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DISCLAIMER

Acest document si continutul sau sunt proprietatea SOPHiIiA GENETICS SA si a afiliatilor sai (,SOPHiIiA GENETICS”)
si sunt destinate exclusiv utilizarii contractuale de catre clientul sau in legatura cu utilizarea produsului
(produselor) descris(e) in acest document si Tn niciun alt scop. Prezentul document si continutul sau nu pot fi
utilizate sau distribuite Tn niciun alt scop si/sau comunicate, divulgate sau reproduse Tn niciun alt mod si nu se
poate face referire la acestea fara acordul prealabil scris al SOPHIA GENETICS. Prin acest document, SOPHiA
GENETICS nu confera nicio licenta in temeiul drepturilor sale de brevet, de marca, de autor sau de drept comun,
nici In temeiul drepturilor similare detinute de terti. Instructiunile din acest document trebuie respectate cu
strictete siin mod explicit de catre personalul calificat si instruit corespunzator pentru a asigura utilizarea corecta
si sigura a produsului (produselor) descris(e) in acest document. Intregul continut al acestui document trebuie citit
si inteles Tn totalitate Tnainte de a utiliza produsul (produsele) in cauza.

NECITIREA COMPLETA S| NERESPECTAREA EXPLICITA A TUTUROR INSTRUCTIUNILOR CONTINUTE IN PREZENTUL
DOCUMENT POATE DUCE LA DETERIORAREA PRODUSULUI (PRODUSELOR), LA VATAMAREA CORPORALA A
PERSOANELOR, INCLUSIV A UTILIZATORILOR SAU A ALTOR PERSOANE, $I LA ALTE DAUNE MATERIALE.

SOPHIA GENETICS NU 1Sl ASUMA NICIO RESPONSABILITATE CARE REZULTA DIN UTILIZAREA
NECORESPUNZATOARE A PRODUSULUI (PRODUSELOR) DESCRIS(E) IN PREZENTUL DOCUMENT (INCLUSIV A
COMPONENTELOR SAU SOFTWARE-URILOR ACESTORA).

MARCI COMERCIALE

Illumina® si NextSeq® sunt marci comerciale inregistrate ale Illumina, Inc.

AMPure® si Agencourt® sunt marci comerciale inregistrate ale Beckman Coulter, Inc.
Qubit® si Dynabeads® sunt marci inregistrate ale Thermo Fisher Scientific Inc.
Agilent Fragment Analyzer™ este o marca comerciala a Agilent Technologies, Inc.

SOPHiIA GENETICS™ si SOPHIiA DDM™ Dx sunt marci comerciale ale SOPHIA GENETICS SA si/sau ale afiliatilor sai
in S.U.A. si/sau n alte tari. Toate celelalte denumiri, logo-uri si alte marci comerciale sunt proprietatea
proprietarilor respectivi. CU EXCEPTIA CAZULUI IN CARE SE PRECIZEAZA EXPRES ALTCEVA, UTILIZAREA DE CATRE
SOPHiIA GENETICS A MARCILOR COMERCIALE ALE TERTILOR NU IMPLICA NICIUN FEL DE RELATIE, SPONSORIZARE
SAU APROBARE INTRE SOPHIA GENETICS SI TITULARII ACESTOR MARCI. Orice referire a SOPHIA GENETICS la
marcile comerciale ale tertilor are ca scop identificarea bunurilor si/sau serviciilor corespunzatoare ale tertilor si
va fi considerata utilizare corectd nominativa in conformitate cu legislatia privind marcile comerciale.
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1. SCOPUL PREVAZUT

SOPHIiA DDM™ Dx RNAtarget Oncology Solution (ROS, ,Produsul”) este destinat utilizarii pentru identificarea
fuziunilor genice relevante clinic care implica genele ALK, FGFR1, FGFR2, FGFR3, FGFR4, NRG1, NTRK1, NTRK2,
NTRK3, RET si ROS1, precum si evenimente de exon-skipping (omitere a exonului) TnEGFR si MET in ARN extras din
probe de tesut fixate in formalina si incluse in parafina (FFPE) de la pacienti diagnosticati cu cancer pulmonar, prin
tintirea unor transcrieri specifice. Functia produsului este de a oferi un suport profesionistilor din domeniul
sanatatii in luarea deciziilor clinice legate de fuziuni genice/evenimente de exon-skipping si de a furniza o justificare
moleculara pentru strategia adecvata de gestionare a bolii. Produsul este un dispozitiv semi-automat, calitativ,
destinat a fi utilizat ca diagnostic in vitro numai pentru uz profesional.
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2. PREZENTARE GENERALA A PRINCIPIILOR
TESTULUI S1 A PROCEDURII

Genele de fuziune sunt biomarkeri clinici importanti in oncologie, care ghideaza diagnosticul, ofera informatii
prognostice si sustin deciziile de tratament'. De exemplu, pana la 17% din tumorile solide sunt caracterizate de
fuziuni genice. Fuziunile genice se numara printre cele mai de succes tinte ale medicinei de precizie in tratarea
cancerului, numeroase terapii vizand proteinele de fuziune fiind utilizate Tn mod curentin practica clinica. Cea mai
cuprinzatoare metoda de detectare a fuziunilor este utilizarea analizelor bazate pe ARN prin secventiere de noua
generatie (NGS), care pot detecta atat fuziuni noi, cat si fuziuni cunoscute.

SOPHiA DDM™ Dx RNAtarget Oncology Solution (ROS) este un test bazat pe NGS dezvoltat de SOPHIA GENETICS
destinat detectiei calitative, adnotarii si pre-clasificarii fuziunilor genice sau a evenimentelor de exon-skipping si
include un panou multi-genic adecvat pentru diferite tipuri de tumori solide. Produsul este destinat procesarii si
analizei probelor de ARN extrase din probe de tesut pulmonar provenite din biopsii sau rezectii chirurgicale ale
pacientilor, fixate Tn formalina siincluse in parafina (FFPE). Kitul si protocolul NGS sunt concepute pentru a permite
utilizatorilor sa proceseze intre 10 ng si 200 ng (recomandat 50 ng) de ARN pentru constructia bibliotecii NGS,
ifmbogatirea prin capturare bazata pe hibridizare a 13 gene (conform definitiei din sectiunea Scopul prevazut) si
secventierea prin utilizarea platformei Illumina® NextSeq® 550.

Modul SOPHIA DDM™ Dx bazat pe cloud securizat, care gazduieste un pipeline bioinformatic personalizat, permite
utilizatorilor sa incarce datele NGS si sa obtind un raport SOPHIiA DDM™ Dx ROS Solution in format PDF. Raportul
descrie fuziunea detectata si evenimentele de exon-skipping Tntr-o proba, scorul calitatii si starea probei. Doar
evenimentele de fuziune implicate in cele 11 gene tinta si evenimentele de exon-skipping (MET ex14, EGFRuvIII) in
cele 2 gene tinta definite in sectiunea Scopul prevazut vor fi raportate in Raportul IVD, cu lista transcrierilor
prezentata in Tabelul 1.

Tabelul 1. Lista transcrierilor implicate in fuziuni relevante din punct de vedere clinic in Raportul IVD

Gena ID RefSeq Gena ID RefSeq
ALK NM_004304 NRG1 NM_013964
EGFR NM_005228 NTRK1 NM_002529
FGFR1 NM_023110 NTRK2 NM_006180
FGFR2 NM_000141 NTRK3 NM_001012338
FGFR3 NM_000142 RET NM_020975
FGFR4 NM_213647 ROS1 NM_002944
MET NM_000245

Acest tabel se bazeaza pe COSMIC? sau pe bazele de date ChimerDB?, pentru care se furnizeaza adnotarea in
raport. Pentru orice fuziune care implica o transcriere din afara acestei liste, se vor furniza doar coordonatele
genomice.

Retineti ca rezultatele unei analize genetice trebuie interpretate numai de catre un expert calificat in genetica
moleculara, cum ar fi un genetician de laborator clinic inregistrat la nivel european (ErCLG), certificat de European
Board of Medical Genetics (EBMG).
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3. COMPONENTELE PRODUSULUI

SOPHIiA DDM™ Dx ROS este o solutie completa care include kitul de Tmbogatire a tintelor impreuna cu puterea
analitica a inteligentei artificiale si este utilizatd Tmpreuna cu un accesoriu IVD, modul bazat pe cloud SOPHiIiA
DDM™ Dx Produsul este format din doua componente: Kitul de pregatire a bibliotecii si de captura (SOPHIA
GENETICS™ Dx RNA Library Prep Kit IV - 32 de reactii) si pipeline-ul bioinformatic analitic utilizat in combinatie cu
modul SOPHiA DDM™ Dx.

e Kitul este compus din reactivi si protocoale pentru a sustine pregatirea si imbogatirea bibliotecilor tintite,
compatibile cu Illumina®, din ARN extras din probe FFPE de cancer pulmonar, fiind adecvat pentru
imbogatire si secventiere pe un secventiator [llumina® NextSeq® 550.

e Scopul principal al pipeline-ului bioinformatic este de a efectua filtrarea citirilor, alinierea si fuziunea si
detectarea omiterii exonului (exon-skipping) (analiza secundara) si adnotarea (analiza tertiara), pentru a
stabili fuziunea SOPHIA DDM™ Dx ROS si detectarea omiterii exonului.

e Modul SOPHIA DDM™ Dx gazduieste pipeline-ul bioinformatic si serveste drept interfata grafica pentru
Tncarcarea datelor de secventiere Next-Generation Sequencing (NGS) si generarea si descarcarea
raportului SOPHIA DDM™ Dx ROS. Consultati Manualul de utilizare al modului SOPHIiA DDM™ Dx pentru
instructiuni operationale.

Figura 1. Prezentare generala a componentelor produsului
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4. MODUL SOPHIA DDM™ DX

Modul SOPHIA DDM™ Dx este o aplicatie web care ofera o solutie software pentru clinicieni si cercetatori, pentru a
sprijini luarea deciziilor informate si stabilirea diagnosticului in oncologie si in bolile ereditare, inclusiv in afectiuni
dificil de diagnosticat, precum bolile rare. Aceasta se realizeaza prin analiza datelor de secventiere de noua
generatie (NGS) obtinute din biblioteci de genom intreg, biblioteci obtinute prin kituri de captura ADN sau ARN,
precum si din kituri bazate pe ampliconi, pentru aplicatii germinale si somatice. Modul SOPHIA DDM™ Dx este
destinat utilizarii de catre personal de laborator instruit, geneticieni clinici si patologii moleculari.

Pentru a accesa platforma pentru prima data, utilizatorul va trebui sa se inregistreze. Utilizatorul este rugat sa
parcurga urmatorii pasi:

e Selectati ,/nregistrati-vd acum”.

e Introduceti adresa dvs. de e-mail. Trebuie sa utilizati aceeasi adresa de e-mail care a fost utilizata pentru
a va crea contul la configurarea contului. Daca aveti nelamuriri, va rugam sa contactati administratorul
contului dumneavoastra.

e Selectati, Trimiteti codul de verificare”.

e Codul de verificare va fi trimis la adresa dvs. de e-mail. Introduceti codul primit prin e-mail si finalizati
procesul prin introducerea numelui dvs. si crearea unei parole noi.

Instructiunile detaliate pentru accesarea platformei si efectuarea unei cereri de analiza genomica sunt disponibile
in Manualul de utilizare a modului SOPHiA DDM™ Dx.
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5. MATERIALE S1 METODE PENTRU KIT

5.1. Consideratii initiale

Va rugam sa va asigurati ca toate eprubetele sunt intacte din punct de vedere fizic si depozitate la temperaturile
recomandate, la primire, pentru o performanta optima a kitului. Manipularea si depozitarea necorespunzatoare a
componentelor kitului Tn alte conditii pot afecta in mod negativ performanta kitului.

5.1.1. Continutul kitului (32 de probe)

Agitati intotdeauna putin eprubetele Thainte de utilizare pentru a colecta tot lichidul.
BOX 1 (A SE PASTRA LA -25 °C PANA LA -15 °C)

e Universal Blockers - TS Mix (12 pl)

e Human Cot DNA (25 pl)

e ROS_v1 probes by SOPHIA GENETICS (18 pl)
e 2x Hybridization Buffer (75 pl)

e Hybridization Buffer Enhancer (30 pl)

o 2x Bead Wash Buffer (1250 pl)

e 10x Stringent Wash Buffer (200 pl)

e 10x Wash Buffer | (160 pul)

e 10x Wash Buffer Il (110 pl)

e 10x Wash Buffer Il (110 pl)

e 32 Illumina®-compatible Unique Dual Index Primers V2 in a 96-well plate format (7 pl each): see Appendix
Il for primers display and sequences.

e Post Capture Illumina® Primers Mix (20 pl)
e PCREnhancer (20 pl)

e Post Capture PCR Master Mix 2x (122 pl)
BOX 2 (A SE PASTRA LA +2 °C PANA LA +8 °C)

e Dynabeads® M-270 Streptavidin (440 pl)
e Agencourt® AMPure® XP (11,6 ml)
e IDTE Low TE Buffer (10 ml)

e Nuclease-free water (20 ml)
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SOPHiIiA GENETICS™ Dx RNA Library Prep Kit IV*
(A SE PASTRA LA -25 °C PANA LA -15 °C)

. RT Primers (85 pl) e EndPrep Enzyme Mix (128 pl)

. RT Reaction Buffer (170 pl) . Ligation Master Mix (1268 pl)

. RT Enzyme Mix (86 pl) e Ligation Enhancer (44 pl)

e Second Strand Reaction Buffer (340 pl) . Stubby Universal Adapter (220 pl)
e Second Strand Enzyme Mix (170 pl)n . PCR Master Mix (2 x 520 pl)

. End Prep Reaction Buffer (296 pl) e Nuclease-free water (2x 1.8 ml)

* Pentru 32 de probe, se furnizeaza un kit de 32 de probe.

* SOPHiIiA GENETICS este distribuitorul exclusiv al acestui kit de pregatire a bibliotecilor.

A IMPORTANT: Consultati sectiunea Avertismente si masuri de precautie de mai jos pentru detalii
suplimentare
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..
AVERTISMENTE S| MASURI DE PRECAUTIE

Cuvant de

Pictograma semnaliza
Denumirea produsului Fraze de pericol si precautie Componenta periculoasa
2X
Tampon de hibridizare

e H300 Mortal in caz de inghitire. | Pericol Clorura de tetrametil-amoniu
Concentratie: 49%

e H311 Toxic in contact cu
CAS: 75-57-0

pielea.

H315 Provoaca iritarea pielii.
H370 Provoaca leziuni ale
organelor.

e H370 Provoaca leziuni ale
organelor (sistemul nervos
central).

e H411 Toxic pentru mediul

acvatic, cu efecte pe termen

S D

lung.

e P260 Nu inspirati
vaporii/pulverizarile.

® P264 Spalati bine pielea
contaminata dupa manipulare.

e P270 Nu mancati, nu beti si nu
fumati cand utilizati acest
produs.

e P273 Evitati dispersarea in
mediu.

e P280 Purtati manusi de
protectie/imbracaminte de
protectie/echipament de
protectie a ochilor/echipament
de protectie a fetei.

e P301+P310 In caz de inghitire:
sunatiimediat la un centru de
informare toxicologica sau un
medic.

e P302+P352in caz de contact
cu pielea: Spalati cu multa
apa.

e P308+P311in caz de expunere
sau de posibila expunere:
sunati la un centru de
informare toxicologica sau un
medic.

e P321 Tratament specific
(consultati recomandarile
medicale de pe aceasta
eticheta).

e P330 Clatiti gura.
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Cuvant de

Pictograma semnaliza
Denumirea produsului GHS Fraze de pericol si precautie re Componenta periculoasa

e P332+P3131ncazdeiritare a
pielii: consultati medicul.

e P362+P364 Scoateti
imbracamintea contaminata si
spalati-o Tnainte de reutilizare.

e P391 Colectati scurgerile de
produs.

e P405 A se depozita sub cheie.

e P501 Eliminati
continutul/recipientul in
conformitate cu reglementarile

nationale.

Intensificator tampon de e H351 Susceptibil de a provoca | Pericol Formamida
hibridizare
cancer. Concentratie: 100%

e H360 Poate dauna fertilitatii CAS: 75-12-7
sau fatului.

e H373 Poate provoca leziuni ale
organelor in caz de expunere
prelungita sau repetata.

e P201 Procurati instructiuni
speciale Tnainte de utilizare.

e P202 A nuse manipula decat
dupa ce au fost citite si
intelese toate masurile de
securitate.

e P260 Nurespirati
inspirati/pulverizarile.

e P280 Purtati manusi de
protectie/imbracaminte de
protectie/echipament de
protectie a ochilor/echipament
de protectie a fetei.

e P308+P3131n caz de expunere
sau de posibila expunere:
consultati medicul.

e P314 Consultati medicul, daca
nu va simtiti bine.

e P405 A se depozita sub cheie.

e P501 Eliminati
continutul/recipientul in
conformitate cu reglementarile

nationale.

10x tampon de spélare e H302 Nocivin caz de inghitire. Pericol Sare disodica a acidului

stringenta o L etilendiaminotetraacetic
e H315 Provoaca iritarea pielii. X
Concentratie: 2,5%

e H319 Provoaca o iritare grava a CAS: 6381-92-6

ochilor
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Cuvant de
Pictograma semnaliza
Denumirea produsului GHS Fraze de pericol si precautie re Componenta periculoasa
10x Tampon de spalare | e H228 Solid inflamabil. Pericol Dodecil sulfat de sodiu
. N
e H302 Nocivin caz de inghitire. Concentratie: 4,9%
CAS: 151-21-3

e H315 Provoaca iritarea pielii.

e H318 Provoaca leziuni oculare
grave.

e H332 Nocivin cazde inhalare.

e H401 Toxic pentru mediul
acvatic.

e H402 Nociv pentru mediul
acvatic.

e H412 Toxic pentru mediul
acvatic, cu efecte pe termen
lung.

e P273 Evitati dispersarea in
mediu.

e P280 Purtati manusi de
protectie/imbracaminte de
protectie/echipament de
protectie a ochilor/echipament
de protectie a fetei.

e P305+P351+P3381n caz de
contact cu ochii: clatiti cu
atentie cu apa, timp de mai
multe minute. Scoateti
lentilele de contact, daca este
cazul si daca acest lucru se
poate face cu usurinta.
Continuati sa clatiti.

e P310 Sunati imediat la un
centru de informare
toxicologica sau un medic.

e P501 Eliminati
continutul/recipientul in
conformitate cu reglementarile

nationale.

Va rugam sa folositi ca echipament individual de protectie.
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5.1.2. Materiale necesare (nu sunt furnizate)

MATERIALE FURNIZATE DE UTILIZATOR (SE ACHIZITIONEAZA
SEPARAT)

e Benzide 8 eprubete de 0,2 ml fara RNase/DNase

e Eprubete de 1,5 ml cu adsorbtie redusa pentru ADN
e Eprubete de 1,5 ml

e Eprubete conice de 50 ml

e Varfuri de pipeta cu filtru

e Etanol (grad de biologie moleculara)

e Reactivi de secventiere Illumina®

ARN izolat din materialul de referinta Seraseq® FFPE Tumor Fusion RNA v4 (Seracare, nr. produs 0710-
0496) poate fi utilizat ca martor pozitiv. Procesarea a 50 ng de ARN cu SOPHIA DDM™ Dx ROS ar trebui sa
permita detectarea tuturor rearanjamentelor tintite prezente Tn acest material.

ECHIPAMENTE DE LABORATOR

Pentru a evita contaminarea probei:

e Zona pre-PCR
e Echipamente sireactivi de cuantificare fluorometrica
e Suport de separare magnetica (tip 96 de godeuri)
e Pipete multicanal (P10 sau P20; P100; P200)
e Microcentrifuga de masa (compatibila cu benzi de 8 eprubete)
e Ciclortermic (capac incalzit programabil)

e Agitator vortex

e Zona post-PCR
e Sistem de electroforeza capilara
e Concentrator de vid pentru ADN
e Echipament si reactiv de cuantificare fluorometrica
e Suport de separare magnetica (compatibil cu eprubete de 1,5 ml)
e Suport de separare magnetica (tip 96 de godeuri)
e Pipete multicanal (P10 sau P20; P100; P200)
e Microcentrifuga de masa (compatibila cu benzi de 8 eprubete)
e Ciclortermic (capac incalzit programabil)
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e Bloc termic sau baie de apa (compatibile cu eprubete de 1,5 ml)

e Agitator vortex
5.2. Pregatirea bibliotecii

5.2.1. Prepararea ARN total

MATERIALE

o ARN extras din tesut fixat in formalina si inclus in parafina (ARN FFPE) (*A se vedea nota de mai jos)
e IDTE
e Apafara continut de nucleaza

e Benzide 8 eprubete de 0,2 ml fara RNase/DNase

Nota: Probele de tesut FFPE de intrare trebuie sa fie supuse unei deparafinari histologice standard, urmata

/ t \ de purificarea ARN-ului. Metoda de purificare a ARN-ului aleasa trebuie sa asigure conservarea eficienta
a ARN-ului si eliminarea altor componente, cum ar fi hemoglobina, EDTA, saruri, detergenti, proteaze,
solventi organici si alti compusi care au un impact potential negativ asupra reactiilor enzimatice
ulterioare. Recomandam stocarea ARN-ului purificat intr-o solutie tampon compusa din 10 mM Tris pH 7,5
sau 8,0 si 0,1 mM EDTA.

IMPORTANT: SOPHIiA DDM™ Dx ROS este destinat probelor cu un continut tumoral de cel putin 20%.
/ t \ Procesarea ARN-ului din probe cu un continut tumoral sub 20% nu este sustinuta de aceasta solutie.

Manipularea ARN-ului

Ribonucleazele (RNase) sunt enzime foarte raspandite si stabile, care pot degrada rapid moleculele de ARN. Prin
urmare, atunci cand se lucreaza cu ARN, trebuie luate anumite masuri de precautie pentru a evita contaminarea
cu RNase:

e Decontaminati-va spatiul de lucru, folositi manusi, pipete si produse de curatare cu nucleaza inainte de a
lucra cu ARN.

o Pastrati ARN-ul purificat pe gheata in timpul lucrului si depozitati-l la -80 °C.
e Purtati un halat de laborator si schimbati manusile frecvent.

e Utilizati instrumente de unica folosinta din plastic fara nucleaza, varfuri de pipeta cu bariere de aerosoli si
reactivi fara nucleaza.

Integritatea ARN-ului

Calitatea ARN-ului extras din FFPE este variabila si poate afecta datele de secventiere. Expunerea la formalina
afecteaza integritatea moleculelor prin fragmentarea acizilor nucleici si modificari chimice. De asemenea, induce
artefacte de secventiere din cauza evenimentelor de dezaminare.

Integritatea ARN-ului din probele de ARN FFPE trebuie evaluata Tnainte de experiment utilizdnd electroforeza
capilara de Tnalta rezolutie (de exemplu, sistemele Agilent Fragment Analyzer™, Agilent Bioanalyzer™, Agilent
TapeStation™).
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ijf Important: procesarea unei probe fara masurarea DV200 (procentul de fragmente ARN cu o

dimensiune de cel putin 200 pb) sau a unui DV200 mai mic de 20% poate duce la un randament

suboptimal al pregatirii bibliotecii si la o calitate insuficienta a datelor NGS, ceea ce poate duce la
rezultate neconcludente (consultati sectiunea Avertismente si limitari).

Cuantificarea ARN-ului

Pentru a pipeta cu exactitate cantitatea corecta de solutie de ARN de intrare, va recomandam sa efectuati o dilutie
initiala pentru a obtine o concentratie cuprinsa intre 10 si 50 ng/pl. Concentratia ARN trebuie confirmata printr-o
cuantificare fluorometrica (de exemplu, Qubit™, Thermo Fisher), iar valoarea obtinuta se utilizeaza pentru a calcula
dilutia finala.

Cerinte privind cantitatea de intrare si ciclurile PCR

Fluxul de lucru a fost optimizat pentru probe de ARN FFPE. Cantitatea de intrare recomandata este de 50 ng de ARN
total. Pregatirea bibliotecilor este posibila cu cantitati de intrare cuprinse intre 10 ng si 200 ng; cu toate acestea,
caracteristicile de performanta ale cantitatilor mai mari de 50 ng nu au fost stabilite Tn mod sistematic.

in functie de metrica DV200 pentru fiecare proba, ajustati numarul de cicluri PCR pentru amplificarea bibliotecii
(Sectiunea 5.2.9) in conformitate cu tabelul urmator:

Tabelul 2. Numarul de cicluri PCR necesare in functie de calitatea materialului de pornire.

FFPE FFPE

DV200 < 50% DV200 = 50%

12 10

NOTA:

e Utilizarea unei cantitati de ARN mai mici de 50 ng poate necesita efectuarea unor cicluri PCR
suplimentare n timpul amplificarii bibliotecii pentru a asigura un randament suficient al bibliotecii.

e Nurecomandam utilizarea probelor cu DV200 < ~20%, deoarece acest lucru poate duce la scaderea
performantei testului.
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PROCEDURA

1.

Decongelati probele de ARN pe gheata.

Pregatiti urmatoarele benzi PCR in functie de numarul de reactii:

La aranjarea probelor, se recomanda ca probele supuse sintezei de ADNc, care vor fi ulterior
amplificate cu acelasi numar de cicluri PCR, sa fie plasate in eprubete adiacente. Acest lucru va

facilita separarea eprubetelor pentru etapa PCR.

NUMARUL DE REACTII

Banda PCR 4 eprubete 8 eprubete 8 eprubete 8 eprubete
Numar de benzi 2 2 3 4
3. Pregatiti o dilutie pentru fiecare proba de ARN extras din FFPE (ARN FFPE) in numarul corespunzator de

benzi PCR, dupa cum urmeaza:

DILUTIE ARN FFPE

1-12 yl ARN FFPE

IDTE

Completati pana la 12 pl

ARN FFPE (cf. Tabelului 2 de pe pagina anterioara, Sectiunea 5.2)

Amestecati scurt prin pipetari usoare in sus si in jos de 5 ori, urmate de o centrifugare scurta intr-o

microcentrifuga pentru a colecta tot lichidul. Pastrati probele pe gheata.

Sfat: punct de oprire sigur peste noapte sau mai mult timp la -80 °C.

5.2.2. Prepararea preamestecurilor si a reactivilor

COMPONENTE S$I1 REACTIVI

Tampon de reactie RT

Amestec de enzimi RT

Tampon pentru reactia de sinteza a celeide a
doua catene

Amestec de enzimi pentru cea de a doua
catena

Tampon pentru reactia de pregatire a capetelor
(End Prep)

Amestec de enzimi pentru pregatirea capetelor
(End Prep)

Intensificator de ligare

Amestec principal de ligare

PCR Master Mix 2x

Apa fara continut de nucleaza

Bile magnetice AMPure’ XP echilibrate la
temperatura camerei
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PREGATIRE

e Scoateti componentele SOPHIA GENETICS™ Dx RNA Library Prep Kit IV din depozitarea la -20 °C si
decongelati-le pe gheata.

e Scoateti placa de primeri cu indici duali unici din depozitarea la -20 °C si puneti-o in frigider la 4 °C pentru
utilizare ulterioara.

e Scoateti bilele magnetice AMPure®XP din depozitarea la 2-8 °C si lasati-le sa se echilibreze la temperatura
camerei timp de cel putin 30 de minute. Agitati cu vortex bine bilele magnetice AMPure® XP pentru a
asigura resuspendarea corespunzatoare a bilelor magnetice, inainte de utilizare n toate etapele
ulterioare.

e Preparati etanol proaspat 80% (volumul in conformitate cu urmatoarea schema, in functie de numarul de
reactii):

ETANOL 80%
Numarul de reactii 8 16 24 32
Etanol 80% (in ml) 20 30 40 50

e Asigurati-va ca tamponul pentru reactia End Prep SOPHIA GENETICS™ Dx RNA Library Prep Kit IV este
complet decongelat. Daca se observa un precipitat in tampon, pipetati in sus siin jos de mai multe ori
pentru a-l descompune si agitati cu vortex pana la resuspensia completa. Amplasati pe gheata pana la
utilizare.

e Amestecati bine si se centrifugati toti reactivii inainte de utilizare si plasati-i pe gheata.
PREAMESTECTURI

1. Pregatiti preamestecul RT dupa cum urmeaza:

PREAMESTEC RT

Numarul de reactii 8 16 24 32
Tampon de reactie RT (in pl) 38,4 76,8 115,2 153,6
Amestec de enzimi RT (in pl) 19,2 38,4 57,6 76,8

e Amestecati bine prin pipetare in sus siin jos de 10 ori si centrifugati scurt. Pastrati la gheata.
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2. Pregatiti preamestecul pentru sinteza celei de a doua catene dupa cum urmeaza:

PREAMESTEC PENTRU SINTEZA CELEI DE A DOUA CATENE

Numarul de reactii 8 16 24 32

Tampon pentru reactia de sinteza a cele de a doua 76,8 153,6 230,4 307,2
catene (in pl)

Amestec de enzimi pentru cea de a doua catena 38,4 76,8 115,2 153,6
(in pu)
Apa fara continut de nucleaza (in pl) 460,8 921,6 1382,4 1843,2

e Amestecati bine prin pipetare in sus siin jos de 10 ori si centrifugati scurt. Pastrati la gheata.

3. Pregatiti preamestecul End Prep dupa cum urmeaza:

PREAMESTEC END PREP

Numarul de reactii 8 16 24 32
Tampon End Prep (in pl) 67,2 134,4 201,6 268,8
Amestec de enzimi End Prep (in pl) 28,8 57,6 86,4 115,2

e Amestecati bine prin pipetare in sus siin jos de 10 ori si centrifugati scurt. Pastrati la gheata.

4. Pregatiti preamestecul de ligare dupa cum urmeaza:

PREAMESTEC DE LIGARE

Numarul de reactii 8 16 24 32
Amestec principal de ligare (in pl) 290 580 870 1160
Intensificator de ligare (in pl) 9,7 19,3 28,95 38,6

e Amestecati bine prin pipetare in sus siin jos de 10 ori si centrifugati scurt. Pastrati la gheata.

Important: Amestecul de ligare si preamestecul enzimatic pentru a doua catena sunt foarte
vascoase; pipetati usor si asigurati-va ca obtineti un preamestec de ligare omogen.

5.2.3. Transcriere inversa (RT) - ARN FFPE

MATERIALE

Probe de ARN FFPE diluate (12 pl)

Primeri RT

Preamestec RT

e Benzide 8 eprubete de 0,2 ml fara RNAse/DNAse
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PREGATIRE

1. Pregatiti ciclorul termic pentru RT cu urmatoarele setari:

TEMPERATURA (°C) TIMP (MINUTE)

Capac 99

Pasul 1: Aliniere primeri 65 5
Pasul 2: Mentinere 4 0
Pasul 3: Extindere primeri 25 10
Pasul 4: Transcrierea inversa 42 15
Pasul 5: Dezactivarea enzimei 70 15
Pasul 6: Mentinere 4 )

Nota: daca aparatul dvs. PCR nu va permite sa intrerupeti programul si sa-l reluati pentru pasul
urmator, puteti utiliza doua programe separate pentru pasii 1-2 si pasii 3-6.

2. Porniti programul RT. Cand blocul ajunge la Pasul 1, intrerupeti programul.

PROCEDURA

Important: pastrati intotdeauna probele si preamestecul pe gheata, atat inainte, cat si dupa
incubare, pentru a preveni degradarea ARN-ului si pentru a bloca reactiile enzimatice.

1.  Pentru a facilita pipetarea, creati un rezervor de primeri RT intr-un nou set de benzi PCR, in conformitate
cu urmatoarea schema:

NUMARUL DE REACTII

Banda PCR (1 banda) 4 eprubete 8 eprubete 8 eprubete 8 eprubete

Primeri RT (in pl) 4,5 4,5 7,0 9,0

2. Pentru a facilita pipetarea, creati un rezervor de preamestec RT intr-un nou set de benzi PCR, in
conformitate cu urmatoarea schema:

NUMARUL DE REACTII

Banda PCR (1 banda) 4 eprubete 8 eprubete 8 eprubete 8 eprubete

Preamestec RT (in pl) 13 13 19,5 26,5

3. Pregatiti reactia dupa cum urmeaza:
e Folosind o pipeta multicanal, adaugati 2 pl de primeri RT la 12 pl de probe de ARN FFPE.
e Amestecati prin pipetare in sus si in jos de 5 ori si centrifugati scurt intr-o microcentrifuga.

4. Introduceti eprubetele in ciclorul termic preincalzit la 65 °C cu programul RT. Lasati tuburile in ciclorul
termic Tn timpul pasilor 1 si 2 (incubare la 65 °C si racire la 4 °C). Dupa ce probele au ajuns la 4 °C,
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scoateti tuburile din ciclorul termic, centrifugati-le scurt si continuati sa pregatiti reactia (pe gheata) dupa
cum urmeaza:

e Folosind o pipeta multicanal, adaugati 6 pl de preamestec RT la cei 14 pl de probe de ARN si
primeri RT (20 plin benzi de 4 sau 8 eprubete).

e Amestecati prin pipetare in sus si in jos de 5 ori si centrifugati scurt intr-o microcentrifuga.

Important: eprubetele trebuie pastrate pe gheata inainte si dupa incubarea la 65 °C pentru
a evita degradarea moleculelor de ARN.

5. Introduceti reactia in ciclorul termic si continuati programul RT (pasii 3-6).

Treceti imediat la sinteza cDNA pentru a doua catena.

5.2.4. Sinteza ADNc pentru a doua catena

MATERIALE

e Produs de reactie RT1n 20 pl

e Preamestec pentru a doua catena
PREGATIRE

e Setati ciclatorul termic la 16 °C (cu capacul deschis).

PROCEDURA

Important: pastrati intotdeauna probele si preamestecul pe gheata, atat inainte, cat si dupa
incubare, pentru a preveni degradarea ARN-ului si pentru a bloca reactiile enzimatice.

1. Pentru afacilita pipetarea, creati un rezervor de preamestec pentru a doua catena prin adaugarea
urmatoarelor volume la un nou set de benzi cu 4 sau 8 eprubete, in conformitate cu urmatoarea schema:

NUMARUL DE REACTII

Banda PCR (1 banda) 4 eprubete 8 eprubete 8 eprubete 8 eprubete

Preamestec pentru a doua catena (in pl) 135 135 203 270

2. Pregatiti reactia dupa cum urmeaza:

e Folosind o pipeta multicanal, adaugati 60 pl de preamestec pentru a doua catena la cei 20 ul de
produs RT.

e Amestecati prin pipetare in sus si in jos de 5 ori si centrifugati scurt intr-o microcentrifuga.

3. Incubatiin ciclorul termic la 16°C timp de 1h (cu capacul deschis).

Treceti imediat la curatarea ADNc.
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5.2.5. Curatarea ADNc

MATERIALE

Produs de sinteza ADNc a doua catena in 80 pl

Bile magnetice AMPure’ XP echilibrate la temperatura camerei
Etanol 80% proaspat preparat

IDTE

Benzi de 8 eprubete de 0,2 ml fara RNase/DNase

PROCEDURA

10.

11.

12.

13.

14.

Folosind o pipeta multicanal, adaugati 120 pl de bile magnetice AMPure® XP la 80 pl de produs de sinteza
ADNCc pentru a doua catena. Amestecati bine prin pipetare in sus siin jos de 10 ori.

Incubati la temperatura camerei timp de 5 minute si centrifugati scurt pentru a indeparta lichidul de pe
peretii eprubetei.

Asezati benzile de 4 sau 8 eprubete pe un suport magnetic pentru format de placi de 96 de godeuri timp de
3 minute sau pana cand lichidul devine transparent.

Eliminati cu grija supernatantul cu ajutorul unei pipete multicanal.
Tineti eprubetele pe suportul magnetic pentru urmatorii pasi.

Folosind o pipeta multicanal, adaugati 170 pl de etanol 80% la bilele magnetice. Incubati timp de 30 de
secunde pana la 1 minut.

Eliminati cu grija etanolul cu ajutorul unei pipete multicanal.
Repetati pasii 5 si 6 inca o data.
indepértat,i etanolul rezidual cu ajutorul unei pipete multicanal P10 sau P20.

Lasati bilele magnetice sa se usuce la aer la temperatura camerei timp de 5 minute. Nu uscati prea mult
bilele magnetice deoarece acest lucru ar putea reduce cantitatea de acid nucleic recuperat.

Scoateti eprubetele din suportul magnetic.
Folosind o pipeta multicanal, adaugati 53 ul de IDTE la bilele magnetice pentru a elua ADNc.
Amestecati bine prin pipetare in sus siin jos de 10 ori si centrifugati scurt.

Incubati la temperatura camerei timp de 5 minute si centrifugati scurt, daca este necesar, pentru a
indeparta lichidul de pe peretii eprubetei.

Asezati benzile de 4 sau 8 eprubete pe un suport magnetic pentru format de placi de 96 de godeuri timp de
3 minute sau pana cand lichidul devine transparent.

Transferati cu grija 50 yl de ADNc eluat in eprubetele nou etichetate de 0,2 ml de pe benzile de 8 eprubete.

Sfat: punct de oprire sigur peste noapte la -20 °C sau pentru depozitare mai lunga.
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5.2.6. Repararea capetelor si A-Tailing

MATERIALE

e ADNCc purificatin 50 pl fiecare
e Preamestec End Prep

e Benzide 8 eprubete de 0,2 ml fara RNase/DNase

PREGATIRE

e Programati ciclorul termic pentru End Prep cu urmatoarele setari:

TEMPERATURA (°C) TIMP (MINUTE)

Capac 75

Pasul 1 4 1
Pasul 2 20 30
Pasul 3 65 30
Mentinere 4 ©

e Porniti programul End Prep. Cand blocul ajunge la Pasul 1 - 4 °C, intrerupeti programul.

PROCEDURA

iji Important: pastrati intotdeauna probele si preamestecul pe gheata inainte si dupa incubare pentru a
bloca reactia enzimatica.

1. Pentru a facilita pipetarea, creati un rezervor de preamestec End Prep prin adaugarea urmatoarelor
volume la un nou set de benzi cu 4 sau 8 eprubete, in conformitate cu urmatoarea schema:

NUMARUL DE REACTII

Banda PCR (1 banda) 4 eprubete 8 eprubete 8 eprubete 8 eprubete

Preamestec End Prep (in pl) 22 22 33 44

2. Pregatiti reactia dupa cum urmeaza:

e Folosind o pipeta multicanal, adaugati 10 pl de preamestec End Prep la 50 ul de probe ADNc (60 pl
in benzi de 4 sau 8 eprubete).

e Folosind o pipeta multicanal configurata la 40 pl, amestecati bine prin pipetariin sus siinjosde 5
ori si centrifugati scurt intr-o microcentrifuga.

3. Introducetiin ciclorul termic si continuati programul End Prep.

Treceti imediat la ligare.
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5.2.7. Ligare

MATERIALE

e Produse de reactie de reparare a capetelor si A-Tailing (ER&AT) in 60 pl fiecare
e Preamestec de ligare
e Stubby Universal Adapter

e Benzide 8 eprubete de 0,2 ml fara RNase/DNase

PREGATIRE

e Intimpulincubérii ER&AT, pregatiti noi benzi PCR cu 5 pl de Stubby Universal Adapter per eprubeta in
functie de strategia de indexare, conform urmatoarei scheme:

NUMARUL DE REACTII

Banda PCR 4 eprubete 8 eprubete 8 eprubete 8 eprubete

Numar de benzi 2 2 3 4

e Setaticiclatorul termic la 20 °C (cu capacul deschis).

PROCEDURA

1. Pentru a facilita pipetarea, creati un rezervor de preamestec de ligare intr-un nou set de benzi PCR in
conformitate cu urmatoarea schema:

NUMARUL DE REACTII

Banda PCR (1 banda) 4 eprubete 8 eprubete 8 eprubete 8 eprubete

Preamestec de ligare (in pl) 70 70 105 140

2. Folosind o pipeta multicanal, transferati 60 pl din fiecare produs de reactie ER&AT la benzile de 4 sau 8
eprubete care contin 5 pl de Stubby Universal Adapter.

3. Amestecati bine prin pipetare in sus siTn jos de 10 ori si centrifugati scurt.

4. Folosind o pipeta multicanal, adaugati 31 ul de preamestec de ligare la fiecare produs de reactie ER&AT
(96 plin fiecare eprubeta a benzii de 4 sau 8 eprubete).

5. Folosind o pipeta multicanal configurata la 60 pl, amestecati bine prin pipetare de 10 ori in sus siin jos si
centrifugati scurt.

6. Incubatiin ciclorul termic la 20 °C timp de 15 minute (cu capacul deschis).
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Continuati cu curatarea post-ligare.

Important: Nu puneti banda (benzile) pe gheata la sfarsitul ligarii, deoarece aceasta ar putea reduce

A legarea ADN-ului de bilele magnetice.

5.2.8. Curatarea post-ligare

MATERIALE

Produse ale reactiei de ligare in 96 pl fiecare

Bile magnetice AMPure’ XP echilibrate la temperatura camerei
Etanol 80% proaspat preparat

Apa fara continut de nucleaza

IDTE

Benzi de 8 eprubete de 0,2 ml fara RNase/DNase

PROCEDURA

10.

Folosind o pipeta multicanal, adaugati 80 pl de bile magnetice AMPure® XP la fiecare 96 pl de produse ale
reactiei de ligare. Amestecati bine prin pipetare in sus si in jos de 10 ori.

Incubati la temperatura camerei timp de 5 minute si centrifugati scurt daca este necesar.

Asezati banda de 4 sau 8 eprubete pe un suport magnetic pentru format de placi de 96 de godeuri timp de
5 minute sau pana cand lichidul devine transparent.

Eliminati cu grija 170 pl de supernatant folosind o pipeta multicanal.
Tineti eprubetele pe suportul magnetic pentru urmatorii pasi.

Folosind o pipeta multicanal, adaugati 170 pl de etanol 80% la bilele magnetice. Incubati timp de 30 de
secunde pana la 1 minut.

Eliminati cu grija etanolul cu ajutorul unei pipete multicanal.
Repetati pasii 5 si 6 inca o data.
Tndepérta'gi etanolul rezidual cu ajutorul unei pipete multicanal P10 sau P20.

Lasati bilele magnetice sa se usuce la aer la temperatura camerei timp de 5 minute. Nu uscati prea mult
bilele magnetice deoarece acest lucru ar putea reduce cantitatea de ADN recuperat.

Scoateti eprubetele din suportul magnetic.
Folosind o pipetad multicanal, adaugati 20 pl de IDTE la bilele magnetice.

Amestecati bine prin pipetare n sus sin jos de 10 ori si centrifugati scurt.

Continuati cu amplificarea bibliotecii.
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5.2.9. Amplificarea bibliotecii

MATERIALE

e Produse ale reactiei ligate si bile magnetice resuspendate in 20 yl de IDTE fiecare
e PCR Master Mix 2x

e Placa de primer cu index dublu unic 32 pentru Illumina“®
PREGATIRE

e Programati ciclorul termic pentru amplificarea bibliotecii cu urmatoarele setari:

TEMPERATURA
(°C) TIMP (SECUNDE)

Capac 99
Pasul 1: Denaturarea 98 120
initiala
Pasul 2: Denaturare 98 20
Pasul 3: Aliniere 60 30 n cicluri*
Pasul 4: Extindere 72 30
Pasul 5: Extindere finala 72 60
Mentinere 10 ©

* Urmati tabelul 2 (Sectiunea 5.2.1 Prepararea ARN total) pentru a determina numarul de cicluri PCR in functie de
calitatea ARN-ului si de cantitatea de material initial.

PROCEDURA

1. Pentru a facilita pipetarea, creati un rezervor de PCR Master Mix 2x prin adaugarea urmatoarelor volume la
un nou set de benzi cu 4 sau 8 eprubete, in conformitate cu urmatoarea schema:

NUMARUL DE REACTII

Banda PCR (1 banda) 4 eprubete 8 eprubete 8 eprubete 8 eprubete

PCR Master Mix 2x (in pl) 60 60 90 120

2. Pregatiti reactia dupa cum urmeaza:

e Folosind o pipeta multicanal, adaugati 5 pl de primer cu index dublu unic diferit per eprubeta la
produsele de ligare si la bilele magnetice, in conformitate cu strategia dvs. de indexare.
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3.

e Amestecati bine prin pipetare in sus siin jos de 10 ori si centrifugati scurt.

e Folosind o pipeta multicanal, adaugati 25 pl de PCR Master Mix 2x la produsele de ligare si la bilele
magnetice (25 plin benzi de 4 sau 8 eprubete). Amestecati bine prin pipetare in sus siin jos de 10
ori si centrifugati scurt.

Introduceti eprubetele in ciclorul termic si rulati programul de amplificare a bibliotecii.

Sfat: punct de oprire sigur peste noapte la 4 °C.

5.2.10. Curatarea dupa amplificare

MATERIALE

Produse de reactie PCR1n 50 pl fiecare

Bile magnetice AMPure’ XP echilibrate la temperatura camerei
Etanol 80% proaspat preparat

Apa fara continut de nucleaza

Eprubete cu adsorbtie redusa pentru ADN, pentru stocarea bibliotecilor

PROCEDURA

10.

Folosind o pipeta multicanal, adaugati 50 ul de bile magnetice AMPure* XP la fiecare 50 pl de produs PCR.
Amestecati bine prin pipetare Tn sus si in jos de 10 ori.

Incubati la temperatura camerei timp de 5 minute si centrifugati scurt daca este necesar.

Asezati benzile de 4 sau 8 eprubete pe un suport magnetic pentru format de placi de 96 de godeuri timp de
5 minute sau pana cand lichidul devine transparent.

Eliminati cu grija 90 pl de supernatant folosind o pipeta multicanal.
Tineti eprubetele pe suportul magnetic pentru urmatorii pasi.

Folosind o pipeta multicanal, adaugati 170 pl de etanol 80% la bilele magnetice. Lasati eprubetele in
repaus timp de 30 de secunde pana la 1 minut.

Eliminati cu grija etanolul cu ajutorul unei pipete multicanal.
Repetati pasii 5 si 6 inca o data.
indepértati etanolul rezidual cu ajutorul unei pipete multicanal P10 sau P20.

Lasati bilele magnetice sa se usuce la aer la temperatura camerei timp de 5 minute. Nu uscati prea mult
bilele magnetice deoarece acest lucru ar putea reduce cantitatea de ADN recuperat.

Scoateti eprubetele din suportul magnetic.

Folosind o pipeta multicanal, adaugati 20 ul de apa fara continut de nucleaza la bilele magnetice.
Amestecati bine prin pipetare in sus siin jos de 10 ori. Incubati la temperatura camerei timp de 5 minute si
centrifugati pentru a indeparta lichidul de pe peretii eprubetei.
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11. Asezati banda de 4 sau 8 eprubete pe un suport magnetic pentru format de placi de 96 de godeuri timp de
5 minute sau pana cand lichidul devine transparent.

12. Transferati cu grija 18 yl de supernatant (se recomanda transferul de doua ori a 9 plin aceasta etapa) intr-
o eprubeta noua, etichetata, pentru depozitarea bibliotecii.

Sfat: punct de oprire sigur peste noapte la 4 °C sau -20 °C pentru depozitare mai lunga.

5.3. Cuantificarea bibliotecilor individuale si
controlul calitatii

MATERIALE

e Echipamente sireactivi de cuantificare fluorometrica
e Sistem de electroforeza capilara
e Apafara continut de nucleaza

e Benzide 8 eprubete de 0,2 ml fara Rnase/Dnase

PROCEDURA

1. Preparati o dilutie de 4 ori a fiecarei biblioteci cu apa fara nucleaza (de exemplu, 2 pl de biblioteca in 6 pl
de apa fara nucleaza).

2. Cuantificati bibliotecile cu ajutorul unei metode fluorometrice (de exemplu, cuantificare Qubit HS
utilizdnd 2 pl din dilutia 4x a bibliotecii mentionata mai sus).

3. Efectuati controlul calitatii bibliotecilor prin analizarea profilului acestora prin electroforeza capilara.
Fragmentele de ADN din biblioteca trebuie sa aiba o distributie a dimensiunii intre 200bp si 800bp, cu un
varf clar in intervalul 200-400 bp.

5822
5600~
5400-| LM
5200
5000
4300-
4600-
2400-
—, 4200~ ]
= 4000- w
3800
3600
3400
3200
3000
2800
2600 Wl A
2413

100—|
200—
200-
00—
0
800—
700
00—
1888

1200—|
6000

Size (bp)
Exemplu de distributie a unei biblioteci de pre-captura obtinuta cu sistemul de electroforeza capilara Agilent

Fragment Analyzer™; UM - Marker superior, LM - Marker inferior.
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5.4. Captura

5.4.1. Gruparea bibliotecilor pentru hibridizare si
captura

MATERIALE

e Biblioteci individuale
e ADN Cotuman
e Blocanti universali - Amestec TS

e Eprubete de 1,5 ml cu adsorbtie redusa pentru ADN
PROCEDURA

1. Pregatiti un preamestec din urmatoarele elemente intr-o eprubeta cu absorbtie redusa pentru ADN

NUMAR DE CAPTURI

ADN Cot uman (in pl) 5 11 16,5 22

Blocanti universali - Amestec TS (in pl) 2 4,4 6,6 8,8

2. Incazulin care se efectueazé douad sau mai multe capturi, se pipeteaza 7 pl din preamestecul de mai sus
in eprubete individuale cu adsorbtie redusa pentru ADN.

3. Adaugati un grup de 8 biblioteci individuale folosind 200 ng din fiecare (in total 1600 ng) per capturain
eprubetele individuale care contin preamestecul de mai sus.

4. Amestecati bine prin pipetare Tn sus si Tn jos de 10 ori si centrifugati scurt.

5. Uscatifiecare amestec folosind un concentrator de ADN in vid pdna cand amestecul este complet
liofilizat. Utilizati incalzirea usoara (45-50 °C) pentru a accelera liofilizarea.

Sfat: Punct de oprire sigur peste noapte la -20 °C.

5.4.2. Hibridizarea

MATERIALE
. Biblioteci liofilizate . Eprubete de 1,5 ml
e 2Xtampon de hibridizare e 10Xtampon de spalare |
. Intensificator tampon de hibridizare . 10x tampon de spalare I
e Sonde ROS_v1 e 10xtampon de spalare Il
e Apa fara continut de nucleaza e 10X tampon de spalare stringenta
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e Benzide 8 eprubete de 0,2 ml fara e 2Xtampon de spalare bile magnetice
RNase/DNase
PREGATIRE

1.  Preincalziti ciclorul termic la 95 °C (setati capacul la 99 °C).

2. Dupadenaturarea de 10 minute, treceti direct la 65 °C (setati capacul la 75 °C).

ijf Important: recomandam utilizarea unor cicloare termice diferite pentru incubarile la 95 °C si 65 °C,

daca sunt disponibile.

PROCEDURA

1. Pregatiti un preamestec de hibridizare in functie de numarul de reactii de capturare:

NUMAR DE CAPTURI

2x tampon de hibridizare (in pl) 8,5 18,7 28,05 37,4
Intensificator tampon de hibridizare (in pl) 3,4 7,48 11,22 14,96
Apa fara continut de nucleaza (in pl) 1,1 2,42 3,63 4,84

2. Resuspendati granula liofilizata in 13 pl de preamestec de hibridizare.
3. Transferati granula liofilizata intr-o eprubeta PCR (o eprubeta pentru fiecare reactie de capturare).
4. Incubatiin ciclorul termic la 95 °C timp de 10 minute.

Important: Nu lasati temperatura eprubetei sa scada sub 65 °C intre pasii 4 si 6, deoarece
acest lucru poate duce la o aliniere incorecta a sondelor.

5. Mutati eprubeta PCR de la ciclorul termic setat la 95 °C la cel setat la 65 °C, apoi adaugati 4 ul de sonde la
amestec. Folosind o pipeta setata la 13 pl, amestecati bine prin pipetari in sus siin jos de 5 ori.

6. Incubatiin ciclorul termic la 65 °C timp de 4 pana la 16 ore.

7. Pregatiti in prealabil 1x solutii de lucru ale diferitelor tampoane de spalare, asa cum este descris in
paginile urmatoare, pentru a le permite sa ajunga la echilibru in timpul reactiei de hibridizare.
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PREGATIREA TAMPOANELOR DE SPALARE PENTRU 1 REACTIE
TAMPON DE
TAMPON DEPOZITARE (pl) APA (ul) VOLUM FINAL 1X (pU)
10x Tampon de spalare | 33 297 330
10x tampon de spalare Il 22 198 220
10x tampon de spalare Ill 22 198 220
10x tampon de spalare stringenta 44 396 440
2x tampon de spalare bile 275 275 550
magnetice

ijf Important: Prefncalziti 1x tampon stringent si alicotati 110 pl din 1x tampon de spalare | la 65 °C intr-un
termobloc sau intr-o baie de apa timp de cel putin 2 ore. Pastrati tamponul de spalare | ramas la
temperatura camerei.

PREGATIREA TAMPOANELOR DE SPALARE PENTRU 2 REACTII

TAMPON DE

TAMPON DEPOZITARE (pl) APA (ul) VOLUM FINAL 1X (pl)
10x Tampon de spalare | 66 594 660
10x tampon de spalare |l 44 396 440
10x tampon de spalare Il 44 396 440
10x tampon de spalare stringenta 88 792 880
2x tampon de spalare bile 550 550 1100
magnetice

ijf Important: Preincalziti 1x tampon stringent si alicotati 220 pl din 1x tampon de spalare | la 65 °C intr-un
termobloc sau intr-o baie de apa timp de cel putin 2 ore. Pastrati tamponul de spalare | ramas la
temperatura camerei.
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PREGATIREA TAMPOANELOR DE SPALARE PENTRU 3 REACTII

TAMPON DE
TAMPON DEPOZITARE (pl) APA (pl) VOLUM FINAL 1X (pl)
10x Tampon de spalare | 99 891 990
10x tampon de spalare Il 66 594 660
10x tampon de spalare Ill 66 594 660
10x tampon de spalare stringenta 132 1188 1320
2x tampon de spalare bile 825 825 1650

magnetice

iji Important: Prefncalziti 1x tampon stringent si alicotati 330 pl din 1x tampon de spalare | la 65 °C intr-un
termobloc sau intr-o baie de apa timp de cel putin 2 ore. Pastrati tamponul de spalare | ramas la
temperatura camerei.

PREGATIREA TAMPOANELOR DE SPALARE PENTRU 4 REACTII

TAMPON DE

TAMPON DEPOZITARE (pl) APA (pl) VOLUM FINAL 1X (pl)
10x Tampon de spalare | 132 1188 1320
10x tampon de spalare Il 88 792 880
10x tampon de spalare IlI 88 792 880
10x tampon de spalare stringenta 176 1584 1760
2x tampon de spalare bile 1100 1100 2200
magnetice

iif Important: Preincalziti 1x tampon stringent si alicotati 330 pl din 1x tampon de spalare | la 65 °C intr-un
termobloc sau intr-o baie de apa timp de cel putin 2 ore. Pastrati tamponul de spalare | ramas la
temperatura camerei.

. w

5.4.3. Pregatirea bilelor magnetice de streptavidina
MATERIALE
o Bile magnetice de streptavidina echilibrate la temperatura camerei
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e 1xtampon de spalare bile magnetice
e Eprubete de 1,5 ml

e Benzide 8 eprubete de 0,2 ml fara RNase/DNase

PROCEDURA

Efectuati acesti pasi chiar inainte de incheierea incubarii de hibridizare.

1. Amestecati bilele magnetice prin agitare cu vortex timp de 15 secunde.

2. Transferati 100 pl de bile magnetice pentru fiecare captura (200 pl pentru 2 reactii, 300 pl pentru 3 reactii,
400 pl pentru 4 reactii) intr-o singura eprubeta de 1,5 ml.

3. Asezati eprubeta pe un suport magnetic si lasati-o in repaus pana cand solutia devine transparenta.
indepértat,i cu grija si eliminati supernatantul.

4. Adaugati 200 pl de 1x tampon de spalare a bilelor magnetice pentru fiecare captura (400 pl pentru 2
reactii, 600 pl pentru 3 reactii, 800 ul pentru 4 reactii) In eprubeta. Agitati cu vortex timp de 10 secunde.

5. Asezati eprubeta pe un suport magnetic si lasati-o in repaus pana cand solutia devine transparenta.
Indepartati cu grija si eliminati supernatantul.

6. Repetati o data pasii 4 si 5.

7. Adaugati 100 pl de 1x tampon de spalare a bilelor magnetice pentru fiecare captura (200 pl pentru 2
reactii, 300 pl pentru 3 reactii, 400 pl pentru 4 reactii) in eprubeta. Agitati cu vortex timp de 10 secunde.

8. Transferati 100 pyl de bile magnetice curatate intr-o noua eprubeta PCR (o eprubeta pentru fiecare reactie
de capturare).

9. Asezati eprubeta (eprubetele) pe un suport magnetic pentru format de placi de 96 de godeuri si lasati-o
(lasati-le) in repaus pana cand solutia devine transparenta. Tndepértati cu grija si eliminati supernatantul.

A Important: Nu lasati bilele magnetice sa se usuce.

Continuati imediat cu legarea tintei hibridizate la bilele magnetice.

5.4.4. Legarea tintei hibridizate la bilele magnetice

MATERIALE

e Bile magnetice de Streptavidin curatate in eprubeta (eprubete) PCR

e Reactie (reactii) de hibridizare
PROCEDURA

A Important: Lucrati rapid pentru a va asigura ca temperatura probei ramane aproape de 65 °C.
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Scoateti reactia (reactiile) de hibridizare din ciclorul termic, centrifugati scurt eprubeta (eprubetele) si

puneti-le Tnapoi in ciclorul termic.

Introduceti eprubetele cu bile magnetice de streptavidina spalate in ciclorul termic (nu mai mult de doua

eprubete pe rand pentru a evita uscarea bilelor).

Pentru fiecare reactie de hibridizare, transferati 17 pyl din solutia de reactie de hibridizare intr-o eprubeta

PCR care contine bile magnetice curatate. Resuspendati bilele magnetice prin pipetari in sus si in jos pana

cand solutia este omogena.

Legati ADN-ul de bilele magnetice prin introducerea eprubetei (eprubetelor) intr-un ciclor termic setat la

65 °C (capacul la 75 °C). Incubati timp de 45 de minute.

in timpul incubarii, pipetati usor in sus si in jos eprubeta (eprubetele) la fiecare 15 minute pentru a v&

asigura ca bilele magnetice raman in suspensie.

Continuati direct cu spalarea bilelor magnetice de streptavidina pentru a elimina ADN-ul nelegat.

5.4.5. Spalarea bilelor magnetice de streptavidina
pentru aindeparta ADN-ul nelegat

MATERIALE

Tinte hibridizate pe bile magnetice

Benzi de 8 eprubete de 0,2 ml fara
RNase/DNase

Eprubete de 1,5 ml cu adsorbtie redusa pentru
ADN

1x tampon de spalare | (1/3 la 65 °C si 2/3 la
temperatura camerei)

PROCEDURA

1x tampon de spalare |l

1x tampon de spalare Il

1x tampon de spalare stringenta (la 65 °C)
Apa fara continut de nucleaza

IDTE

A Asigurati-va ca temperatura ramane aproape de 65 °C pentru pasii 1-7

1.

Nota: daca lucrati cu 2 sau mai multe eprubete de captare, lucrati in mod esalonat de la pasul 2 la
pasul 8, inclusiv urmatoarele:

Atunci cand se amplaseaza prima eprubeta in termobloc la 65 °C pentru prima incubarea de 5

minute (etapa 5), porniti un cronometru.

incepeti procesarea celei de a doua eprubete.

Atunci cand amplasati a doua eprubeta la 65 °C, observati timpul de separare a eprubetelor si
asigurati-va ca respectati acest interval de timp de-a lungul etapelor 2-8 pentru a va asigura ca

fiecare eprubeta incubeaza exact 5 minute la 65 °C cu spalarea stringenta.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Adaugati 100 pl de 1x tampon de spalare | (la 65 °C) in fiecare dintre eprubetele cu tinta hibridizata/bile
magnetice de streptavidina.

Lucrand cate cu o eprubeta pe rand, resuspendati si transferati amestecul unul cate unul intr-o noua
eprubeta de 1,5 ml cu absorbtie redusa pentru ADN. Daca lucrati cu doua sau mai multe eprubete de
captare, lucrati in mod esalonat, dupa cum se indica mai sus.

Amplasati eprubeta pe un suport magnetic si lasati-o sa stea in repaus pana cand solutia devine
transparenta. indepartati cu grija si eliminati supernatantul.

Adaugati 200 pl de 1x tampon de spalare stringenta (la 65 °C) in eprubeta. Resuspendati usor bilele
magnetice prin pipetari in sus siin jos.

A Amestecarea puternica a bilelor magnetice cu tamponul de spalare stringenta ar putea
reduce calitatea capturii.

Incubati la 65 °C timp de 5 minute.

Asezati eprubeta pe un suport magnetic si lasati-o in repaus pana cand solutia devine transparenta.
Indepartati cu grija si eliminati supernatantul.

Repetati o data pasii de la 4 la 6.
Lucrati la temperatura camerei.

Adaugati 200 ul de 1x tampon de spélare | (la temperatura camerei) in eprubeta. Resuspendati usor bilele
magnetice prin pipetariin sus siinjos.

Nota: Daca lucrati cu 2 sau mai multe eprubete de captare; incepand cu acest pas, procesati toate
eprubetele in acelasi timp.

Agitati cu vortex timp de 2 minute.

Asezati eprubeta (eprubetele) pe un suport magnetic si lasati-o (lasati-le) in repaus pana cand solutia
devine transparenta. indepartati cu grija si eliminati supernatantul.

Adaugati 200 pyl de 1x tampon de spalare Il in fiecare eprubeta. Agitati cu vortex timp de 1 minute.

Asezati eprubeta (eprubetele) pe un suport magnetic si lasati-o (lasati-le) in repaus pana cand solutia
devine transparenta. indepértati cu grij& si eliminati supernatantul.

Adaugati 200 pul de 1x tampon de spalare Il in fiecare eprubeta. Agitati cu vortex timp de 30 de secunde.
Centrifugati scurt pentru a colecta tot lichidul.

Asezati eprubeta (eprubetele) pe un suport magnetic si lasati-le in repaus pana cand solutia devine
transparenta. indepartati cu grija si eliminati supernatantul.

Adaugati 200 pl de 1x IDTE in fiecare eprubeta. Resuspendati bilele magnetice. Centrifugati scurt pentru a
colecta tot lichidul.

Asezati eprubeta (eprubetele) pe un suport magnetic si lasati-o (lasati-le) in repaus pana cand solutia
devine transparenta. indepartati cu grija si eliminati supernatantul.

Eliminati tot lichidul ramas folosind o pipeta P10 sau P20.

Adaugati 20 pl de apa fara continut de nucleaza in fiecare eprubeta, resuspendati si transferati amestecul
de bile magnetice/apa intr-o noua eprubeta PCR.
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5.5. Amplificarea post-captura

MATERIALE

e Suspensie de bile magnetice de streptavidina/apa fara continut de nucleaza (20 pl)
e Post Capture PCR Master Mix 2X

e Post Capture Illumina® Primers Mix

e Amplificator PCR

e Apafara continut de nucleaza

PREGATIRE

e Programati ciclorul termic pentru amplificarea post-captura utilizand urmatoarele setari:

TEMPERATURA
(°C) TIMP (SECUNDE)
Capac 99 -
Pasul 1: Denaturarea 98 120
initiala
Pasul 2: Denaturare 98 20
Pasul 3: Aliniere 60 30 15
cicluri
Pasul 4: Extindere 72 30
Pasul 5: Extindere finala 72 60
Mentinere 10 ©

1. Pregatiti preamestecul PCR dupa cum urmeaza:

PREAMESTEC PCR

Numar de reactii 1 2 3 4
Post Capture PCR Master Mix 2X (in pl) 25 55 82,5 110
Post Capture Illumina® Primers Mix (in pl) 2,5 5,5 8,25 11
Intensificator PCR (in pl) 2,5 5,5 8,25 11
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2. Adaugati 30 yl de preamestec PCR la fiecare suspensie de bile magnetice. Amestecati bine prin pipetare in
sus siTn jos de 10 ori si centrifugati scurt.

3. Introduceti eprubeta (eprubetele) in ciclorul termic si rulati programul post-captura de amplificare a

bibliotecii.

Sfat: punct de oprire sigur peste noapte la 4 °C sau -20 °C pentru depozitare mai lunga.

~

5.6. Curatarea amplificarii post-captura

MATERIALE

e Produse de reactie PCRn 50 pl fiecare

e Bile magnetice AMPure® XP echilibrate la temperatura camerei
e Etanol 80% proaspat preparat

e IDTE

e Eprubete cu adsorbtie redusa pentru ADN pentru depozitarea bibliotecii.

PROCEDURA

1. Adaugati 50 pl de bile magnetice AMPure® XP la fiecare dintre produsele de reactie PCR de 50 pl.
Amestecati bine prin pipetare Tn sus si in jos de 10 ori.

2. Incubatila temperatura camerei timp de 5 minute si centrifugati scurt pentru a indeparta lichidul de pe
peretii eprubetei.

3. Asezati eprubeta (eprubetele) pe un suport magnetic timp de 5 minute sau pana cand lichidul devine
transparent.

4. Eliminati cu grija 90 pl de supernatant folosind o pipeta multicanal.
Tineti eprubeta (eprubetele) pe suportul magnetic pentru urmatorii pasi.

5. Folosind o pipeta multicanal, adaugati 170 pl de etanol 80% la bilele magnetice. Lasati eprubeta
(eprubetele) in repaus timp de 30 de secunde pana la 1 minut.

6. Eliminati cu grija etanolul.
7. Repetati o data pasii 5 si 6.
8. Indepartati etanolul rezidual cu ajutorul unei pipete P10 sau P20.

9. Lasati bilele magnetice sa se usuce la aer la temperatura camerei timp de 5 minute. Nu uscati prea mult
bilele magnetice deoarece acest lucru ar putea reduce cantitatea de ADN recuperat.

Scoateti eprubeta (eprubetele) din suportul magnetic.

10. Adaugati 20 yl de IDTE la bilele magnetice. Amestecati bine prin pipetare in sus si in jos de 10 ori. Incubati
la temperatura camerei timp de 5 minute si centrifugati scurt pentru a indeparta lichidul de pe peretii
eprubetei.
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11. Asezati eprubeta (eprubetele) pe un suport magnetic timp de 5 minute sau pana cand lichidul devine
transparent.

12. Transferati cu grija 18 yl de supernatant (se recomanda transferul de doua ori a 9 plin aceasta etapa) intr-
o eprubeta noua, etichetata, pentru depozitarea bibliotecii.

Sfat: punct de oprire sigur peste noapte la 4 °C sau -20 °C pentru depozitare mai lunga.

5.7. Cuantificarea finala a bibliotecii si controlul
calitatii

MATERIALE

e Echipamente sireactivi de cuantificare fluorometrica

e Sistem de electroforeza capilara

PROCEDURA

1. Cuantificati fiecare grup de biblioteci capturat cu o metoda fluorometrica (de exemplu, cuantificarea
Qubit HS folosind 2 pl din biblioteca).

2. Controlati calitatea grupului de biblioteci prin analizarea profilului acestora prin electroforeza capilara.
Fragmentele de ADN din biblioteca trebuie sa aiba o distributie a dimensiunii intre 200bp si 800bp, cu un
varf clar in intervalul 200-400 bp.

o
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55001 M UM
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3000~
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24144
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Size (bp)
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Exemplu de distributie a dimensiunii grupului de biblioteci post-captura obtinuta cu sistemul de electroforeza
capilara Agilent Fragment Analyzer™. LM se refera la markerul inferior, UM se refera la markerul superior.
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5.8. Pregatirea bibliotecii pentru secventiere

MATERIALE

e Illumina® NextSeq® 550 Mid-Output Kit v2.5 (300 cicluri)
e Biblioteci finale capturate

e Tampon EBT sau similar

PROCEDURA

1. Determinati molaritatea fiecarui grup cu dimensiunea medie a bibliotecii (dimensiunea varfului in perechi
de baze) si concentratia (ng/ul) obtinute in etapa 5.7, dupa cum urmeaza:

Concentratia bibliotecii (ng/pL)
Dimensiune medie (perechi de baze) x 649,5

6

Molaritatea bibliotecii (nM) = X 10

2. Diluatifiecare grup capturat la 4 nM.

3. 1ncazul procesérii mai multor grupuri de secventiere, amestecati-le in cantititi egale (de exemplu, 5 pl din
fiecare) conform tabelului de recomandari de secventiere de mai jos:

TIP KIT SISTEM NEXTSEQ 550 MAXIMUM PROBE PER RULARE

Randament mediu Pana la 86

4. Amestecati bine si utilizati aceasta dilutie Tn conformitate cu recomandarile [llumina® privind denaturarea
standard.

5. Pentru dilutia de incarcare, consultati tabelul de mai jos:

TIP KIT SISTEM NEXTSEQ 550 DILUTIE DE INCARCARE

Randament mediu 1,3 pM

[Ajustati dilutia (intervalul 1,1 pM - 1,5 pM) in functie de numarul de clustere obtinute in prima rulare]

6. Pentru citirile recomandate pe proba, consultati tabelul de mai jos:

LUNGIMEA CITIRII NUMAR TOTAL RECOMANDAT DE NUMAR RECOMANDAT DE PERECHI DE CITIRI

(iN BP) CITIRI PER PROBA (FRAGMENTE) PER PROBA

2 X150 3 milioane 1,5 milioane
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6. PROCEDURA DE ANALIZA

6.1. Demultiplexarea datelor NGS

Utilizatorul trebuie sa efectueze demultiplexarea datelor NGS urmand instructiunile furnizate de ghidul de utilizare
al secventiatorului Illumina® NextSeq® 550 (NextSeq 550 Systems Guide, Document # 15069765 v07). Dupa cum
indica Illumina®, demultiplexarea autonoma pentru analizele tertilor poate fi efectuata cu bcl2fastq v2.0 sau o
versiune mai recenta (bcl2fastq2 Conversion Software v2.20 Software Guide, Document #15051736 v03).

iji Nota: Utilizatorii trebuie sa retina ca utilizarea optiunii de tip no-lane-splitting in bcl2fastq sau
utilizarea altor fluxuri automate de demultiplexare poate genera nume de fisiere incompatibile cu
modulul SOPHiA DDM™ Dx. Va rugam sa consultati Manualul de utilizare al modului SOPHiA DDM™ Dx

pentru instructiuni clare.

6.2. incarcarea si analiza datelor

Utilizatorul se conecteaza in modul SOPHIiA DDM™ Dx si selecteaza SOPHIA DDM™ Dx RNAtarget Oncology Solution
in fereastra ,My product(s)”, pentru a initia incarcarea datelor NGS. Pentru a crea o noua cerere pentru o analiza
genomica, consultati sectiunea ,,Crearea unei cereri de analiza” din Manualul de utilizare a modului SOPHiA DD M™
Dx pentru instructiuni suplimentare. Dup4 finalizarea analizei, utilizatorii vor primi o notificare prin e-mail. In cazul
in care o notificare nu este primita in termen de 24 de ore de la initierea procesului de incarcare a datelor, utilizatorii
trebuie sa contacteze echipa de asistenta.

fi Nota: Toate probele din cererea de analiza trebuie sa fi fost procesate in cadrul aceleiasi rulari de
secventiere si preparate cu aceiasi reactivi de analiza.

6.3. Generarea raportului

Dupa ce fisierele de secventiere (FASTQ) sunt incarcate cu succes, progresul analizei poate fi monitorizat in
widgetul ,Cererile mele de analiza genomica” din tabloul de bord sau din browser. Odata finalizat, raportul SOPHiIA
DDM™ Dx ROS generat pentru fiecare proba din cerere poate fi accesat si descarcat in format PDF. Manualul de
utilizare a modului SOPHiA DDM™ Dx poate fi utilizat pentru a obtine instructiuni detaliate privind analiza.
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Figura 2. Exemplu de raport SOPHIA DDM™ Dx ROS cu primul rezultat posibil al testului, a se vedea Tabelul 3.
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Se afiseaza Raportul SOPHIA DDM™ Dx ROS: SOPHIiA DDM™ Dx ROS a detectat fuziuni si/sau evenimente de exon-
skipping, scorul de calitate a probei si starea calitatii probei. Tabelul 3 de mai jos ofera o prezentare generala a
rezultatelor posibile.

Tabelul 3. Prezentare generala a rezultatelor posibile ale testului SOPHiA DDM™ Dx ROS

SOPHiIiA DDM™ Dx
ROS a detectat

fuziuni/evenimente | Scor de Starea
de exon-skipping calitate calitatii Descriere
Pozitiv =50 Acceptat Detectare pozitiva de mare incredere.
Pozitiv <50 Avertisme Detectare pozitiva de mare incredere cu un avertisment. Risc
nt crescut ca fuziunile suplimentare din proba sa nu fie

detectate. AVERTISMENT privind starea calitatii probei,
deoarece pragul scorului de calitate (acoperirea genelor de
control) nu este atins.

Negativ =50 Acceptat Detectare negativa cu incredere ridicata.
Negativ <50 Avertisme Detectare negativa cu avertisment. Risc crescut de fals
(neconcludent) nt negativ si rezultat neconcludent. AVERTISMENT privind starea

calitatii probei, deoarece pragul scorului de calitate
(acoperirea genelor de control) nu este atins.
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7. DESCRIEREA S1 PARAMETRII ANALIZEI

7.1. Fisiere de resurse

Alinierea se realizeaza fata de genomul de referintd GRCh37 (denumit si hg19). Sursele disponibile public pentru
toate aceste cerinte pot fi gasite la adresa:

GRCh37 - genom de referinta hg19:

https://storage.googleapis.com/genomics-public-data/references/b37/Homo_sapiens_assembly19.fasta.gz

Conversia coordonatelor genomice in etichete de gene si intervale genomice (pentru gene, transcrieri si exoni) este
realizata utilizdnd o baza de date interna de transcrieri generata la data de 23 august 2016, folosind versiunea
RefSeq disponibila intre versiunea RefSeq 77 si versiunea 78.

v

7.2. Gene tinta

produsul SOPHIA DDM™ Dx ROS vizeaza exoni despre care se stie ca sunt implicati Tn rearanjamente patogene:
evenimente de exon-skipping (MET ex14, EGFRVIII) sau fuziuni (ALK, FGFR1-4, NRG1, NTRK1-3, RET, ROS1). Lista
completd a exonilor vizati pentru detectarea fuziunilor genice este prezentata in Tabelul 4 de mai jos (numerele
negre). Exonii care nu sunt vizati in mod specific, dar pentru care fuziunile nu ar fi excluse din raport daca ar fi
detectate, sunt de asemenea inclusiin tabel (numerele rosii).

Tabelul 4. Lista exonilor implicati in evenimentele de fuziune genica detectate de SOPHiA DDM™ Dx ROS

ID
Simbol Exoni permisi atunci cand gena este Exoni permisi atunci cand gena | transcriere
gena partenerul 5' este partenerul 3' Refseq
ALK NA 2,3,4,5,6-9,10,11-15,16-20,21- NM_004304
29
FGFR1 1,2,3-8,9-11,12,13,14,15-18 2-6,7,8-10,11,12,13,14-16,17,18 NM_023110
FGFR2 1,2,3-5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17,18 2,3,4,5,6-9,10,11,12,13,14- NM_000141
17,18
FGFR3 2,3,4,5,6,7-12,13,14,15,16,17,18 4,5,6-9,10,11,12,13-17,18 NM_000142
FGFR4 2,3-6,7,8-10,11,12-15,16,17,18 2,3-6,7,8-17,18 NM_213647
NRG1 NA 2,3,4,5,6,7,8,9-12 NM_013964
NTRK1 NA 7-13,14-17 NM_002529
NTRK2 NA 9,10,11-13,14,15,16,17,18-21 NM_006180
NTRK3 NA 7,8-11,12,13,14,15,16,17,18-20 NM_0010123
38
RET NA 2,3-10,11,12,13-16,17,18-20 NM_020975
ROS1 NA 32-36,37-42,43 NM_002944
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negru = exoni tintd pentru care fuziunile pot fi detectate si vor fi raportate;

rosu = exoni care nu sunt vizati, dar pentru care fuziunile vor fi totusi raportate daca sunt detectate.

7.3. Preprocesarea datelor brute

7.3.1. Preprocesare

in etapele initiale ale prelucrarii datelor, fisierele fastq.gz sunt trunchiate la o dimensiune maximéa de 200 MB.
Dimensiunea fisierului original si dimensiunea dup3a trunchiere sunt raportate in raportul QA. In continuare,
metricile privind calitatea datelor sunt colectate pe baza fisierelor fastq dupa trunchiere.

7.3.2. Aliniere

Citirile sunt aliniate cu STAR-2.7.0f_0328 folosind setari single-end. Sunt generate urmatoarele fisiere:

a. Fisier bam principal: Contine toate citirile care acopera o singura locatie din genom (adica fara puncte de
rupturd) sau care acopera mai multe locatii intr-un mod liniar, corespunzator unui eveniment de splicing.
Acest fisier este utilizat pentru detectarea omiterii exonului (exon-skipping).

b. Fisier de jonctiuni chimerice: Contine citirile care acopera doua sau mai multe locatii din genom, dar care
nu se aliniaza intr-un mod liniar, corespunzator unui eveniment de splicing. Deoarece acestea sunt tipurile
de citiri implicate in mod tipic intr-o rearanjare, acest fisier este utilizat pentru detectarea fuziunilor.
Pentru o descriere mai detaliata a unei alinieri chimerice, utilizatorul poate consulta (Dobin et al., 2013)*.

7.4. Lista modulelor incluse

Rezultatele returnate de pipeline-ul analitic Tn raportul IVD sunt detectari de fuziuni si/sau detectari de exon-
skipping si un indicator de calitate pentru fiecare proba.

7.4.1. Modul de detectare a fuziunii genice/a
evenimentelor de exon-skipping:

Detectarea fuziunii si a omiterii exonului (exon-skipping)

Modulul de detectare a fuziunilor si a evenimentelor de exon-skipping include algoritmi care aplica teste statistice
pentru a identifica evenimente relevante din citiri aliniate chimeric, functii de cuantificare si functii de filtrare.
Modulul executa urmatorii pasi:

a. Identificarea fuziunilor candidate din fisierul de jonctiuni chimerice generat de STAR. Fuziunile candidate
care implica ARN-uri necodante sau doua regiuni din aceeasi gena nu vor fi luate Tn considerare pentru
analiza ulterioara.

b. Identificarea evenimentelor candidate de exon-skipping din fisierul bam principal prin examinarea
dovezilor de exon-skipping in alinieri.
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c. Evaluarea probabilitatii ca un candidat sa fie un eveniment adevarat de fuziune/exon-skipping. Modelul
statistic utilizat ia in considerare urmatoarele:

e Tipulde punct de ruptura (relevant numai pentru fuziuni). De exemplu, intr-o fuziune tipica in care
punctul de ruptura este intronic pentru ambii parteneri, tipul de punct de ruptura va fi intron-intron.
Alte tipuri ar putea fi exon-intron sau exon-exon. Fuziunile in care punctul de ruptura se afla in
mijlocul unui exon sunt penalizate si necesita suport molecular suplimentar pentru a fi considerate
de incredere ridicata, deoarece aceste tipuri de evenimente sunt rare.

e Pozitia de mapare a citirilor (relevanta numai pentru fuziuni). De exemplu, intr-o fuziune tipica in
care punctul de ruptura este intronic pentru ambii parteneri, citirile se vor mapa la limitele exon-
intron ale ambilor parteneri. In acest caz, pozitia de mapare va fi exon-exon. Alte tipuri de pozitii de
mapare ar putea fi exon-intron sau intron-intron.

e Numarul de molecule care sustin evenimentul.

e Consecinta codanta prezisa.

in unele cazuri, o pereche de gene de fuziune poate avea fuziuni multiple numite cu puncte de ruptura diferite. In
acest caz, vor fi raportate fuziuni multiple.

Filtrarea si raportarea fuziunii si a exon-skipping

Lista de fuziunireturnatain etapa de identificare poate contine detectari cuincredere scazuta generate de artefacte
din date, evenimente cu suport molecular insuficient sau detectari cu incredere ridicata care nu sunt sustinute de
domeniul de aplicare al produsului. Orice fuziuni care indeplinesc urmatoarele criterii sunt considerate de
incredere scazuta si nu vor aparea in raportul IVD:

a. Detectaride fuziuni in care ambii parteneri sunt adnotati ca apartinand aceleiasi familii de gene pe baza
adnotarii HGNC.

b. Detectari de fuziuniin care ambii parteneri au un grad ridicat de omologie, dar nu sunt adnotati ca facand
parte din aceeasi familie de gene. Homologia este definita ca o aliniere BLAST intre gena 5' si gena 3', care
produce o valoare E mai mare de 50.

c. Detectari de fuziuniin care cel putin un partener este o pseudogena.

d. Detectari de fuziuniin care perechea de gene este adnotata in HGNC ca fiind de tip locus ,readthrough”.
e. Detectaride fuziuni sau de exon-skipping cu mai putin de 10 molecule de suport.

f. Detectari de fuziuniin care genele 5' si 3' sunt suprapuse.

g. Detectari de fuziuniin care secventa intronica face parte din transcrierea de fuziune matura.

in plus, pentru ca o fuziune sa fie raportata, cel putin un partener trebuie sa fie mentionat in Tabelul 4 (cu ID-
ul transcrierii corespunzator, orientarea in cadrul fuziunii si exonul care delimiteaza punctul de ruptura).
Va rugam sa retineti:

a. Exonii partener evidentiati cu rosu in Tabelul 4 nu sunt tintiti de test, dar pot fi totusi detectati (de

exemplu, daca un exon adiacent este tintit).

b. Coordonatele genomice, in loc de simbolurile genelor, vor fi afisate pentru genele care nu sunt prezente in
Tabelul 1 (care enumera genele relevante din punct de vedere clinic).
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Vor fi raportate numai urmatoarele evenimente de exon-skipping: EGFR 1-8 (NM_005228), EGFR 1-9 (NM_005228)
si MET 13-15 (NM_001127500).

7.4.2. Indicator de calitate

Pentru fiecare proba analizata se calculeaza urmatorul indicator:

e Acoperirea genei de control: aceasta valoare reprezintd acoperirea moleculara calculata a unei gene de
controlintern. Deoarece se asteapta ca gena de control selectata sa fie bine exprimata in diferite tipuri de
tesuturi, aceasta masuratoare este utilizata ca indicator al ratei de conversie a ARN-ului, adica eficienta
cu care moleculele de ARN disponibile in proba sunt convertite in fragmente care pot fi secventiate si
utilizate pentru analiza.

e Probele care prezinta o acoperire moleculara sub 50x sunt considerate ca avand o calitate suboptimala a
datelor si sunt etichetate cu Starea calitatii , WARNING” (Avertisment) in raportul SOPHIiA DDM™ Dx ROS.
Acest statut indica faptul ca doar un numar mic de molecule unice au fost secventiate, posibil din cauza
calitatii scazute a materialului de intrare sau a unor probleme tehnice legate de executarea fluxului de
lucru. Calitatea insuficienta a datelor poate afecta puterea de detectare a evenimentelor de fuziune sau
de omitere a exonului. Acoperirea de 50x sau mai mare este asociata cu statutul de calitate ,,PASS”
(Acceptat). A se vedea Sectiunea 6.3 pentru detalii suplimentare.
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8. EVALUAREA PERFORMANTEI

8.1. Evaluarea performantelor analitice

8.1.1. Concordanta statutului de fuziune / exon-skipping
cu testul NGS comparator

Performanta analitica a detectiei fuziunilor/evenimentelor de exon-skipping a fost evaluata utilizand 50 ng de ARN
derivat din 54 de probe clinice FFPE, incluzand 40 de probe de tumori pulmonare si 14 provenite din alte tumori
solide. Statutul acestor probe a fost predeterminat cu ajutorul metodei (metodelor) NGS alternative si comparat cu
rezultatul SOPHIiA DDM™ Dx ROS.

limita inferioara a intervalului

Masurarea performantei Observate de incredere de 95%
in general (n=54) Acord procentual pozitiv 100% 88,65%
Acord procentual negativ 100% 99,99%
Acord procentual global 100% NA
Numai plamani Acord procentual pozitiv 100% 79,61%
(n=40) .
Acord procentual negativ 100% 99,99%
Acord procentual global 100% NA

8.1.2. Limita de detectie pentru fuziuni / evenimente de
exon-skipping

Limita de detectie (LoD) a fost estimata utilizand dilutii ale unei probe de referinta care contine 14 rearanjamente
tintite si o proba clinica, ambele cu un numar cunoscut de molecule de fuziune / exon-skipping. Au fost utilizati 50
ng de ARN total ca material de intrare. Limita de detectie (LoD) a fost masurata ca fiind cel mai mic numar de
molecule de fuziune prezente in materialul de intrare la care sensibilitatea a atins 295%, cu un interval de incredere
de 95%.

LoD [molecule/50 ng de

Eveniment ARN]
FGFRS- 280
BAIAP2L1
EML4-ALK 303
EGFRuvlII 258
CCDC6-RET 335
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LoD [molecule/50 ng de

Eveniment ARN]
METex14 240
ETV6-NTRK3 296
CD74-ROS1 677
KIF5B-RET 78
LMNA-NTRK1 371
FGFR3-TACC3 69
SLC34A2-ROS1 187
NCOA4-RET 241
TFG-NTRK1 369
TPM3-NTRK1 213
CD74-NRG1 357*

*fuziune evaluata intr-o proba clinica

8.1.3. Repetabilitatea statutului de fuziune/exon-
skipping

Repetabilitatea a fost evaluata prin masurarea acordului procentual pozitiv (PPA) / acordului procentual negativ
(NPA) intr-un experiment care a inclus 32 de replici ale unei probe de referinta diluate, care continea 14 rearanjari
tintite, astfel Tncat diferite evenimente au fost prezente la aproximativ 0,9-6 ori limita de detectie (LoD).
Repetabilitatea de 100% a fost masurata pentru toate cele 13 evenimente prezente peste limita lor de detectie.

8.2. Evaluarea performantelor clinice

Performanta clinica a solutiei SOPHIA DDM™ Dx RNAtarget Oncology Solution a fost stabilita intr-un studiu clinic
pe 22 de probe de ARN izolate din probe de tumori pulmonare FFPE. Statutul clinic (adica pozitiv sau negativ pentru
fuziune/exon-skipping) pentru fiecare proba a fost predeterminat utilizand metoda NGS validata extern. 50 ng de
ARN au fost procesati cu SOPHIA DDM™ Dx ROS de catre un centru extern, iar statusul determinat a fost comparat
cu statusul pre-determinat.

Valoare (95% C.l.)

Sensibilitate 100% [70,09%-
diagnostica 100%]
Specificitate 100% [77,19%-
diagnostica 100%]
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9. AVERTISMENTE, MASURI DE PRECAUTIE SI
LIMITARI

9.1. Avertismente generale

Numai pentru diagnosticarea in vitro. Deciziile privind ingrijirea si tratamentul pacientului trebuie sa se
bazeze pe judecata medicala independenta a medicului curant, luand in considerare toate informatiile
aplicabile privind starea pacientului, cum ar fi istoricul pacientului si al familiei, examinarile fizice,
informatiile obtinute in urma altor teste de diagnosticare si preferintele pacientului, in conformitate cu
standardul de ingrijire Tntr-o anumita comunitate.

SOPHIiA DDM™ Dx ROS a fost validat pentru probe de ARN FFPE provenite din cancer pulmonar (input de 50
ng), cu DV200 = 20% (masurat utilizand sistemul Agilent Fragment Analyzer™) si continut tumoral 2 20%
(determinat prin metode standard de anatomie patologica), secventiate pe platforma Illumina® NextSeq®
550 (flow cell Mid-Output).

Calitatea slaba a datelor brute NGS poate afecta analiza datelor si cauza rezultate fals pozitive, fals
negative si neconcludente.

Daca se modifica orice parte a manipularii, protocolului, secventiatorului, multiplexarii etc., analizele nu
sunt acoperite de instructiunile de utilizare descrise.

Pentru a preveni contaminarea probelor, trebuie definite spatii separate fizic pentru etapele pre-PCR si
post-PCR. Utilizati intotdeauna reactivi proaspeti, ARN corect extras si depozitat. Pentru detalii privind
calitatea si integritatea ARN-ului, consultati IFU Sectiunea 5.3.1 Prepararea ARN total.

Pentru efectuarea experimentului, trebuie utilizate pipete corect calibrate si echipamente de laborator
adecvate.

Nu trebuie amestecate loturi diferite de reactivi.

Dimensiunea maxima de rulare care poate fi incarcata pentru acest produs este de 75 Gb. Pipeline-ul
analitic poate procesa probe individuale cu pana la 1 Gb de date. Volumele mai mari per proba pot cauza
disfunctionalitatea pipeline-ului.

Pentru instructiuni detaliate privind software-ul, consultati manualul de utilizare al modului SOPHiA DDM™
Dx.

9.2. Masuri generale de precautie

A se utiliza numai cu kitul SOPHiIiA GENETICS™ Dx RNA Library Prep Kit IV.
Pentru utilizarea IVD numai cu modul SOPHIiA DDM™ Dx.
Nu utilizati kituri, reactivi sau articole de unica folosinta dupa data expirarii.

Toate materialele biologice si substantele chimice sunt potential periculoase. Desi este putin probabil ca
materialul de proba FFPE si acizii nucleici preparati din acesta sa prezinte un pericol infectios, utilizatorul
trebuie sa respecte intotdeauna procedurile locale de sanatate si siguranta.
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Specimenele trebuie manipulate ca fiind infectioase, utilizadnd proceduri de laborator sigure, precum cele
descrise Tn documentul CLSI M29-A4s.

Depozitati si manipulati reactivii in conformitate cu instructiunile de pe cutiile kitului si nu i utilizati daca
au expirat.

Unii reactivi pot necesita masuri de precautie. Pentru informatii specifice privind siguranta, consultati
fisele cu date privind siguranta materialelor (MSDS) corespunzatoare, furnizate pentru fiecare
componenta a produsului.

Eliminati reactivii neutilizati, kiturile, accesoriile si deseurile in conformitate cu reglementarile locale.

Acuratetea rezultatelor analizei nu poate fi garantata. Laboratoarele de secventiere trebuie sa efectueze
verificari ale calitatii probelor si sa semnaleze probele neconforme. Probele neconforme (de exemplu,
probele de intrare in afara intervalului de criterii recomandate: Cantitatea de ARN, continutul tumoral si
DV200) ar putea duce la rezultate compromise in ceea ce priveste performanta analitica a testului.
SOPHIA GENETICS™ nu isi asuma raspunderea pentru rezultatele si deciziile luate pe baza acestor
rezultate.

Se recomanda pastrarea ARN purificat in solutie tamponata compusa din 10 mM Tris pH 7,5 sau 8,0 si 0,1
mM EDTA.

9.3. Limitari generale

Multiplexarea pentru a obtine un numar mediu de citiri per proba intr-o rulare mai mica de 3 milioane de
citiri (1,5 milioane de fragmente) poate afecta negativ performanta produsului.

Absenta unui eveniment de fuziune/exon-skipping in raport nu exclude prezenta unui astfel de eveniment
prezent sub limitele de detectie ale testului. Pentru mai multe detalii privind limita de detectie, consultati
Sectiunea 9.3.1.

Cantitatea maxima de date per fisier fastq.gz (sau patru seturi de fisiere in cazul intrarilor cu banda
divizata) este limitata la 200 mb, ceea ce corespunde la 4,5-5M citiri per proba. Fisierele mai mari de atat
vor fi redimensionate (adica, citirile sunt efectuate pana cand se atinge dimensiunea maxima sau sfarsitul
fisierului).

Produsul nu detecteaza si nici nu raporteaza evenimentele de contaminare Tncrucisata a probelor.
Produsul nu masoara si nu raporteaza continutul tumoral al probelor.

Chiar si atunci cand se respecta recomandarile privind multiplexarea probelor si se atinge numarul mediu
recomandat de 1,5 milioane de perechi de citiri per proba pentru o anumita secventiere, adancimea
moleculei poate fi insuficienta pentru a furniza rezultate sensibile si precise din diverse motive, inclusiv:
calitatea slaba a probelor si calitatea slaba a datelor NGS.

Calitate scazuta, numar inegal de transcrieri tinta intre probele combinate, alocare semnificativinegala a
citirilor intre bibliotecile individuale sau combinate si cele capturate, alocare semnificativinegala a
citirilor intre probele multiplexate in aceeasi rulare, distributie dezechilibrata a profunzimii citirilor pe
panelul de gene (de exemplu, profunzime de citire constant mai mica in regiunile bogate in AT). De
asemenea, este posibil ca bibliotecile derivate din probe de calitate slaba sa consume mult mai putine
citiri decat numarul mediu de citiri intr-o rulare.
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e Testul este capabil sa detecteze fuziuni genice, definite ca transcrieri anormale care contin exoni proveniti
din doua gene distincte, si in special jonctiuni exon-exon ale genelor de fuziune la nivel de mRNA, cu
conditia ca exonul genei tinta primare implicat in fuziune sa fie inclus in lista de tinte din Tabelul 4.

e Raportul SOPHIA DDM™ Dx ROS IVD furnizeaza simbolul genei, ID-ul transcrierii si exonii relevanti numai
pentru fuziunile care implica genele enumerate in Tabelul 1.

e Toate fuziunile vor fi raportate cu conditia sa indeplineasca restrictiile enumerate in Sectiunea 7.4.1
Modul de detectare a evenimentelor de fuziune genetica + exon-skipping - Filtrarea si raportarea fuziunii si
a exon-skipping. Orice fuziuni in afara domeniului de aplicare al acestui produs nu vor fi raportate.

e Orice eveniment de exon-skipping, altul decat MET exon 14 si EGFRuvIII, nu va fi raportat.

e Performanta de detectare a evenimentelor de fuziune/exon-skipping este asigurata atat timp cat calitatea
datelor este suficienta, asa cum indica indicatorul de calitate (a se vedea Sectiunea 7.4.2). Absenta
evenimentelor raportate pentru probele cu o stare de calitate WARNING nu exclude prezenta
evenimentelor. Se raporteaza in continuare fuziuni cu incredere ridicata pentru astfel de probe.

e Fragmentarea materialului de intrare ar putea sa nu reflecte gradul de deteriorare chimica a ARN -ului
genomic. Se stie ca deteriorarea chimica scade conversia ARN in ADNc si duce la o diversitate scazuta a
moleculelor. Prin urmare, in unele cazuri, se pot obtine date de calitate slaba pentru probe cu valori
DV200 relativ ridicate (a se vedea Sectiunea 5.2.1).

e Performantele reduse ale testului, in special rezultatele fals negative sau neconcludente, pot fi cauzate
de: probleme Tn etapele de pregatire a probei sau de secventiere, prezenta evenimentelor sub limita lor de
detectie, material de pornire insuficient (de exemplu, <50 ng), calitate scazuta a materialului de intrare,
continut tumoral scazut, adancime de secventiere insuficienta, contaminare cu ADN (in special la un
raport ADN:ARN de 4:1 sau mai mare), evenimente cu omologie ridicata a secventei cu regiuni care nu
sunt vizate, evenimente cu complexitate scazuta a secventei sau limitari in proiectarea kitului.

e Diversitatea moleculara scazuta observata in datele obtinute se reflecta, de obicei, printr-un randament
redus al bibliotecii si poate fi cauzata de diversi factori, inclusiv material de intrare insuficient,
fragmentare excesiva a materialului de intrare, degradare chimica accentuata a ARN-ului, contaminare cu
RNases, prezenta unor interferenti chimici, probleme in timpul pregatirii bibliotecii sau capturii, probleme
de secventiere sau adancime de secventiere insuficienta. Indicii de calitate slaba a datelor care pot fi
observate:

a. Randament scazut al bibliotecii — probele cu o concentratie a bibliotecii de cel putin 25 ng/ml
genereaza, in general, date de calitate suficienta, evaluata prin numarul de molecule ale genei de
control; valorile mai mici potindica probleme de calitate a probei sau probleme tehnice.

b. Randament scazut al bibliotecii capturate —randamentele de capturare cu o concentratie de cel
putin 10 ng/mlindica, in general, executarea corecta a fluxului de lucru.

c. Numar scazut de citiri — numarul de citiri semnificativ mai mic de 3M citiri per proba poate avea un
impact negativ asupra performantei.

d. Probleme de secventiere — parametrii de secventiere sub valorile recomandate de Illumina® nu vor
sustine performantele bune ale produsului.

e Evenimentele de fuziune si de exon-skipping necesita o cantitate suficienta de molecule initiale pentru
fuziune in proba. Evenimentele pot sa nu fie detectate atunci cand fuziunea este putin sau deloc
exprimata. Produsul este capabil sa detecteze fuziuni/evenimente de exon-skipping numai daca acestea
sunt exprimate la un anumit nivel in orice proba data, rezultdnd un numar suficient de molecule
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disponibile pentru conversie. Va rugam sa consultati limitele de detectie pentru evenimentele testate in
Tabelul 5 de mai jos.

Tabelul 5. Limita de detectie a fuziunilor genice/evenimentelor de exon-skipping (numar de molecule)

Obiectivul

principal Limita de detectie [molecule]*
ALK EML4 ALK 13 20 303
EGFR EGFR EGFR 1 8 258
FGFR3 FGFR3 TACC3 17 11 69
FGFR3 FGFR3 BAIAP2L1 17 2 280
MET MET MET 13 15 240
NRG1 CD74 NRG1 6 6 357
NTRK1 LMNA NTRK1 2 11 371
NTRK1 TFG NTRK1 5 10 369
NTRK1 TPM3 NTRK1 8 10 213
NTRK3 ETV6 NTRK3 5 15 296
RET CCDC6 RET 1 12 335
RET KIF5B RET 24 11 78
RET NCOA4 RET 7 12 241
ROS1 CD74 ROS1 6 34 677
ROS1 SLC34A2 ROS1 4 34 187

* Limita de detectie a fost estimata utilizand numarul de molecule de fuziune din materialul de intrare,
determinat fie prin PCR digital cu picaturi, fie pe baza valorilor declarate de producatorul materialului de
referinta utilizat. Valoarea reprezinta limita superioara a intervalului de incredere estimat de 95% pentru
limita de detectie (LoD), asigurand o sensibilitate de 95%, calculata utilizadnd 5 dilutii seriale, cu cel putin
10 replici pentru fiecare dilutie®.

e Detectarea fuziunilor a fost verificata cu probe clinice care prezinta un set divers, dar limitat de fuziuni. Nu
toate probele testate au fost derivate din tumori pulmonare. Pentru o lista detaliata, va rugam sa
consultati Tabelul 6 de mai jos. Datoritd numarului potential mare de fuziuni posibile, nu se poate garanta
ca produsul va putea detecta eficient fuziunile care nu sunt incluse in aceasta lista.

Tabelul 6. Lista probelor utilizate pentru detectarea fuziunilor
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Obiectivu
L Probe

principal testate Tipul probei

ALK EML4 ALK 13 20 3 Cancer pulmonar,
Adenocarcinom pulmonar, Proba
de referinta

ALK EML4 ALK 2 20 1 Adenocarcinom pulmonar

ALK EML4 ALK 6 20 1 Adenocarcinom pulmonar

ALK PPFIBP1 ALK 12 20 1 Cancerul pulmonar

EGFR EGFR EGFR 1 8 2 Gliom, proba de referinta

FGFR1 FGFR1 TACC1 17 5 1 Gliom

FGFR2 FGFR2 RBFOX3 17 5 1 Gliom

FGFR3 FGFR3 TACC3 17 11 5 Tumora a tractului urinar,
glioblastom, gliom, proba de
referinta

FGFR3 FGFR3 BAIAP2L1 17 2 1 Proba de referinta

FGFR3 FGFR3 TACC3 17 8 2 Gliom

FGFR3 FGFR3 AGO3 7 12 1 Glioblastom

FGFR3 FGFR3 AGO3 8 12 1 Glioblastom

FGFR3 FGFR3 MYH14 17 24 1 Gliom

FGFR3 FGFR3 MYH14 18 24 1 Gliom

MET MET MET 13 15 4 Cancer pulmonar,

Adenocarcinom pulmonar, Proba
de referinta

NRG1 CD74 NRG1 6 6 2 Cancerul pulmonar
NRG1 SLC3A2 NRG1 4 6 1 Cancerul pulmonar
NRG1 SLC3A2 NRG1 5 6 1 Cancerul pulmonar
NTRK1 LMNA NTRK1 2 11 1 Proba de referinta
NTRK1 TFG NTRK1 5 10 1 Proba de referinta
NTRK1 TPM3 NTRK1 8 10 1 Proba de referinta
NTRK1 NOS1AP NTRK1 10 10 1 Gliom

NTRK2 UBQLN1 NTRK2 1 14 1 Gliom

NTRK2 UBQLN1 NTRK2 1 16 1 Gliom

NTRKS3 ETV6 NTRK3 5 15 1 Proba de referinta
RET CCDCe6 RET 1 12 1 Proba de referinta
RET KIF5B RET 24 11 1 Proba de referinta
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Obiectivu
L Probe

principal testate Tipul probei

RET NCOA4 RET 7 12 1 Proba de referinta

RET KIF5B RET 15 12 1 Cancerul pulmonar

ROS1 CD74 ROS1 6 34 2 Adenocarcinom pulmonar, Proba
de referinta

ROS1 SDC4 ROS1 5 34 3 Cancerul pulmonar

ROS1 GOPC ROS1 8 35 2 Glioblastom

ROS1 GOPC ROS1 8 36 2 Glioblastom

ROS1 SDC4 ROS1 5 33 2 Cancerul pulmonar

ROS1 SLC34A2 ROS1 4 34 1 Proba de referinta

ROS1 CD74 ROS1 6 33 1 Adenocarcinom pulmonar

ROS1 CD74 ROS1 6 35 1 Adenocarcinom pulmonar

ROS1 CD74 ROS1 6 36 1 Adenocarcinom pulmonar

ROS1 CD74 ROS1 6 43 1 Adenocarcinom pulmonar

ROS1 SDC4 ROS1 4 34 1 Cancerul pulmonar

ROS1 TPM3 ROS1 8 35 1 Cancerul pulmonar

e Algoritmul de detectare a fuziunilor a fost testat folosind secvente generate in silico care corespund
fuziunilor genice, pentru o lista restransa de fuziuni (Tabelul 7). Datoritd numarului potential mare de
fuziuni posibile, nu se poate garanta ca produsul va putea raporta corect fuziunile care nu suntincluse in
aceasta lista. Fiecarei fuziuni i s-a atribuit probabilitatea de a fi detectata:

a. Ridicata: peste 90% dintre citirile simulate sunt atribuite fuziunii de catre programul de identificare
a fuziunilor.

b. Medie: intre 60 si 90% dintre citirile simulate sunt atribuite fuziunii de catre programul de detectare
a fuziunilor.

c. Scazuta: sub 60% dintre citirile simulate sunt atribuite fuziunii de catre programul de detectare a
fuziunilor.

Esecul de a atribui 100% din citiri fuziunii asteptate se observa n situatiile in care nu toate citirile au putut
fi mapate cu succes la limita exon-intron. Motivele identificate pentru maparea nereusita includ
complexitatea redusa a secventei, prezenta regiunilor homopolimerice lungi, prezenta regiunilor repetitive
si a secventelor cu omologie ridicata fata de regiunile netintite.

Tabelul 7. Probabilitatea de detectare a fuziunii genice

SOPHiA DDM™ Dx RNAtarget ONCOLOGY SOLUTION (SOPHIA GENETICS™ Dx RNA LIBRARY PREP KIT IV)
© SOPHIA GENETICS 2026. Toate drepturile rezervate. 57



Obiectivu
L

principal

ALK

RET

ALK

ALK

ALK

RET

ALK

FGFR1

NTRK2

RET

NRG1

RET

RET

RET

ALK

ALK

ALK

FGFR1

ROS1

ALK

ALK

ROS1

FGFR1

ATIC

CCDC6

SEC31A

TFG

TPM3

CCDC6

TPR

TRIM24

TRIM24

TRIM24

CD74

TRIM33

TRIM33

TRIM33

VCL

VCL

VCL

ZMYM2

CLIP1

CLTC

CLTC

CLTC

CNTRL

ALK

ALK

ALK

RET

ALK

FGFR1

NTRK2

RET

NRG1

RET

RET

RET

ALK

ALK

ALK

FGFR1

ROS1

ALK

ALK

ROS1

FGFR1

22

10

15

11

12

11

16

17

13

16

17

20

30

31

31

37

20

20

20

12

20

12

12

12

12

11

20

20

20

10

36

20

20

35

5' transcriere

NM_004044
NM_005436

NM_0010772
07

NM_0010075
65

NM_152263
NM_005436
NM_003292

NM_003852

NM_003852

NM_015905

NM_0010251
59

NM_015906
NM_015906
NM_015906
NM_003373
NM_003373
NM_003373

NM_0011909
64

NM_0012479
97

NM_0012886
53

NM_0012886
53

NM_0012886
53

NM_007018

3l
transcriere

NM_004304
NM_020630

NM_004304

NM_004304

NM_004304
NM_020630
NM_004304

NM_0011740
6

NM_0010180
6

NM_020630

NM_0011599
9

NM_020630
NM_020630
NM_020630
NM_004304
NM_004304
NM_004304

NM_0011740

6

NM_002944

NM_004304

NM_004304

NM_002944

NM_0011740
6
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Probabilitatea de
detectabilitate

Ridicata

Ridicata

Ridicata

Ridicata

Ridicata

Ridicata

Ridicata

Ridicata

Ridicata

Ridicata

Ridicata
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Obiectivu
L 3' Probabilitatea de
principal 5'transcriere | transcriere detectabilitate
FGFR1 BCR FGFR1 4 10 NM_004327 NM_0011740 Ridicata
6
ALK DCTN1 ALK 13 20 NM_0011350 NM_004304 Ridicata
40
ALK EML4 ALK 1 20 NM_0011450 NM_004304 Ridicata
76
ALK EML4 ALK 12 20 NM_0011450 NM_004304 Ridicata
76
ALK EML4 ALK 13 20 NM_0011450 NM_004304 Ridicata
76
ALK EML4 ALK 14 20 NM_0011450 NM_004304 Ridicata
76
ALK EML4 ALK 16 20 NM_0011450 NM_004304 Ridicata
76
ALK EML4 ALK 17 20 NM_0011450 NM_004304 Ridicata
76
ALK EML4 ALK 2 20 NM_0011450 NM_004304 Ridicata
76
FGFR1 BCR FGFR1 4 8 NM_004327 NM_0011740 Ridicata
6
ALK EML4 ALK 19 18 NM_0011450 NM_004304 Ridicata
76
ALK EML4 ALK 19 20 NM_0011450 NM_004304 Ridicata
76
ALK EML4 ALK 3 20 NM_0011450 NM_004304 Ridicata
76
NTRK3 EML4 NTRK3 1 14 NM_0011450 NM_0010071 Ridicata
76 5
RET ERC1 RET 10 12 NM_0013012 NM_020630 Ridicata
48
RET ERC1 RET 12 12 NM_0013012 NM_020630 Ridicata
48
RET ERC1 RET 17 12 NM_0013012 NM_020630 Ridicata
48
RET ERC1 RET 7 12 NM_0013012 NM_020630 Ridicata
48
ROS1 ERC1 ROS1 10 36 NM_0013012 NM_002944 Ridicata
48
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Obiectivu
L 3' Probabilitatea de
principal 5'transcriere | transcriere detectabilitate
ROS1 ERC1 ROS1 11 36 NM_0013012 NM_002944 Ridicata
48
FGFR3 ETV6 FGFR3 5 10 NM_001987 NM_000142 Ridicata
NTRK3 ETV6 NTRK3 3 14 NM_001987 NM_0010071 Ridicata
5
NTRK3 ETV6 NTRK3 4 14 NM_001987 NM_0010071 Ridicata
5
NTRK3 ETV6 NTRK3 4 15 NM_001987 NM_0010123 Ridicata
3
NTRK3 ETV6 NTRK3 5 15 NM_001987 NM_0010123 Ridicata
3
NTRK3 ETV6 NTRK3 5 20 NM_001987 NM_0010123 Ridicata
3
RET ETV6 RET 5 12 NM_001987 NM_020630 Ridicata
FGFR1 FGFR1 PLAG1 1 2 NM_0011740 NM_002655 Ridicata
63
FGFR1 FGFR1 PLAG1 1 4 NM_0011740 NM_0011146 Ridicata
63 3
ALK CARS ALK 17 20 NM_0010144 NM_004304 Ridicata
37
NTRK2 FRMD3 NTRK2 1 12 NM_0012449 NM_0010180 Ridicata
59 6
RET GOLGAS5 RET 7 12 NM_005113 NM_020630 Ridicata
ROS1 GOPC ROS1 3 36 NM_0010174 NM_002944 Ridicata
08
ROS1 GOPC ROS1 4 36 NM_0010174 NM_002944 Ridicata
08
ROS1 GOPC ROS1 7 35 NM_0010174 NM_002944 Ridicata
08
ALK HIP1 ALK 21 20 NM_0012431 NM_004304 Ridicata
98
ALK HIP1 ALK 26 20 NM_0012431 NM_004304 Ridicata
98
ALK HIP1 ALK 28 20 NM_0012431 NM_004304 Ridicata
98
RET HOOKS3 RET 11 12 NM_032410 NM_020630 Ridicata
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Obiectivu
L 3' Probabilitatea de

principal 5'transcriere | transcriere detectabilitate

ALK CARS ALK 18 20 NM_0010144 NM_004304 Ridicata
37

ALK KIF5B ALK 15 20 NM_004521 NM_004304 Ridicata

ALK KIF5B ALK 17 20 NM_004521 NM_004304 Ridicata

RET KIF5B RET 1 11 NM_004521 NM_020630 Ridicata

RET KIF5B RET 14 12 NM_004521 NM_020630 Ridicata

RET KIF5B RET 15 11 NM_004521 NM_020630 Ridicata

RET KIF5B RET 15 12 NM_004521 NM_020630 Ridicata

RET KIF5B RET 16 12 NM_004521 NM_020630 Ridicata

RET KIF5B RET 22 12 NM_004521 NM_020630 Ridicata

RET CCDC6 RET 1 11 NM_005436 NM_020630 Ridicata

RET KIF5B RET 23 12 NM_004521 NM_020630 Ridicata

RET KIF5B RET 24 11 NM_004521 NM_020630 Ridicata

FGFR2 KLK2 FGFR2 1 5 NM_0010022 NM_000141 Ridicata
31

FGFR2 KLK2 FGFR2 3 5 NM_0010022 NM_000141 Ridicata
31

RET KTN1 RET 29 12 NM_0010795 NM_020630 Ridicata
21

ROS1 LRIG3 ROS1 16 35 NM_0011360 NM_002944 Ridicata
51

ALK MSN ALK 11 20 NM_002444 NM_004304 Ridicata

RET NCOA4 RET 6 12 NM_0011452 NM_020630 Ridicata
60

RET NCOA4 RET 7 12 NM_0011452 NM_020630 Ridicata
60

RET CCDC6 RET 1 12 NM_005436 NM_020630 Ridicata

FGFR4 NSD1 FGFR4 2 7 NM_022455 NM_0012919 Ridicata

8

RET PCM1 RET 29 12 NM_0013155 NM_020630 Ridicata
07

RET PCM1 RET 31 17 NM_0013155 NM_020630 Ridicata
07

ALK PPFIBP1 ALK 12 20 NM_003622 NM_004304 Ridicata
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Obiectivu
L 3' Probabilitatea de

principal 5'transcriere | transcriere detectabilitate

ALK PPFIBP1 ALK 6 20 NM_0011989 NM_004304 Ridicata
15

ROS1 PPFIBP1 ROS1 6 35 NM_0011989 NM_002944 Ridicata
15

RET CCDC6 RET 2 12 NM_005436 NM_020630 Ridicata

ROS1 PWWP2A ROS1 1 36 NM_0011308 NM_002944 Ridicata
64

NTRK2 QKI NTRK2 6 12 NM_0013010 NM_0010180 Ridicata
85 6

ALK RNF213 ALK 20 20 NM_0012560 NM_004304 Ridicata
71

ROS1 SDC4 ROS1 2 35 NM_002999 NM_002944 Ridicata

ALK SEC31A ALK 20 20 NM_0010772 NM_004304 Ridicata
06

ALK TFG ALK 4 20 NM_0010075 NM_004304 Ridicata
65

RET NCOA4 RET 8 11 NM_0011452 NM_020630 Ridicata
60

RET NCOA4 RET 8 12 NM_0011452 NM_020630 Ridicata
60

ROS1 TFG ROS1 4 35 NM_0010075 NM_002944 Ridicata
65

ALK MSN ALK 10 20 NM_002444 NM_004304 Mediu

ALK TPM3 ALK 6 20 NM_0010433 NM_004304 Mediu
51

ROS1 PPFIBP1 ROS1 8 35 NM_0011989 NM_002944 Mediu
15

ALK STRN ALK 3 20 NM_003162 NM_004304 Mediu

NTRK1 TPM3 NTRK1 7 12 NM_0010433 NM_0010077 Mediu
51 9

ROS1 TPM3 ROS1 7 35 NM_0010433 NM_002944 Mediu
51

NRG1 CD74 NRG1 5 4 NM_0010251 NM_0011599 Scazuta
58 9

ALK CLIP1 ALK 12 20 NM_0012479 NM_004304 Scazuta
97
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Probabilitatea de
detectabilitate

Obiectivu
L 3'

principal 5'transcriere | transcriere

ALK EML4 ALK 20 20 NM_0011450 NM_004304
76

RET BCR RET 3 12 NM_004327 NM_020630

NRG1 SDC4 NRG1 4 4 NM_002999 NM_0011599

9

ROS1 TFG ROS1 3 35 NM_0010075 NM_002944
65

FGFR1 CNTRL FGFR1 38 10 NM_007018 NM_0011740

6

ALK KIF5B ALK 24 20 NM_004521 NM_004304

RET PRKAR1A RET 8 12 NM_0012762 NM_020630
89

RET KIF5B RET 1 12 NM_004521 NM_020630

ALK TPM3 ALK 4 20 NM_0010433 NM_004304
51

ALK DCTN1 ALK 23 20 NM_0011350 NM_004304
40

ALK STRN ALK 2 20 NM_003162 NM_004304

NTRK1 TPM4 NTRK1 8 12 NM_0011451 NM_0010077
60 9

ROS1 TPM3 ROS1 3 36 NM_0010433 NM_002944
51

ALK TPM4 ALK 8 20 NM_0011451 NM_004304
60

ALK RANBP2 ALK 18 20 NM_006267 NM_004304

Scazuta

Scazuta

Scazuta

Scazuta

Scazuta

Scazuta

Scazuta

Scazuta

Scazuta

Scazuta

Scazuta

Scazuta

Scazuta

Scazuta

Scazuta

e Detectarea urmatoarelor fuziuni nu este sustinuta de produs din cauza problemelor legate de maparea
citita a jonctiunilor de fuziune.

TRIM27 RET 3 12
NPM1 ALK 5 20
RANBP2 FGFR1 19 8

SOPHiA DDM™ Dx RNAtarget ONCOLOGY SOLUTION (SOPHIA GENETICS™ Dx RNA LIBRARY PREP KIT IV)
© SOPHIA GENETICS 2026. Toate drepturile rezervate. 63



e Fuziunile in care punctul de ruptura se afla in corpul unui exon pot fi detectate, dar necesita suport
molecular suplimentar in comparatie cu fuziunile cu puncte de ruptura intronice (>10 molecule de suport).

e Detectarea fuziunilor FGFR4 nu a fost validata in probele clinice de ARN FFPE din cauza raritatii unor astfel
de evenimente. Fezabilitatea detectarii fuziunilor FGFR4 se bazeaza pe urmatoarele:

a. S-aobservat ca exonii tintiti ai FGFR4 prezinta o acoperire moleculara relativ ridicata intr-o gama
de probe clinice, ceea ce sustine capacitatea produsului de a detecta eventuale transcrieri de
fuziune FGFR4 care implica acesti exoni.

b. Detectarea uneifuziuni FGFR4 relevante din punct de vedere clinic a fost verificata in silico (a se
vedea mai sus) pentru a confirma ca volumul limitat de date care sustin rearanjarea in aceasta
tinta este recunoscut corect de pipeline-ul analitic SOPHIiA DDM™ Dx ROS.

c. Capacitatea de detectare a evenimentelor de fuziune multiple ale genelor omoloage FGFR1, FGFR2
si FGFR3 a fost confirmata atat pe probe clinice, cat si in silico.

e Evenimentele din regiunile pentru care fragmentul relevant de ARN nu este captat de sonde nu pot fi
detectate de produs. Capturarea transcrierilor poate fi limitata de:

a. INDEL-uri care afecteaza hibridizarea sondelor. Acest lucru poate duce la absenta detectarii sau la
estimarea incorectd a numarului de molecule.

b. Prezenta mutatiei (mutatiilor) suplimentare in regiunea tinta a sondei.

e Moleculele individuale de ARN sunt diferentiate de algoritm pe baza coordonatelor de start-end ale citirilor
de secventiere aliniate; se poate intdmpla ca mai multe molecule distincte sa genereze citiri cu
coordonate de start-end identice si sa fie considerate o singura molecula. in astfel de cazuri, numarul de
molecule detectate va fi subestimat.

e |GH este un partener de fuziune relevant din punct de vedere clinic pentru genele IVD definite de COSMIC
si fuziunile care implica aceasta gena sunt raportate cu coordonate genomice. Aceasta gena este extrem
de polimorfa si este considerata un ,locus multi-genic”, fara o transcriere RefSeq atribuita. Deoarece nu
exista o transcriere univoca atribuita acestei gene, evenimentele de fuziune care o includ nu pot fi
adnotate corespunzator.

o Fuziunile de tip readthrough, care apar atunci cand doua gene adiacente sunt unite prin splicing, nu sunt
raportate daca distanta dintre regiunile care au fost supuse unui eveniment de splicing este mai mica de
100 kb (a se vedea sectiunea Filtrarea si raportarea fuziunii si a exon-skipping).

e incazurirare, calitatea probei poate fi estimata gresit pentru probele cu expresie atipica ridicata sau
scazuta a genei de control.

e Prezenta unei cantitati extrem de mari a unei anumite transcrieri tintite de test poate reduce acoperirea
moleculara la celelalte tinte si, Tn consecinta, poate diminua performanta testului. Va rugam sa consultati
Anexa |: graficul de acoperire din raportul de asigurare a calitatii pentru a evalua acest scenariu.
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11. SIMBOLURI

Simbol Titlul

]

Consultati instructiunile de utilizare

REF

Numar de catalog

LOT

Codul lotului (numarul lotului)

A

Atentie

Producator

Limita de temperatura

wl
X
s

Data limita de consum

N
m

Conformitate europeana

m
(2]
A
m
v

Reprezentant autorizat in Comunitatea Europeana

Contine suficient pentru <n> teste

Importator

Consultati Sectiunea 5 - Avertismente si masuri de precautie.

Consultati Sectiunea 5 - Avertismente si masuri de precautie.

Consultati Sectiunea 5 - Avertismente si masuri de precautie.

Consultati Sectiunea 5 - Avertismente si masuri de precautie.

Consultati Sectiunea 5 - Avertismente si masuri de precautie.
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Box 2
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12. ASISTENTA

Tn cazul in care intampinati dificultati in utilizarea modului SOPHIiA DDM™, consultati sectiunea de depanare din
Manualul de utilizare al modului SOPHIA DDM™ Dx sau contactati linia noastra de asistenta la numarul de telefon
+41 21694 10 60 sau prin e-mail la support@sophiagenetics.com. Va rugam sa accesati www.sophiagenetics.com
pentru mai multe detalii. Asistenta poate fi, de asemenea, accesata prin solicitare web din ecranul Tablou de bord
in sectiunea Asistenta a modului SOPHIA DDM™.

Orice incident grav survenit Tn legaturd cu dispozitivul trebuie raportat imediat catre SOPHIA GENETICS si
autoritatilor competente din statul membru in care este stabilit utilizatorul si/sau pacientul.

Nu utilizati componente care sunt deteriorate. Contactati support@sophiagenetics.com in cazul in care exista

probleme cu kiturile.
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13 DEPANARE

Tabelul 8. Recomandari in cazul unui statut de calitate ,,WARNING” in raportul SOPHiA DDM™ Dx ROS IVD pentru o
proba, din cauza unei acoperiri insuficiente (<50x) a genei de control.

CAUZA CUM SA IDENTIFICATI CAUZA

PRINCIPALA PRINCIPALA RECOMANDARI PENTRU ATENUARE
Cantitate e Randamentul total al bibliotecii <25 e Folosind o metoda de cuantificare
insuficienta de ng/ml fluorometrica, validati ca se utilizeaza o
ARN de intrare ® Randamentul bibliotecii capturate cantitate minima de intrare de 50 ng de ARN total

de <10 ng/ml per proba.

Rata scazuta e Randamentul total al bibliotecii <25 e Asigurati-va ca ARN-ul de intrare nu contine
de conversie a ng/ml substante care inhiba activitatea enzimatica,
bibliotecii (rata ® Randamentul bibliotecii capturate respectand recomandarile privind compozitia
de conversie a de <10 ng/ml tamponului de stocare definite in Sectiunea
ARN de intrare 5.2.1.
in molecule e Asigurati-va ca ARN-ul nu este fragmentat
compatibile excesiv (de exemplu, din cauza contaminarii cu
pentru RNases) inainte sau in timpul executarii
secventiere) protocolului, respectand pragurile minime de

integritate a ARN si bunele practici de
manipulare a ARN-ului definite Tn Sectiunea
5.2.1.

e Reduceti la minimum riscul de modificare
chimica a ARN-ului de intrare prin utilizarea
protocoalelor standard de deparafinizare
histologica, astfel cum se recomanda in
Sectiunea 5.2.1. Daca este necesar, reduceti
duratele de fixare cu formol.

Echilibrare e incadrul raportului de asigurare a e Daca se observa un dezechilibru semnificativ al
deficitara a calitatii, comparati numarul de citiri numarului de citiri intre probe, repetati
probelor intre probele secventiate Tn aceeasi cuantificarea si gruparea bibliotecilor probelor
multiplexate in rulare si verificati daca distributia individuale pentru a va asigura ca acestea au
aceeasirulare citirilor in cadrul rularii este aceeasi molaritate Tnainte de a repeta

de echilibrata sau daca exista probe secventierea.

secventiere, atipice care prezinta un numar de

rezultdnd mai citiri semnificativ mai mare sau mai

putin de 3 mic decat media.

milioane de
citiri per proba

Randamentul ® incadrul raportului QA, verificati e Verificati daca metricile relevante ale rularii de
scazut al numarul total de citiri produse de secventiere (de exemplu, densitatea bruta a
secventierii, rularea de secventiere. Comparati clusterelor, clusterele care trec filtrul, procentul
care adusla acest rezultat cu numarul preconizat aliniat si distributia Q30) se incadreaza in

un numar de de citiri, astfel cum este definit de intervalele normale, pentru a identifica

citiri mai mic producator (Illumina®): eventuale probleme tehnice ale secventiatorului
de 3 milioane ~260 milioane de citiri paired-end sau ale consumabilelor de secventiere utilizate
pe proba pentru kiturile Mid-Output; ~800
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CAUZA CUM SA IDENTIFICATI CAUZA
PRINCIPALA PRINCIPALA RECOMANDARI PENTRU ATENUARE
milioane de citiri paired-end pentru si, daca este necesar, contactati echipa de
kiturile High-Output (doar CDS) asistenta tehnica a producatorului (Illumina®).

e Repetati secventierea cu o concentratie finala
ajustata de incarcare a bibliotecii pentru a evita
supra- sau subaglomerarea.
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14. ANEXA Il - PLACI DE PRIMERI CU INDEX
DUBLU UNIC

32 de primeri cu index dublu unic V2 compatibili cu Ilumina® in format de placi de 96 de godeuri (7 pl fiecare)

1 ) 3 4 5 6 7 . 12
A sgUDI-49 sgUDI-57 sgUDI-65 sgUDI-73
B sgUDI-50 sgUDI-58 sgUDI-66 sgUDI-74
C sgUDI-51 sgUDI-59 sgUDI-67 sgUDI-75
D sgUDI-52 sgUDI-60 sgUDI-68 sgUDI-76
E sgUDI-53 sgUDI-61 sgUDI-69 sgUDI-77
F sgUDI-54 sgUDI-62 sgUDI-70 sgUDI-78
G sgUDI-55 sgUDI-63 sgUDI-71 sgUDI-79
H sgUDI-56 sgUDI-64 sgUDI-72 sgUDI-80

Secvente de index pentru primerii cu index dublu unic compatibili cu Illumina®

Secvente i5 pentru foaia Secvente i5 pentru foaia de
de esantioane (sample esantioane (sample sheet)
sheet) MiSeq NextSeq

sgUDI-49 GCTCACTG CAGTGAGC ACCAAGGA
sgUDI-50 CAGGATTG CAATCCTG CAGACCTG
sgUDI-51 GTCTAGTT AACTAGAC CGAGCAAC
sgUDI-52 TGAATGGC GCCATTCA TCTTGACT
sgUDI-53 ACGACAAT ATTGTCGT GACAATGG
sgUDI-54 GAACGCCA TGGCGTTC GTTCTACG
sgUDI-55 CTGTCCTG CAGGACAG AACGCTGC
sgUDI-56 ATAAGGAC GTCCTTAT GGACATCA
sgUDI-57 TACATTCC GGAATGTA TTGAGCTC
sgUDI-58 GGTTAGCT AGCTAACC ACGTTGAG
sgUDI-59 CCTGCTGA TCAGCAGG CTTCAGGA
sgUDI-60 CCTCAATC GATTGAGG TGCCAACT
sgUDI-61 CGAAGAAT ATTCTTCG AGGTCATG
sgUDI-62 TAGTCGAG CTCGACTA TACTAGCA
sgUDI-63 ATCCTCAC GTGAGGAT GTAACTGT
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Secvente i5 pentru foaia Secvente i5 pentru foaia de

sgUDI-64
sgUDI-65
sgUDI-66
sgUDI-67
sgUDI-68
sgUDI-69
sgUDI-70
sgUDI-71
sgUDI-72
sgUDI-73
sgUDI-74
sgUDI-75
sgUDI-76
sgUDI-77
sgUDI-78
sgUDI-79

sgUDI-80

de esantioane (sample esantioane (sample sheet)
sheet) MiSeq NextSeq
GCTGCAGT ACTGCAGC
GGCAATCG CGATTGCC
GCATCTTA TAAGATGC
GTGCTGAA TTCAGCAC
ATTGACGC GCGTCAAT
GCCGCATT AATGCGGC
TGTAGTCA TGACTACA
TCCTCCGA TCGGAGGA
CAATCGAG CTCGATTG
TAAGTCCG CGGACTTA
GGACAGTT AACTGTCC
TTGAGTGA TCACTCAA
CGTAACAT ATGTTACG
TACGCAGT ACTGCGTA
ACCTGACC GGTCAGGT
CCACCTGA TCAGGTGG
TCACCGTG CACGGTGA

TGAGTTGA

CCTTAGAC

TATCGCCA

GCAGAACA

AGGAATGC

CGTGAGGT

CAATTCAG

GGTCCTTC

TTCCGGCA

ATGCCTGA

TCCAGGAC

GCTGTCAC

CGACGATT

TCGCAACG

GAGTTGTA

CGCTAAGG

TTGCGTGC
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