifugoi sitten lyhyesti.
UMI — Sekoita vahintaan 10 sekuntia vorteksoimalla ja sentrifugoi sitten lyhyesti.

STL — Aseta sivuun toimenpiteen aikana kaytt6a varten.

Toimenpide

1 Poista LP2 MIDI -levy jaista.

2 Lisaa 60 pl ALB1:ta jokaiseen LP2 MIDI -levyn naytekuoppaan pipetoimalla hitaasti.
3 Lisaa 5 pl LIG3:a kuhunkin ndytekuoppaan.

4 Liséa sovittimet.

Al4 yhdista erityyppisia sovittimia.

RNA-naytekuopat—10 pyl SUA1:t4 (sininen korkki) jokaiseen RNA:sta peréisin olevaan naytteeseen.
DNA-naytekuopat—10 pl UMI:a (valkoinen korkki) jokaiseen DNA:sta perdisin olevaan naytteeseen.

5 Aseta LP2 MIDI -levyyn liimapintainen levyn sulkukansi.
Peita reunat ja kuopat kokonaan.
6 Ravista nopeudella 1 800 kierrosta minuutissa 2 minuutin ajan.
7 Inkuboi huoneenlamméssé 30 minuuttia.
8 Sekoita STL vorteksoimalla ja sentrifugoi sitten lyhyesti.
9 Lisaa 5 pl STL:44 kuhunkin LP2 MIDI -levyn naytekuoppaan.
10 Aseta LP2 MIDI -levyyn liimapintainen levyn sulkukansi.
Sulje reunat ja kuopat kokonaan haihtumisen estamiseksi.
11 Ravista nopeudella 1 800 kierrosta minuutissa 2 minuutin ajan.

Ligaation puhdistaminen

16

O

O

O

Valmisteleminen
Aloituspéivéméaara ja -aika
1 Valmistele seuraavat reagenssit.
SPB — Varmista, etta rakeet ovat huoneenlampétilassa 30 minuuttia.
RSB — Aseta sivuun toimenpiteen aikana kaytt6a varten.

2 Valmista uusi 80 %:n EtOH 15 ml:n tai 50 ml:n kartioputkeen.
Reagenssi 3 kirjastoa 8 kirjastoa 16 kirjastoa 24 kirjastoa
100 %:n etanolialkoholi, 2 ml 4 mi 8 ml 12 ml
puhdas
RNaasiton/DNaasiton vesi 500 pl 1ml 2 mi 3mil

3 Sekoita vorteksoimalla uusi 80 %:n EtOH.

Asiakirjanro 200009022 vO2 FIN
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[0 4 Aseta magneetti.
Toimenpide

Sidonta
0 1 Suspensoi rakeet uudelleen vorteksoimalla SPB:tad 1 minuutin ajan.
[0 2 Lisaa valittdmasti 112 pl SPB:ta kuhunkin LP2 MIDI -levyn néytekuoppaan.

Jos annostelet SMB:ta kourulla, kerro tarvittava naytekohtainen materiaalimaéra kertoimella 1,05. Havita kaikki

jaljelle jaava materiaali, kun SPB:ta on lisatty kuhunkin naytekuoppaan.
[0 3 Aseta LP2 MIDI -levyyn liimapintainen levyn sulkukansi.
Peita reunat ja kuopat kokonaan.
[0 4 Ravista nopeudella 1 800 kierrosta minuutissa 2 minuutin ajan.
O 5 Inkuboi huoneenlammésséa 5 minuuttia.
0 6 Aseta LP2 MIDI -levy magneettiselle jalustalle 10 minuutin ajaksi.

[0 7 Poista ja havita kaikki supernatantti kustakin naytekuopasta P200-pipetilla, jonka arvoksi on asetettu 200 pl,

koskematta rakeeseen.

Peseminen
[0 1 Pese rakeet seuraavasti.

O a Pida magneettisella jalustalla ja lisda 200 pl uutta 80 %:n EtOH:ta kuhunkin naytekuoppaan.
O b Odota 30 sekuntia.
O ¢ Poista ja havitéa kaikki supernatantti kustakin kuopasta koskematta rakeeseen.

0 2 Pese rakeet toisen kerran.

[0 3 Poista EtOH-jaamat kustakin kuopasta.
Kéyta ohutkarkista P20-pipettia.

[0 4 Havita kayttamatén 80 %:n EtOH.

Eluointi
0 1 lIrrota LP2 MIDI -levy magneettisesta jalustasta.
0 2 Sekoita RSB kaantamalla tai vorteksoimalla.
[0 3 Lisaa 27,5 pl RSB:ta kuhunkin naytekuoppaan.
0 4 Aseta LP2 MIDI -levyyn liimapintainen levyn sulkukansi.

Peité reunat ja kuopat kokonaan.

O 5 Ravista nopeudella 1 800 kierrosta minuutissa 2 minuutin ajan.

O 6 Inkuboi huoneenlammdéssa 2 minuuttia.

OO0 7 Aseta magneettiselle jalustalle 2 minuutin ajaksi.

O 8 Merkitse uuteen 96-kuoppaiseen PCR-levyyn merkinta LS (kirjastonaytteet).

0 9 Siirrd LP2 MIDI -levysta 25 pl kutakin elutaattia LS PCR -levyn vastaavaan kuoppaan.
O 10 Havita tyhja LP2 MIDI -levy.

O 11 Aseta LS PCR -levyyn liimapintainen levyn sulkukansi.

PCR:n indeksointi

Valmisteleminen
Aloituspaivamaara ja -aika
0 1 Valmistele seuraavat reagenssit.
EPM — Sailyta jaissa.
UPxx — Sekoita vorteksoimalla ja sentrifugoi lyhyesti. UPxx on indeksialuke, joka valitaan Local Run
Manager -ohjelmiston Create Run (Luo ajo) -ndytdssé ajon valmistelun aikana.
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CPxx — Sekoita vorteksoimalla ja sentrifugoi lyhyesti. CPxx on indeksialuke, joka valitaan Local Run
Manager -ohjelmiston Create Run (Luo ajo) -ndytdssé ajon valmistelun aikana.
[0 2 Varmista, ettd kunkin naytteen indeksit vastaavat Local Run Managerissa ajon valmistelun aikana suunniteltua
ajoa. Muista noudattaa TruSight Oncology Comprehensive (EU) -pakkausselosteen (asiakirjanro 200007789)
indeksin valintaa koskevia ohjeita.

HUOMIO
& Naytteiden ja indeksialukkeiden véliset yhteensopimattomuudet johtavat virheellisen tuloksen
raportointiin positiivisen naytteen tunnistuksen menetyksen vuoksi.

Toimenpide
[0 1 Lisaa 5 pl sopivaa indeksialuketta (UPxx tai CPxx) LS PCR -levyn vastaavaan naytekuoppaan Local Run
Manager -ohjelmiston Create Run (Luo ajo) -naytéssa ajon valmistelun aikana valittujen indeksien mukaisesti.

HUOMIO
& Kasittele ja avaa vain yksi indeksialukeputki kerrallaan. Aseta valittdémasti kunkin indeksiputken
korkki takaisin paikoilleen kaytén jalkeen. Ala yhdistele indeksialukkeita.

2 Sekoita EPM vorteksoimalla 5 sekunnin ajan ja sentrifugoi sitten lyhyesti.
Lisaa 20 yl EPM:4a kuhunkin naytekuoppaan.
4 Aseta LS PCR -levyyn liimapintainen levyn sulkukansi.
Sulje reunat ja kuopat kokonaan haihtumisen estamiseksi.
0 5 Ravista nopeudella 1 200 kierrosta minuutissa 1 minuutin ajan.
[0 6 Palauta monistusta edeltévat reagenssit sailytykseen.

Ooood
w

HUOMIO

Suorita kaikki seuraavat vaiheet monistuksen jalkeiselld alueella, jotta monistetun tuotteen
siityminen voidaan estaa.

O 7 Sentrifugoi LS PCR -levya arvolla 280 x g 1 minuutin ajan.
[0 8 Aseta esiohjelmoituun monistuksen jalkeiseen lamposyklilaitteeseen ja suorita I-PCR-ohjelma.
Katso kohta L&dmpdsyklilaitteiden ohjelmointi sivulla 4.

HUOMAUTUS Jos jatkat kohdan Ensimmadisen hybridisaation maéritys sivulla 19 mukaisesti, noudata
Protokollavaiheiden valmisteleminen -kohdan sulatusta koskevia ohjeita.

O 9 Kun I-PCR-ohjelma on suoritettu, sentrifugoi LS PCR -levya arvolla 280 x g 1 minuutin ajan.
[0 10 Merkitse levyyn uudelleen merkinta ALS (monistetut kirjastonaytteet).
TURVALLINEN PYSAYTYSKOHTA

Jos pysaytat, sailytd ALS PCR -levya -25...-15 °C -lampdétilassa enintdan 30 vuorokautta.
Lopetuspéivimaara ja -aika

Protokollavaiheiden valmisteleminen

[0 1 Varmista, ettd monistuksen jalkeiset lampdsyklilaitteen ohjelmat on méaaritetty. Katso kohta Lampdsyklilaitieiden
ohjelmointi sivulla 4.
0 2 Poista reagenssiputki pakkauksesta ja noudata sulatusohjeita.

Taulukko 12 TruSight Oncology Comp Enrichment (Refrigerate) Box (tuotenumero 20031123)
Reagenssi Sailytys Sulatusohjeet Protokollavaihe

TCB1 2-8°C Tuo huoneenldampddn. Ensimmaisen hybridisaation méaaritys
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Taulukko 13 TruSight Oncology Comp Enrichment (Freeze) Box (tuotenumero 20031121)

Reagenssi Sailytys Sulatusohjeet Protokollavaihe

TCA1 -25...-15°C Sulata huoneenlampétilaan. Ensimmaisen hybridisaation méaaritys

Taulukko 14 TruSight Oncology Comp Content Set Box (tuotenumero 20031122)

Reagenssi Séilytys Sulatusohjeet Protokollavaihe

OPR1 (punainen -25...-15°C Sulata huoneenlampétilaan. Ensimmaisen hybridisaation maaritys
korkki)

OPD2 (valkoinen -25...-15°C Sulata huoneenlampétilaan. Ensimmaisen hybridisaation méaaritys
korkki)

Ensimmaisen hybridisaation maaritys

Valmisteleminen

o1

0 2 Jos ALS PCR -levya on séilytetty, sulata huoneenlampétilaan ja sentrifugoi arvolla 280 x g 1 minuutin ajan.

a3

Aloituspéivéméara ja -aika
Valmistele seuraavat reagenssit.

TCB1— Lammita putkea 37 °C -lampétilassa 5 minuuttia. Sekoita vorteksoimalla 10 sekunnin ajan ja

sentrifugoi sitten lyhyesti.

TCA1 — Sekoita vorteksoimalla ja sentrifugoi sitten lyhyesti.
OPR1 — Sekoita vorteksoimalla ja sentrifugoi sitten lyhyesti.
OPD2 — Sekoita vorteksoimalla ja sentrifugoi sitten lyhyesti.

Sekoita sitten pipetoimalla.
Merkitse uuteen 96-kuoppaiseen PCR-levyyn merkintd HYB1 (hybridisaatio 1).

Toimenpide

01
a2

Oono
o

O 00O

Huhtikuu 2022

Siirra kustakin ALS PCR -levyn cDNA- ja/tai gDNA-kirjastosta 20 yl HYB1 PCR -levyn vastaavaan kuoppaan.

Aseta ALS PCR -levyyn liimapintainen levyn sulkukansi ja aseta se sivuun.
Peita reunat ja kuopat kokonaan.
Tarkista TCB1:n saostumat. Jos niitd nakyy, lammita putki uudelleen ja vorteksoi putkea, kunnes kiteet
liukenevat.
Liséda 15 pyl TCB1:ta kuhunkin HYB1 PCR -levyn kirjastokuoppaan.
Lisda 10 pl TCA1:t4 kuhunkin HYB1 PCR -levyn kirjastokuoppaan.
Lisaa anturit.
Al yhdista erityyppisia antureita.
RNA-kirjastokuopat— 5 pl OPR1:ta jokaiseen RNA:sta peréisin olevaan kirjastoon.
DNA-kirjastokuopat— 5 pl OPD2:ta jokaiseen DNA:sta peraisin olevaan kirjastoon.
Aseta HYB1 PCR -levyyn liimapintainen levyn sulkukansi.

HUOMIO
Sulje reunat ja kuopat kokonaan haihtumisen estamiseksi.

Ravista nopeudella 1 200 kierrosta minuutissa 2 minuutin ajan.
Aseta lampdsyklilaitteeseen ja suorita HYB1-ohjelma.
Katso kohta Lampdsyklilaitteiden ohjelmointi sivulla 4.

10 Hybridisoi 57 °C -lampétilassa vahintdén 8 ja enintdan 24 tunnin ajan.
11 Palauta hybridisaation reagenssit sailytykseen.
12 Sailyta ALS PCR -levyé -25 °C:n ja -15 °C:n valilla enintdan 30 paivaa.
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Protokollavaiheiden valmisteleminen
0 1 Poista toisen péivan alussa reagenssiputki pakkauksesta ja noudata sulatusohijeita.
Taulukko 15 TruSight Oncology Comp Enrichment (Refrigerate) Box (tuotenumero 20031123)

Reagenssi Sailytys Sulatusohjeet Protokollavaihe

SMB 2-8 °C Sailyta huoneenlammdssa 30 minuuttia. Kohteiden 1 kaappaaminen
(tummansininen Kohteiden 2 kaappaminen
etiketti)

ET2 2-8 °C Tuo huoneenlampddn. Kohteiden 1 kaappaaminen

Kohteiden 2 kaappaminen

HP3 2-8 °C Tuo huoneenlampdon. Kohteiden 1 kaappaaminen
Kohteiden 2 kaappaminen
Kirjastojen normalisointi

TCBA1 2-8 °C Tuo huoneenlampddn. Toisen hybridisaation maarittaminen
RSB 2-8 °C Tuo huoneenlampdon. Kohteiden 2 kaappaminen
Monistetun rikastetun kirjaston
puhdistaminen
Taulukko 16 TruSight Oncology Comp Enrichment (Freeze) Box (tuotenumero 20031121)
Reagenssi Sailytys Sulatusohjeet Protokollavaihe

EE2 -25...-15°C Sulata huoneenlampatilaan. Kohteiden 1 kaappaaminen
Kohteiden 2 kaappaminen
Kirjastojen normalisointi

EEW -25...-15°C Sulata huoneenlampétilaan. Kohteiden 1 kaappaaminen

TCA1 -25...-15°C Sulata huoneenlampétilaan. Toisen hybridisaation maarittdminen

Taulukko 17 TruSight Oncology Comp Content Set Box (tuotenumero 20031122)

Reagenssi Séilytys Sulatusohjeet Protokollavaihe

OPR1 (punainen -25...-15°C Sulata huoneenlampétilaan. Toisen hybridisaation maarittdminen
korkki)

OPD2 (valkoinen -25...-15°C Sulata huoneenlampétilaan. Toisen hybridisaation maarittaminen
korkki)

Kohteiden 1 kaappaaminen

Valmisteleminen
Aloituspéivéméaara ja -aika

0 1 Esilammita mikronaytteen inkubaattori MIDI-lampdlohkon insertilla 57 °C -lampdétilaan.
0 2 Valmistele seuraavat reagenssit.

EEW — Sekoita vorteksoimalla 1 minuutin ajan.

EE2 — Sekoita vorteksoimalla ja sentrifugoi sitten lyhyesti.

HP3 — Sekoita vorteksoimalla ja sentrifugoi sitten lyhyesti.

SMB — Varmista, etta rakeet ovat huoneenlampétilassa 30 minuuttia.

Muista kayttaa toimenpiteessaSMB:t4, ei SPB:ta.

ET2 — Aseta sivuun toimenpiteen aikana kaytt6a varten.

[0 3 Valmista uusi EE2+HP3 Elution Mix -sekoite mikrosentrifugin putkessa.
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Taulukko 18 EE2+HP3 Elution Mix -sekoite kohteiden 1 kaappaamiseen

Elution Mix -komponentti 3 kirjastoa 8 kirjastoa 16 kirjastoa 24 kirjastoa 48 kirjastoa
EE2 85,5 pl 228 ul 456 pl 684 pl 1368 pl
HP3 4,5 pl 12 pl 24 pl 36 pl 72 pl

Taulukon maaréat ovat hieman ylimitoittuja. Katso laskelmia varten TruSight Oncology Comprehensive (EU) -pakkasselosteen (asiakirjanumero 200007789)
reagenssien kasittelemistéd koskeva osio.

0 4 Vorteksoi EE2+HP3 elution mix -sekoite ja sentrifugoi sitten lyhyesti. Aseta sivuun Eluointi-vaihetta varten.

O 5 Merkitse uusi 96-kuoppainen MIDI-levy merkinnalla CAP1 (kaappaus 1).

0 6 Aseta magneetti.

Toimenpide
Sidonta
0 1 Poista HYB1 PCR -levy lampésyklilaitteesta.
O 2 Sentrifugoi HYB1 PCR -levya arvolla 280 x g 1 minuutin ajan.
0 3 Suspensoi rakeet uudelleen vorteksoimalla SMB:ta 1 minuutin ajan.
[0 4 Lisaa valittdmasti 150 pl SMB:ta kuhunkin CAP1 MIDI -levyn kirjastokuoppaan.

Jos annostelet SMB:ta kourulla, kerro tarvittava naytekohtainen materiaalimaéara kertoimella 1,15. Havita kaikki
jaljelle jadva materiaali, kun SMB:ta on lisétty kaikkiin naytekuoppiin.
Aseta pipetin arvoksi 50 pl ja siirra HYB1 PCR -levyn kustakin kirjastosta koko tilavuus CAP1 MIDI -levyn
vastaavaan kuoppaan.
6 Havita tyhja HYB1 PCR -levy.
7 Aseta CAP1 MIDI -levyyn liimapintainen levyn sulkukansi.
Sulje reunat ja kuopat kokonaan haihtumisen estamiseksi.
8 Ravista nopeudella 1 800 kierrosta minuutissa 2 minuutin ajan.
9 Inkuboi 57 °C:n lampétilaan esilammitetyssa mikronaytteen inkubaattorissa 25 minuutin ajan.
10 Aseta magneettiselle jalustalle 2 minuutin ajaksi.
11 Pida CAP1 MID -levy magneettisessa jalustassa ja poista sek& havita kaikki supernatantti P200 pl -pipetill3,
jonka arvoksi on asetettu 200 ul, koskematta rakeeseen.

oo O
3

Oooood

HUOMIO
Siirry valittdmasti seuraavaan (Peseminen)-vaiheeseen. Ala anna rakeen olla pitk&an ilman nestetta.

Peseminen
[0 1 Pese rakeet seuraavasti.

O a Irrota CAP1 MIDI -levy magneettisesta jalustasta.

0 b Lisaa 200 pyl EEW:ta kuhunkin kuoppaan.

OO0 c Aseta pipetin tilavuudeksi 150 pl ja sekoita pipetoimalla védhintddn 10 kertaa. Varmista, etta kaikki
rakeet on suspendoitu uudelleen.

é HUOMIO
Varmista, ettei rakeita ole aspiroimalla varovasti kaikki kuopan raeliuos karkeen. Katso sitten,
onko minkaan kuopan pohjalla raetta. Kallista pipetin karkeé raetta kohden pesuvaiheen
aikana, jotta rae irtoaa. Varmista, ett4 rae on kokonaan liuoksessa. Liuoksen tulisi nayttaa
tummanruskealta ja sen koostumuksen tulisi olla homogeenista.

Aseta CAP1 MIDI -levyyn liimapintainen levyn sulkukansi.
Sulje reunat ja kuopat kokonaan haihtumisen estamiseksi.
Ravista nopeudella 1 800 kierrosta minuutissa 4 minuutin ajan.

Ooono
- 0 Qo
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0 g Inkuboi mikronaytteen inkubaattorissa 57 °C -lampétilassa 5 minuuttia.

O h Aseta magneettiselle jalustalle 2 minuutin ajaksi.

O i Pidéd magneettisessa jalustassa ja poista seka havita kaikki supernatantti kaikista kuopista
koskematta rakeeseen.

[0 2 Pese rakeet toisen kerran.

[0 3 Pese rakeet kolmannen kerran.

O 4 Poista jaljelle jaédnyt supernatantti kustakin kuopasta.
Kayta ohutkarkista P20-pipettia.

Eluointi

Irrota CAP1 MIDI -levy magneettisesta jalustasta.

Vorteksoi uusi EE2+HP3 Elution Mix -sekoite ja sentrifugoi sitten lyhyesti.

Lisaa varovasti 17 pyl EE2+HP3 Elution Mix -sekoitetta kuhunkin CAP1 MIDI -levyn kirjastokuoppaan.

Havita jaljelle jaanyt EE2+HP3 Elution Mix -sekoite.

Aseta CAP1 MIDI -levyyn liimapintainen levyn sulkukansi.

Peita reunat ja kuopat kokonaan.

Ravista nopeudella 1 800 kierrosta minuutissa 2 minuutin ajan.

Aseta magneettiselle jalustalle 2 minuutin ajaksi.

Merkitse uusi 96-kuoppainen PCR-levy merkinnalla ELU1 (eluointi 1).

9 Sekoita ET2 vorteksoimalla ja sentrifugoi sitten lyhyesti.

10 Lisaa 5 pl ET2:ta kuhunkin uuden ELU1 PCR -levyn vastaavaan kirjastokuoppaan.

11 Siirra varovasti CAP1 MIDI -levyn kustakin kirjastokuopasta 15 pl elutaattia ELU1 PCR -levyn vastaavaan
kuoppaan.

12 Havita tyhja CAP1 MIDI -levy.

13 Aseta ELU1 PCR -levyyn liimapintainen levyn sulkukansi.

14 Sulje reunat ja kuopat kokonaan haihtumisen estamiseksi.

15 Ravista nopeudella 1 200 kierrosta minuutissa 2 minuutin ajan.

16 Palauta EEW sailytykseen.

ooooao
© N o (S NSRS
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Toisen hybridisaation maarittaminen

Valmisteleminen
Aloituspaivamaara ja -aika
0 1 Valmistele seuraavat reagenssit.
TCB1— Lammita putkea 37 °C -lampétilassa 5 minuuttia. Sekoita vorteksoimalla 10 sekunnin ajan ja
sentrifugoi sitten lyhyesti.
TCA1 — Sekoita vorteksoimalla ja sentrifugoi sitten lyhyesti.
OPR1 — Sekoita vorteksoimalla ja sentrifugoi sitten lyhyesti.
OPD2 — Sekoita vorteksoimalla ja sentrifugoi sitten lyhyesti.

Toimenpide
[0 1 Tarkista TCB1:n saostumat. Jos niitd nakyy, lammita putki uudelleen ja vorteksoi, kunnes kiteet liukenevat.
0 2 Lis&a 15 pl TCB1:t4 kuhunkin ELU1 PCR -levyn kirjastokuoppaan.
[0 3 Lisaa 10 pl TCA1:ta jokaiseen kirjastokuoppaan.
[0 4 Lisaa anturit.
Al yhdista erityyppisia antureita.
RNA-kirjastokuopat— 5 pl OPR1:t4 jokaiseen RNA:sta peréisin olevaan kirjastoon.
DNA-kirjastokuopat— 5 pyl OPD2:ta jokaiseen DNA:sta peraisin olevaan kirjastoon.
OO0 5 Aseta ELU1 PCR -levyyn liimapintainen levyn sulkukansi.
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Sulje reunat ja kuopat kokonaan haihtumisen estamiseksi.
6 Ravista nopeudella 1 200 kierrosta minuutissa 2 minuutin ajan.
7 Aseta lampdsyklilaitteeseen ja suorita HYB2-ohjelma.
Katso kohta Lampdsyklilaitteiden ohjelmointi sivulla 4.
8 Hybridisoi 57 °C -lampétilassa véhintaan 1,5 ja enintdan 4 tunnin ajan.
9 Palauta TCA1, TCB1, OPR1 ja OPD2 sailytykseen.

teiden 2 kaappaminen

Valmisteleminen
Aloituspaivamaara ja -aika

1 Esilammitd mikron&ytteen inkubaattori MIDI-lampdlohkon inserteilla 57 °C -lampétilaan.
2 Valmistele seuraavat reagenssit.

EE2 — Sekoita vorteksoimalla ja sentrifugoi sitten lyhyesti.

HP3 — Sekoita vorteksoimalla ja sentrifugoi sitten lyhyesti.

SMB — Varmista, etta rakeet ovat huoneenlampétilassa 30 minuuttia.

Muista kayttaa toimenpiteessaSMB:ta, ei SPB:ta.
RSB — Aseta sivuun toimenpiteen aikana kaytt6a varten.
ET2 — Aseta sivuun toimenpiteen aikana kaytt6a varten.

3 Valmista uusi EE2+HP3 elution mix -sekoite mikrosentrifugin putkessa.

Taulukko 19 EE2+HP3 Elution Mix -sekoite kohteiden 2 kaappaamiseen
Elution Mix -komponentti 3 kirjastoa 8 kirjastoa 16 kirjastoa 24 kirjastoa 48 kirjastoa
EE2 85,5 pl 228 pl 456 pl 684 pl 1368 pl
HP3 4,5 pl 12 pl 24 pl 36 pl 72 4l

Taulukon maaréat ovat hieman ylimitoittuja. Katso laskelmia varten TruSight Oncology Comprehensive (EU) -pakkasselosteen (asiakirjanumero 200007789)
reagenssien kasittelemistéd koskeva osio.
4 Sekoita vorteksoimalla ja sentrifugoi sitten lyhyesti. Aseta sivuun Eluointi-vaihetta varten.

5 Merkitse uuteen 96-kuoppaiseen MIDI-levyyn merkintd CAP2 (kaappaus 2).
6 Aseta magneetti.
Toimenpide
Sidonta
1 Poista ELU1 PCRR -levy lampdsyklilaitteesta.
2 Sentrifugoi ELU1 PCR -levyé arvolla 280 x g 1 minuutin ajan.
3 Suspensoi rakeet uudelleen vorteksoimalla SMB:ta 1 minuutin ajan.
4 Lisaa valittomasti 150 pl SMB:ta kuhunkin CAP2 MIDI -levyn kirjastokuoppaan.

Jos annostelet SMB:ta kourulla, kerro tarvittava naytekohtainen materiaalimaéra kertoimella 1,15. Havita kaikki
jaljelle jaava materiaali, kun SMB:ta on lisatty kaikkiin naytekuoppiin.

5 Aseta pipetin arvoksi 50 pl ja siirrad kustakin ELU1 PCR -levyn kirjastosta koko tilavuus CAP2 MIDI -levyn
vastaavaan kuoppaan.

6 Havita tyhja ELU1 PCR -levy.

7 Aseta CAP2 MIDI -levyyn liimapintainen levyn sulkukansi.
Sulje reunat ja kuopat kokonaan haihtumisen estamiseksi.

8 Ravista nopeudella 1 800 kierrosta minuutissa 2 minuutin ajan.

9 Inkuboi mikrondytteen inkubaattorissa 57 °C -lampétilassa 25 minuuttia.
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HUOMAUTUS Jos jatkat kohdan Rikastetun kirjaston monistaminen sivulla 25 mukaisesti, noudata
Protokollavaiheiden valmisteleminen -kohdan reagenssien sulatusta koskevia ohjeita.

0 10 Aseta magneettiselle jalustalle 2 minuutin ajaksi.
0 11 Pida CAP2 MID -levy magneettisessa jalustassa ja poista seké havita kaikki supernatantti kustakin
kirjastokuopasta P200-pipetilla, jonka arvoksi on asetettu 200 pl, koskematta rakeeseen.

HUOMIO
& Siirry valittdmasti seuraavaan (Peseminen)-vaiheeseen. Ala anna rakeen olla pitk&én ilman nestetta.

Peseminen
Irrota CAP2 MIDI -levy magneettisesta jalustasta.
Sekoita RSB kaantamalla tai vorteksoimalla.
Lisda 200 pl RSB:ta kuhunkin naytekuoppaan.
Aseta CAP2 MIDI -levyyn liimapintainen levyn sulkukansi.
Peita reunat ja kuopat kokonaan.
Ravista nopeudella 1 800 kierrosta minuutissa 4 minuutin ajan.
Aseta magneettiselle jalustalle 2 minuutin ajaksi.
7 Pida CAP2 MID -levy magneettisessa jalustassa ja poista seka havita kaikki supernatantti koskematta
rakeeseen.
0 8 Poista jéljelle jaanyt supernatantti kustakin kuopasta.
Kayta ohutkarkista P20-pipettia.

oood
A ON =
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Eluointi

Irrota CAP2 MIDI -levy magneettisesta jalustasta.

Vorteksoi uusi EE2+HP3 Elution Mix -sekoite ja sentrifugoi sitten lyhyesti.

Lisda 22 yl EE2+HP3 Elution Mix -sekoitetta kuhunkin CAP2 MIDI -levyn kirjastokuoppaan.

Havita jaljelle jaanyt EE2+HP3 Elution Mix -sekoite.

Aseta CAP2 MIDI -levyyn liimapintainen levyn sulkukansi.

Peita reunat ja kuopat kokonaan.

Ravista nopeudella 1 800 kierrosta minuutissa 2 minuutin ajan.

Aseta magneettiselle jalustalle 2 minuutin ajaksi.

Merkitse uusi 96-kuoppainen PCR-levy merkinnélla ELU2 (eluointi 2).

9 Sekoita ET2 vorteksoimalla ja sentrifugoi sitten lyhyesti.

10 Lis&aa 5 pl ET2:ta kuhunkin uuden ELU2 PCR -levyn vastaavaan kirjastokuoppaan.

11 Siirra varovasti CAP2 MIDI -levyn kustakin kirjastokuopasta 20 pl elutaattia ELU2 PCR -levyn vastaavaan
kuoppaan.

12 Havita tyhja CAP2 MIDI -levy.

13 Aseta ELU2 PCR -levyyn liimapintainen levyn sulkukansi.
Sulje reunat ja kuopat kokonaan haihtumisen estamiseksi.

0 14 Ravista nopeudella 1 200 kierrosta minuutissa 2 minuutin ajan.

O 15 Palauta SMB, EE2, HP3 ja ET2 sailytykseen.

oooogao
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TURVALLINEN PYSAYTYSKOHTA

Jos pysaytat, sentrifugoi ELU2 PCR -levya arvolla 280 x g 1 minuutin ajan ja sailyta -25 °C:n ja -15 °C:n valilla
enintddn 7 paivan ajan.Palauta RSB sailytykseen.
Lopetuspéivamaara ja -aika

24 | Asiakirjanro 200009022 vO2 FIN Huhtikuu 2022



TruSight™ Oncology Comprehensive (EU) -laboratorioseurantalomake

Protokollavaiheiden valmisteleminen

OO0 1 Valmistele jaaastia.
[0 2 Poista reagenssiputki pakkauksesta ja noudata sulatusohjeita.

Taulukko 20 TruSight Oncology Comp Enrichment (Freeze) Box (tuotenumero 20031121)

Reagenssi Séilytys Sulatusohjeet Protokollavaihe
PPC3 -25...-15°C Sulata huoneenlampétilaan. Rikastetun kirjaston monistaminen
EPM -25...-15°C Sailyta jaissa. Rikastetun kirjaston monistaminen

Taulukko 21 TruSight Oncology Comp Enrichment (Refrigerate) Box (tuotenumero 20031123

Reagenssi Séilytys Sulatusohjeet Protokollavaihe

SPB 2-8°C Sailyta huoneenlammdssa 30 minuuttia. Monistetun rikastetun kirjaston
(vaaleanvihrea puhdistaminen

etiketti)

RSB 2-8°C Tuo huoneenlampdén. Monistetun rikastetun kirjaston

puhdistaminen
Valmistelu sekvensointia varten

Rikastetun kirjaston monistaminen

Valmisteleminen
Aloituspédivamaara ja -aika
O 1 Jos ELU2-levya on séilytetty, sulata huoneenlampétilaan ja sentrifugoi sitten arvolla 280 x g 1 minuutin ajan.

Toimenpide

Sekoita PPC3 vorteksoimalla ja sentrifugoi sitten lyhyesti.

Lisaa 5 pyl PPC3:a jokaiseen ELU2 PCR -levyn kirjastokuoppaan.

Sekoita EPM vorteksoimalla 5 sekunnin ajan ja sentrifugoi sitten lyhyesti.
Lisda 20 yl EPM:4a4a jokaiseen kirjastokuoppaan.

Aseta ELU2 PCR -levyyn liimapintainen levyn sulkukansi.

Sulje reunat ja kuopat kokonaan haihtumisen estamiseksi.

Ravista nopeudella 1 200 kierrosta minuutissa 2 minuutin ajan.

Aseta lamposyklilaitteeseen ja suorita EL-PCR-ohjelma.

Katso kohta Lampdsyklilaitteiden ohjelmointi sivulla 4.

oooogo
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HUOMAUTUS Jos jatkat kohdan Kirjastojen normalisointi sivulla 27 mukaisesti, noudata
Protokollavaiheiden valmisteleminen -kohdan sulatusta koskevia ohjeita.

[0 8 Palauta PPC3 ja EPM sailytykseen.

Monistetun rikastetun kirjaston puhdistaminen

Valmisteleminen
Aloituspéivaméaara ja -aika
OO0 1 Valmistele seuraavat reagenssit.
SPB — Varmista, etta rakeet ovat huoneenlampétilassa 30 minuuttia.
Muista kayttaa toimenpiteessaSPB:td, ei SMB:ta.
RSB — Aseta sivuun toimenpiteen aikana kaytt6a varten.
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0 2 Valmista uusi 80 %:n etanoli 15 ml:n tai 50 ml:n kartioputkeen.

Reagenssi 3 kirjastoa 8 kirjastoa 16 kirjastoa 24 kirjastoa 48 Kirjastoa
100 %:n etanolialkoholi, 2ml 4 ml 8 ml 12 ml 24 ml
puhdas

RNaasiton/DNaasiton vesi 500 pl 1 ml 2 mil 3mil 6 mi

0 3 Sekoita vorteksoimalla uusi 80 %:n EtOH.
OO0 4 Merkitse uuteen 96-kuoppaiseen MIDI-levyyn merkinta BIND2 (sidonnan puhdistus).
[0 5 Aseta magneetti.

Toimenpide

Sidonta

Poista ELU2 PCRR -levy lampdsykililaitteesta.

Sentrifugoi ELU2 PCR -levya arvolla 280 x g 1 minuutin ajan.

Suspensoi rakeet uudelleen vorteksoimalla SPB:ta 1 minuutin ajan.

Lisaa valittdmasti 110 pl SPB:ta kuhunkin BIND2 MIDI -levyn kirjastokuoppaan.

Siirré kustakin ELU2 PCR -levyn kirjastosta 50 pyl BIND2 MIDI -levyn vastaavaan kuoppaan.

Havita tyhja ELU2 PCR -levy.

Aseta BIND2 MIDI -levyyn liimapintainen levyn sulkukansi.

Peité reunat ja kuopat kokonaan.

8 Ravista nopeudella 1 800 kierrosta minuutissa 2 minuutin ajan.

9 Inkuboi huoneenlamméssé 5 minuuttia.

10 Aseta levy magneettiselle jalustalle 5 minuutin ajaksi.

11 Poista ja havita kaikki supernatantti kustakin kirjastokuopasta P200-pipetilld, jonka arvoksi on asetettu 200 pl,
koskematta rakeeseen.

ooooOooon
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Peseminen

[0 1 Pese rakeet seuraavasti.

00 a Pida magneettisella jalustalla ja lisda 200 pl uutta 80 %:n EtOH:ta kuhunkin kuoppaan.
O b Odota 30 sekuntia.
OO0 c Poista ja havita kaikki supernatantti kustakin ndytekuopasta koskematta rakeeseen.

0 2 Pese rakeet toisen kerran.

0 3 Poista EtOH-jaamat kustakin kuopasta.
Kayta ohutkarkista P20-pipettia.

O 4 Havita kayttamatoén 80 %:n EtoH.

Eluointi

1 Irrota BIND2 MIDI -levy magneettisesta jalustasta.

Sekoita RSB vorteksoimalla tai kdantamalla.

Lisda 32 pyl RSB:ta jokaiseen kirjastokuoppaan.

Aseta BIND2 MIDI -levyyn liimapintainen levyn sulkukansi.

Peita reunat ja kuopat kokonaan.

Ravista nopeudella 1 800 kierrosta minuutissa 2 minuutin ajan.

Inkuboi huoneenlamméssé 2 minuuttia.

Aseta magneettiselle jalustalle 2 minuutin ajaksi.

Merkitse uuteen 96-kuoppaiseen PCR-levyyn merkinta PL (puhdistetut kirjastot).
Siirra BIND2 MIDI -levystéa 30 pl kutakin elutaattia PL PCR -levyn vastaavaan kuoppaan.

OoooOod
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O 10 Havita tyhja BIND2 MIDI -levy.
0 11 Aseta PL PCR -levyyn liimapintainen levyn sulkukansi.
O 12 Palauta SPB sailytykseen.

TURVALLINEN PYSAYTYSKOHTA

Jos pysaytat, sentrifugoi PL PCR -levya arvolla 280 x g 1 minuutin ajan ja séilyta -25 °C:n ja -15 °C:n valilla
enintdan 30 paivan ajan. Palauta RSB sailytykseen.

Lopetuspaivamaara ja -aika

Protokollavaiheiden valmisteleminen
[0 1 Poista reagenssiputki pakkauksesta ja noudata sulatusohjeita.

Taulukko 22 TruSight Oncology Comp Enrichment (Freeze) Box (tuotenumero 20031121)

Reagenssi Sailytys Sulatusohjeet Protokollavaihe
LNA1 -25...-15°C Sulata huoneenlampétilaan. Kirjastojen normalisointi
EE2 -25...-15°C Sulata huoneenlampétilaan. Kirjastojen normalisointi

Taulukko 23 TruSight Oncology Comp Enrichment (Refrigerate) Box (tuotenumero 20031123

Reagenssi Sailytys Sulatusohjeet Protokollavaihe

LNB1 2-8 °C Sailytd huoneenlammoéssa 30 minuuttia. Kirjastojen normalisointi

HP3 2-8°C Tuo huoneenlampéén. Kirjastojen normalisointi
Valmistelu sekvensointia varten

LNW1 2-8 °C Tuo huoneenlampéén. Kirjastojen normalisointi

LNS1 2-8 °C Tuo huoneenlampdon. Kirjastojen normalisointi

O 2 Jos jatkat samana paivana kohdan Valmistelu sekvensointia varten sivulla 30 mukaisesti, noudata
Protokollavaiheiden valmisteleminen -kohdan sulatusta koskevia ohjeita.

Kirjastojen normalisointi

Valmisteleminen
Aloituspaivamaara ja -aika
0 1 Valmistele seuraavat reagenssit.
LNB1 — Varmista, etté rakeet ovat huoneenlampétilassa 30 minuuttia.
LNA1 — Sekoita vorteksoimalla.
EE2 — Sekoita vorteksoimalla ja sentrifugoi sitten lyhyesti.
HP3 — Sekoita vorteksoimalla ja sentrifugoi sitten lyhyesti.
LNW1 — Sekoita vorteksoimalla. Aseta sivuun toimenpiteen aikana kaytt6a varten.
LNS1 — Sekoita vorteksoimalla. Aseta sivuun toimenpiteen aikana kayttéa varten.
[0 2 Suspensoi rakeet uudelleen vorteksoimalla LNB1:t4 1 minuutin ajan.
Kaantele LNB1-putkea ja varmista, ettéd kaikki rakeet ovat suspendoituneet uudelleen.

[0 3 Pipetoi LNB1:ta ylos ja alas 10 kertaa P1000-pipetilla, jonka arvoksi on asettu 800 pl, ja varmista
uudelleensuspensio.

[0 4 Valmista valittémasti uusi LNA1+LNB1 Master Mix -sekoite kartioputkeen.

HUOMIO
& Suspendoi LNB1-putken pohjalla oleva rae kokonaan uudelleen, jotta epayhdenmukainen
klusteritiheys voidaan estaa.
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Taulukko 24 LNA1+LNB1 Master Mix -sekoite

Master Mix -komponentti 3 kirjastoa 8 kirjastoa 16 kirjastoa 24 kirjastoa 48 kirjastoa
LNA1 229 pl 610 pl 1219 pl 1829 pl 3658 pl
LNB1 41 pl 110 pl 221 pl 331 pl 662 pl

Taulukon maaréat ovat hieman ylimitoittuja. Katso laskelmia varten TruSight Oncology Comprehensive (EU) -pakkasselosteen (asiakirjanumero 200007789)
reagenssien kasittelemistéd koskeva osio.

O 5 Vorteksoi LNA1+LNB1 Master Mix -sekoite. Aseta sivuun Sidonta-vaihetta varten.

[0 6 Valmista uusi EE2+HP3 Elution Mix -sekoite mikrosentrifugin putkessa.

Taulukko 25 EE2+HPS3 Elution Mix -sekoite kirjastojen normalisoimiseen

Elution Mix -komponentti 3 kirjastoa 8 kirjastoa 16 kirjastoa 24 kirjastoa 48 kirjastoa
EE2 114 pl 304 pl 608 pl 912 pl 1824 pl
HP3 6 pl 16 pl 32 pl 48 pl 96 pl

Taulukon madaréat ovat hieman ylimitoittuja. Katso laskelmia varten TruSight Oncology Comprehensive (EU) -pakkasselosteen (asiakirjanumero 200007789)
reagenssien kasittelemistéd koskeva osio.
[0 7 Vorteksoi uusi elution mix -sekoite ja sentrifugoi sitten lyhyesti. Aseta sivuun E/uointi-vaihetta varten.
0 8 Jos PL PCR -levya on sailytetty, sulata huoneenldampétilaan, sentrifugoi arvolla 280 x g 1 minuutin ajan ja
sekoita sitten pipetoimalla.
OO0 9 Merkitse uuteen 96-kuoppaiseen MIDI-levyyn merkintd BBN (raepohjainen normalisointi).
[0 10 Aseta magneetti.

Toimenpide

Sidonta

Vorteksoi LNA1+LNB1 master mix -sekoite.

Lisaa valittdmasti 45 pl LNA1+LNB1 Master Mix -sekoitetta kuhunkin BBN MIDI -levyn kirjastokuoppaan.
Havita jaljelle jaava LNA1+LNB1 master mix -sekoite.

Lisada kustakin PL PCR -levyn kirjastosta 20 pyl BBN MIDI -levyn vastaavaan kuoppaan.

Aseta BBN MIDI -levyyn liimapintainen levyn sulkukansi.

Peita reunat ja kuopat kokonaan.

Ravista nopeudella 1 800 kierrosta minuutissa 30 minuutin ajan.

Aseta PL PCR -levyyn liimapintainen levyn sulkukansi ja palauta séilytykseen.

Aseta levy magneettiselle jalustalle 2 minuutin ajaksi.

Pida magneettisessa jalustassa ja poista seka havita kaikki supernatantti kustakin kuopasta P200-pipetilla
koskematta rakeeseen.

oooono
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Peseminen
[0 1 Pese rakeet seuraavasti.

a lIrrota BBN MIDI -levy magneettisesta jalustasta.

b Lisaa 45 pyl LNW1:t4 jokaiseen kirjastokuoppaan.

c Aseta BBN MIDI -levyyn liimapintainen levyn sulkukansi.

d Peita reunat ja kuopat kokonaan.

e Ravista nopeudella 1 800 kierrosta minuutissa 5 minuutin ajan.

f Aseta magneettiselle jalustalle 2 minuutin ajaksi.

g Poista ja havita kaikki supernatantti kustakin kuopasta koskematta rakeeseen.

OoooooOooao

0 2 Pese rakeet toisen kerran.
OO0 3 Poista jéljelle jaanyt supernatantti kustakin kuopasta.
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Kayta ohutkarkista P20-pipettia.

Eluointi

Irrota BBN MIDI -levy magneettisesta jalustasta.

Vorteksoi uusi EE2+HP3 Elution Mix -sekoite ja sentrifugoi sitten lyhyesti.

Lisaa 32 pl EE2+HP3-liuosta kuhunkin BBN MIDI -levyn kirjastokuoppaan.

Havita jaljelle jaanyt elution mix -sekoite.

Aseta BBN MIDI -levyyn liimapintainen levyn sulkukansi.

Peita reunat ja kuopat kokonaan.

Ravista nopeudella 1 800 kierrosta minuutissa 2 minuutin ajan.

Aseta magneettiselle jalustalle 2 minuutin ajaksi.

Merkitse uuteen 96-kuoppaiseen PCR-levyyn merkinta NL (normalisoidut kirjastot).
Siirra varovasti BBN MIDI -levyn kustakin kirjastokuopasta 30 pl elutaattia NL PCR -levyn vastaavaan kuoppaan.

ooooo
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HUOMIO

& Jos rakeet ovat aspiroituneet pipetin karkiin, annostele rakeet takaisin magneettisessa jalustassa
olevaan levyyn ja odota, kunnes neste on kirkasta (~2 minuuttia). Jatka vasta tdman jalkeen
toimenpiteen seuraavaan vaiheeseen.

10 Havita tyhja BBN MIDI -levy.

11 Sekoita LNS1 vorteksoimalla.

12 Lisaa 30 pl LNS1:t4 kuhunkin NL PCR -levyn kirjastokuoppaan.

13 Sekoita pipetoimalla 5 kertaa.

14 Aseta NL PCR -levyyn liimapintainen levyn sulkukansi.

Peita reunat ja kuopat kokonaan.
15 Palauta LNB1, LNA1, EE2, LNW1 ja LNS1 sailytykseen.

OooooOood

O

TURVALLINEN PYSAYTYSKOHTA

Jos pysaytat, sentrifugoi NL PCR -levya arvolla 280 x g 1 minuutin ajan ja séilyta -25 °C:n ja -15 °C:n valilla
enintdan 30 paivén ajan.

Lopetuspéivdmaéra ja -aika

Protokollavaiheiden valmisteleminen
Aloita tarvikkeiden sekvensoinnin valmistelu tarvikkeesta NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300
cycles) (tuotenumero 20028871) vahintaan tunti ennen kayttoa.

OO0 1 Poista kirjaston laimennuspuskuri (HT1) -25 °C... -15 °C -lampétilassa séilytyksestd, sulata huoneenlampétilaan
ja aseta sitten jaihin.

[0 2 Noudata muiden sarjan tarvikkeiden osalta NextSeq 550Dx -laitteen viiteoppaan (asiakirjanumero
1000000009513) valmisteluohijeita.

NextSeq 550Dx High Output Reagent Cartridge v2 (300 cycles)
NextSeq 550Dx Buffer Cartridge v2 (300 cycles)

NextSeq 550Dx High Output Flow Cell Cartridge v2.5 (300 cycles)
[0 3 Poista reagenssiputki pakkauksesta ja noudata sulatusohjeita.

Taulukko 26 TruSight Oncology Comp Enrichment (Freeze) Box (tuotenumero 20031121)

Reagenssi Séilytys Sulatusohjeet Protokollavaihe

Siséinen PhiX- -25°C...-15°C Sulata huoneenlampétilaan. Sailyta jaissa. Valmistelu sekvensointia varten
kontrolli (PhiX)

Huhtikuu 2022 Asiakirjanro 200009022 vO2 FIN | 29



TruSight™ Oncology Comprehensive (EU) -laboratorioseurantalomake

Taulukko 27 TruSight Oncology Comp Enrichment (Refrigerate) Box (tuotenumero 20031123)

Reagenssi Sailytys Sulatusohjeet Protokollavaihe

HP3 2-8 °C Tuo huoneenlampdon. Valmistelu sekvensointia varten
RSB (vaaleanpunainen 2-8 °C Tuo huoneenlampoon. Valmistelu sekvensointia varten
etiketti)

Valmistelu sekvensointia varten

O

O
O
O
d

d
d
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Valmisteleminen

Aloituspéivdméaara ja -aika

1 Katso TruSight Oncology Comprehensive (EU) -pakkausselosteen (asiakirjanro 200007789) kirjastojen maaraa ja
indeksien valintaa koskevat ohjeet.

2 Merkitse mikrosentrifugiputkeen merkinta dHP3 (laimennettu HP3).

3 Merkitse mikrosentrifugiputkeen merkinta dPhiX (laimennettu dPhiX).

4 Esilammita lampolohko 96 °C -lampétilaan mikrosentrifugiputkia varten.

5 Valmistele jaaastia.

PhiX-kontrollin laimennus ja denaturointi
1 Sekoita HP3 vorteksoimalla ja sentrifugoi sitten lyhyesti.
2 Yhdista seuraavat maarat dHP3-mikrosentrifugiputkessa.
10 pl HP3:a
190 pl RNaasitonta/DNaasitonta- vetta

3 Sekoita dHP3 vorteksoimalla ja sentrifugoi sitten lyhyesti.
4 Sekoita RSB kaantamalla tai vorteksoimalla.
5 Sekoita PhiX-kontrolli vorteksoimalla ja sentrifugoi sitten lyhyesti.
6 Yhdista seuraavat maarat dPhiX-mikrosentrifugiputkessa.
8 yl RSB:ta
2 pl PhiX-kontrollia
7 Lisaa 10 pl dHP3:a dPhiX-putkeen.
8 Havita dHP3-putki.
9 Sekoita dPhiX-putki vorteksoimalla ja sentrifugoi sitten lyhyesti.
10 Inkuboi dPhiX huoneenlamméssa 5 minuuttia.
11 Sekoita HT1 vorteksoimalla.
12 Lisaa valittdmasti 980 pl esijadhdytettya HT1:t4 dPhiX:aan.
13 Sekoita vorteksoimalla ja sentrifugoi sitten lyhyesti.
14 Aseta dPhiX jaihin, kunnes sita kaytetdan toisen laimennuksen valmistamisessa.

Lopullinen pitoisuus on 20 pM dPhiX.
15 Palauta PhiX, HP3 ja RSB sailytykseen.

Kirjastojen yhdistaminen ja denaturointi
1 Jos NL PCR -levyé on sailytetty, sulata huoneenlampétilaan ja sentrifugoi sitten arvolla 280 x g 1 minuutin ajan.
2 Kayta monikanavapipettia, jonka arvoksi on asetettu 30 i, ja sekoita varovasti NL PCR -levyn kirjastot
pipetoimalla 5 kertaa.
Kayta kussakin kirjastossa uusia karkia.

é HUOMIO
Sekoita kirjastot hyvin optimaalisen suorituskyvyn varmistamiseksi.
3 Valitse jokin seuraavista vaihtoehdoista kirjastojen yhdistdmiseen, denaturointiin ja laimennukseen.
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Vaihtoehto 1: Sekvensoi RNA- ja DNA-néytteista peraisin olevat kirjastot samanaikaisesti. Katso kohta

Vaihtoehto 1: DNA- ja RNA-kirjastot yhdesséa sivulla 31.

Vaihtoehto 2: Sekvensoi vain DNA-naytteista peraisin olevat kirjastot. Katso kohta Vaihtoehto 2: vain DNA-

kirjastot sivulla 31.

Vaihtoehto 3: Sekvensoi vain RNA-naytteista peraisin olevat kirjastot. Katso kohta Vaihtoehto 3: vain RNA -

kirjastot sivulla 32.

Vaihtoehto 1: DNA- ja RNA-kirjastot yhdessa

1
2
3
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Merkitse mikrosentrifugin putki merkinnalla PRL (RNA -poolikirjastot).

Merkitse mikrosentrifugin putki merkinnalla PDL (DNA -poolikirjastot).

Siirrd NL-levyn kustakin normalisoidusta RNA (cDNA) -kirjastosta 10 pl PRL-putkeen.
Ala yhdista kahta kirjastoa, joissa on sama indeksialuke.

Siirrd NL-levyn kustakin normalisoidusta DNA-kirjastosta 10 pul PDL-putkeen.
Ala yhdista kahta kirjastoa, joissa on sama indeksialuke.

Aseta NL PCR -levyyn liimapintainen levyn sulkukansi.

Peita reunat ja kuopat kokonaan.

Sekoita vorteksoimalla kaikki PRL- ja PDL-putket.

Sentrifugoi PRL- ja PDL-putket lyhyesti.

Inkuboi PRL- ja PDL-putkia lampdlohkossa 96 °C -lampétilassa 2 minuutin ajan.
Aseta PRL ja PDL jaihin 5 minuutiksi.

10 Sekoita PRL- ja PDL-putket vorteksoimalla ja sentrifugoi sitten lyhyesti.
11 Palauta PRL- ja PDL-putket jaihin.

Ensimmaisen laimennuksen valmisteleminen

o1
a2
O3
04
Oos5
06

Merkitse 1,7 ml:n mikrosentrifugiputkeen merkinta DIL1 (laimennus 1).
Siirrd 20 pl PDL:aa tyhjaan DIL1-putkeen.

Liséda 5 yl PRL:aa DIL1:een.

Havita PDL- ja PRL -putket.

Lisaa 475 pl esijaahdytettya HT1:ta DIL1-putkeen (laimennus 1:20).
Sekoita DIL1-putki vorteksoimalla ja sentrifugoi sitten lyhyesti.

Toisen laimennuksen valmisteleminen

oooooood
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Merkitse 2,0 ml:n mikrosentrifugiputkeen merkintéa DIL2 (laimennus 2).

Siirra 40 pl DIL1:ta tyhjaan DIL2-putkeen.

Havita DIL1-putki.

Liséda 1 660 pl esijadhdytettyad HT1:ta DIL2-putkeen (laimennus 1:850).

Sekoita valmistettu 20 pM dPhiX vorteksoimalla ja sentrifugoi sitten lyhyesti.

Lisaa 2,5 pl valmistettua 20 pM dPhiX:4a DIL2-putkeen.

Sekoita vorteksoimalla ja sentrifugoi sitten lyhyesti.

Lisda 1 300 pl DIL2:ta sulatettuun NextSeq 550Dx High Output Reagent Cartridge v2 (300 cycles) -kasettiin
Katso lisatietoja NextSeq 550Dx -laitteen viiteoppaasta (asiakirjanro 1000000009513).

Havita DIL2-putki.

10 Sentrifugoi NL PCR -levya arvolla 280 x g 1 minuutin ajan ja sailyta -25 °C:n ja -15 °C:n valilla enintaan 30

paivan ajan.

0 11 Jatka sekvensointiin.

Katso lisatietoja NextSeq 550Dx -laitteen viiteoppaasta (asiakirjanro 1000000009513).

Vaihtoehto 2: vain DNA-kirjastot

o1
a2

Merkitse mikrosentrifugin putki merkinnalla PDL (DNA -poolikirjastot).
Siirra NL-levyn kustakin normalisoidusta DNA-kirjastosta 10 yl PDL-putkeen.
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Ala yhdista kahta kirjastoa, joissa on sama indeksialuke.

Aseta NL PCR -levyyn liimapintainen levyn sulkukansi.

Peitd reunat ja kuopat kokonaan.

Sekoita PDL-putki vorteksoimalla.

Sentrifugoi PDL-putki lyhyesti.

Inkuboi PDL-putkea lampdlohkossa 96 °C -lampétilassa 2 minuutin ajan.
Aseta PDL jaihin 5 minuutiksi.

Sekoita PDL-putki vorteksoimalla ja sentrifugoi sitten lyhyesti.

Palauta PDL-putki jaihin.

Ensimmaisen laimennuksen valmisteleminen

O 2

Merkitse 1,7 ml:n mikrosentrifugiputkeen merkinta DIL1 (laimennus 1).
Siirra 10 pl PDL:&4a tyhjaan DIL1-putkeen.

Havita PDL -putki.

Lisaa 190 pl esijaahdytettya HT1:t4 DIL1-putkeen (laimennus 1:20).
Sekoita DIL1 vorteksoimalla ja sentrifugoi sitten lyhyesti.

Toisen laimennuksen valmisteleminen

oooooood
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Merkitse 2,0 ml:n mikrosentrifugiputkeen merkintéa DIL2 (laimennus 2).

Siirra 40 pl DIL1:ta tyhjaan DIL2-putkeen.

Havita DIL1-putki.

Lisda 1 660 pl esijadhdytettyad HT1:ta DIL2-putkeen (laimennus 1:850).

Vorteksoi valmistettu 20 pM dPhiX ja sentrifugoi sitten lyhyesti.

Lisaa 2,5 pl valmistettua 20 pM dPhiX:4a DIL2-putkeen.

Sekoita vorteksoimalla ja sentrifugoi sitten lyhyesti.

Lisda 1 300 pl DIL2:ta sulatettuun NextSeq 550Dx High Output Reagent Cartridge v2 (300 cycles) -kasettiin.
Katso lisatietoja NextSeq 550Dx -laitteen viiteoppaasta (asiakirjanro 1000000009513).

Havita DIL2-putki.

10 Sentrifugoi NL PCR -levya arvolla 280 x g 1 minuutin ajan ja sailyta sitten -25 °C:n ja -15 °C:n valilla enintdan 30

paivan ajan.

[0 11 Jatka sekvensointiin.

Katso lisatietoja NextSeq 550Dx -laitteen viiteoppaasta (asiakirjanro 1000000009513).

Vaihtoehto 3: vain RNA -kirjastot
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Merkitse mikrosentrifugin putki merkinnalla PRL (RNA -poolikirjastot).
Siirra NL-levyn kustakin normalisoidusta RNA (cDNA) -kirjastosta 10 pl PRL-putkeen.
Ala yhdista kahta kirjastoa, joissa on sama indeksialuke.

Aseta NL PCR -levyyn liimapintainen levyn sulkukansi.

Peita reunat ja kuopat kokonaan.

Sekoita PRL-putki vorteksoimalla.

Sentrifugoi PRL-putki lyhyesti.

Inkuboi PRL-putkea lampdlohkossa 96 °C -lampétilassa 2 minuutin ajan.
Aseta PRL jaihin 5 minuutiksi.

Sekoita PRL-putki vorteksoimalla ja sentrifugoi sitten lyhyesti.

Palauta PRL-putki jaihin.

Ensimmaisen laimennuksen valmisteleminen

o1
a2
O3

Merkitse 1,7 ml:n mikrosentrifugiputkeen merkinta DIL1 (laimennus 1).
Siirrd 10 pyl PRL:&é tyhjaan DIL1-putkeen.
Havita PRL -putki.

32 | Asiakirjanro 200009022 vO2 FIN Huhtikuu 2022



TruSight™ Oncology Comprehensive (EU) -laboratorioseurantalomake

0 4 Lisaa 190 pl esijadhdytettya HT1:ta DIL1-putkeen (laimennus 1:20).
[0 5 Sekoita DIL1 vorteksoimalla ja sentrifugoi sitten lyhyesti.

Toisen laimennuksen valmisteleminen
Merkitse 2,0 ml:n mikrosentrifugiputkeen merkinta DIL2 (laimennus 2).
Siirra 40 pl DIL1:t4 tyhjaan DIL2-putkeen.
Havita DIL1-putki.
Lisaa 1 646 pl esijadhdytettya HT1:ta DIL2-putkeen (laimennus 1:843).
Vorteksoi valmistettu 20 pM dPhiX ja sentrifugoi sitten lyhyesti.
Lisaa 16,7 pl valmistettua 20 pM dPhiX:4& DIL2-putkeen.
Sekoita vorteksoimalla ja sentrifugoi sitten lyhyesti.
Liséda 1 300 pl DIL2:ta sulatettuun NextSeq 550Dx High Output Reagent Cartridge v2 (300 cycles) -kasettiin.
Katso lisatietoja NextSeq 550Dx -laitteen viiteoppaasta (asiakirjanro 1000000009513).
9 Havita DIL2-putki.
10 Sentrifugoi NL PCR -levya arvolla 280 x g 1 minuutin ajan ja sailyta -25 °C:n ja -15 °C:n valilla enintaan 30
paivan ajan.
OO0 11 Jatka sekvensointiin.
Katso lisatietoja NextSeq 550Dx -laitteen viiteoppaasta (asiakirjanro 1000000009513).
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Patentit ja tavaramerkit

Tama asiakirja ja sen sisdlté ovat lllumina, Inc:n ja sen tytaryhtididen (’lllumina”) omaisuutta, ja ne on tarkoitettu ainoastaan llluminan
asiakkaiden sopimuskayttédn tassa kuvattujen tuotteiden kayttéon liittyen eikd mihinkdan muuhun tarkoitukseen. Tata asiakirjaa ja sen
siséltéa ei saa kayttaa tai jakaa missadn muussa tarkoituksessa ja/tai valittaa, paljastaa tai jaljentad milladn muulla tavoin ilman llluminalta
ennakkoon saatua kirjallista lupaa. lllumina ei talla asiakirjalla luovuta mitaan kayttéoikeuksia sen patentti-, tavaramerkki-, tekijanoikeus-
tai tapaoikeuksien nojalla eika vastaavien kolmansien osapuolten oikeuksien nojalla.

Tassa kuvattuja tuotteita saa kayttaa vain pateva ja asianmukaisesti koulutettu henkilékunta noudattamalla tasmallisesti tassa asiakirjassa
annettuja ohjeita, jotta tuotteiden asianmukainen ja turvallinen kaytté voidaan taata. Asiakirjan sisaltdé on luettava ja ymmarrettava
kokonaisuudessaan ennen naiden tuotteiden kaytt6a.

MIKALI TASSA ANNETTUJA OHJEITA EI LUETA JA TASMALLISESTI NOUDATETA, SEURAUKSENA VOI OLLA TUOTTEIDEN
VAURIOITUMINEN, HENKILOVAHINKOJA JOKO KAYTTAJILLE TAI MUILLE JA MUITA OMAISUUSVAHINKOJA, MINKA LISAKSI
TUOTTEITA MAHDOLLISESTI KOSKEVAT TAKUUT MITATOITYVAT.

ILLUMINA EI OLE VASTUUSSA TASSA KUVATTUJEN TUOTTEIDEN VAARINKAYTOSTA (MUKAAN LUKIEN TUOTTEEN OSAT JA
OHJELMISTO).

© 2022 lllumina, Inc. Kaikki oikeudet pidatetaan.

Kaikki tavaramerkit ovat lllumina, Inc:n tai niiden vastaavien omistajien omaisuutta. Tarkemmat tavaramerkkitiedot annetaan osoitteessa
www.illumina.com/company/legal.html.

Yhteystiedot

ul Ce

lllumina

5200 lllumina Way

San Diego, California 92122 U.S.A. IVD

+1 800 809.ILMN (4566)

+1 858 202 4566 (Pohjois-Amerikan ulkopuolella) ec | Rep
techsupport@illumina.com

www.illumina.com lllumina Netherlands B. V.

Steenoven 19
5626 DK Eindhoven
Alankomaat

Tuotteiden merkinnat

Katso tuotteen pakkauksessa ja merkinndissa kaytettyjen symbolien selitykset osoitteesta
support.illumina.com.
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