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TruSight Cystic Fibrosis Packungsbeilage

FUR IN-VITRO-DIAGNOSTIK

Katalog-Nr. 20036925: 1 bis 4 Laufe, bis zu 96 Proben pro Kit

Produktubersicht

Bei TruSight Cystic Fibrosis Library Prep™ handelt es sich um ein Bibliotheksvorbereitungskit fiir den TruSight
Cystic Fibrosis 139-Variant Assay™ und den TruSight Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay™.

Verwendungszweck des TruSight Cystic Fibrosis 139-Variant Assay

Der TruSight Cystic Fibrosis 139-Variant Assay (zuvor lllumina MiSegDx Cystic Fibrosis 139-Variant Assay) ist
ein qualitatives In-vitro-Diagnostiksystem, das zum gleichzeitigen Erkennen von 139 klinisch relevanten CF-
verursachenden Mutationen und Varianten des CFTR-Gens (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance
Regulator) in genomischer, aus menschlichen peripheren Vollblutproben isolierter DNA verwendet wird. Zu den
Varianten gehéren diejenigen, die 2004 vom American College of Medical Genetics (ACMG)' und 2011 vom
American College of Obstetricians and Gynecologists (ACOG) empfohlen wurden.? Der Test wurde fiir das
Trager-Screening bei Erwachsenen im reproduktiven Alter, als bestatigender Diagnosetest bei Neugeborenen
und Kindern und als erster Test zur Unterstiitzung der Diagnose bei Personen mit Verdacht auf zystische
Fibrose entwickelt. Die Ergebnisse dieses Tests sollten von einem zertifizierten Facharzt flir klinische
Molekulargenetik oder einem gleichwertig qualifizierten Kollegen interpretiert und in Verbindung mit anderen
verfligbaren Labor- und klinischen Informationen verwendet werden.

Dieser Test ist nicht fiir Tests im Bereich des Neugeborenen-Screenings, der pranatalen Diagnostik und der
Praimplantation sowie fiir unabhéngige Diagnosezwecke indiziert.

Der Test muss auf dem MiSegDx-Gerét von lllumina durchgefiihrt werden.

Verwendungszweck des TruSight Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay

Der TruSight Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay (zuvor lllumina MiSeqDx Cystic Fibrosis Clinical
Sequencing Assay) ist ein In-vitro-Diagnostiksystem fiir die gezielte Sequenzierung, das die proteincodierenden
Regionen und Intron-Exon-Grenzen des CFTR-Gens (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator)
in genomischer DNA, die aus in K;EDTA gesammelten menschlichen peripheren Vollblutproben isoliert wurde,
neu sequenziert. Der Test erkennt einzelne Nukleotidvarianten und kleine Indels innerhalb der sequenzierten
Region und meldet zudem zwei tiefe intronische Mutationen und zwei groBe Deletionen. Der Test muss auf
dem MiSegDx-Gerat von lllumina durchgefiihrt werden.

Der Test dient zur Unterstiitzung der Diagnose von Personen mit Verdacht auf zystische Fibrose (CF). Dieser
Assay ist am besten geeignet, wenn der Patient eine atypische oder nicht klassische Form von CF aufweist oder
wenn andere Mutationspanels die beiden verursachenden Mutationen nicht nachweisen konnten. Die
Ergebnisse des Tests sollten von einem zertifizierten klinischen Molekulargenetiker oder einem gleichwertig
qualifizierten Kollegen interpretiert werden und in Verbindung mit anderen verfiigbaren Informationen, wie z. B.
klinischen Symptomen, anderen Diagnostiktests und der Familienanamnese, verwendet werden.

Dieser Test ist nicht flir unabhangige Diagnosezwecke, die pranatale Diagnostik, Praimplantationstests, Trager-
Screenings, Neugeborenen-Screenings oder Bevélkerungs-Screenings vorgesehen.
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Hintergrundinformationen zu zystischer Fibrose

Klinische Beschreibung

Die Zystische Fibrose (CF) ist eine der haufigsten genetischen Erkrankungen der westlichen Welt und die am
haufigsten auftretende lebensbedrohliche autosomal-rezessive Erkrankung in der nicht hispanischen weiBBen
Bevélkerung.3-7 CF wirkt sich auf die Viskositit der Schleimsekrete aus und befallt die Epithelien der Atemwege,
der Bauchspeicheldriise, des Darms, des hepatobilidren Systems, des mannlichen Genitaltrakts und der
SchweiBdriisen, was zu einer komplexen Multiorgan-, Multisystemerkrankung fiihrt*-¢, wobei die Lunge das
primare Organ beziiglich Morbiditat und Mortalitét ist.8 In vielen Fallen ist eine Mangelernahrung ein Vorbote
von Lungenerkrankungen, die durch zystische Fibrose verursacht werden. Ein Schwerpunkt der aktuellen
interventionellen Anstrengungen liegt daher in der Fritherkennung der Erkrankung durch ein Neugeborenen-
Screening’, wodurch die friihzeitige lebenswichtige medizinische Versorgung sichergestellt und fiir Menschen
mit dieser Erkrankung das bestmégliche Ergebnis erzielt werden soll.*” Obwohl es bei der Lebenserwartung
geschlechtliche Unterschiede gibt — die mittlere Lebenserwartung ist bei Mannern héher als bei Frauen - liegt
die allgemeine Lebenserwartung in den USA bei 38,3 Jahren.®

CFTR-Varianten und Inzidenz

2

Das Gen ,,Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator” (CFTR) wurde 1989 identifiziert. Es befindet
sich auf dem langen Arm des Chromosoms 7 und enthélt 27 codierende Exons, verteilt (iber 230 kb.* Eine 6,5-
kb-mRNA, die von dem normalen Allel produziert wird, codiert CFTR, ein 1490-Aminoséaure-haltiges
Membranprotein, das als regulierter Chlorid-Kanal in den Epithelzellen mehrerer Organe fungiert.*°> Derzeit sind
iber 1.900 Varianten des CFTR-Gens beschrieben, wobei es sich mehrheitlich um Punktmutationen handelt.®
Die haufigste CFTR-Variante ist das F508del-Allel®, das fast 70 % aller CFTR-Varianten ausmacht.® Allerdings
resultieren die anderen héaufig auftretenden CFTR-Varianten oft in einem CF-Phanotyp und anderen auf CFTR
zuriickzufithrenden Erkrankungen.3-5

Die zystische Fibrose hat fiir die US-Bevdlkerung betrachtet eine geschétzte Erkrankungsinzidenz von einer in
2.000 bis 4.000 Lebendgeburten und eine Pravalenz von rund 30.000 Personen.* Sie tritt in allen ethnischen
Gruppierungen mit unterschiedlicher Haufigkeit auf: 1:3.000 bei WeiBen, 1:9.200 bei Hispanoamerikanern,
1:10.900 bei Ureinwohnern Nordamerikas, 1:15.000 bei Afroamerikanern und 1:31.000 bei der asiatisch-
amerikanischen Bevélkerung.*® Aktuelle Schatzwerte der Haufigkeit der Trager der CFTR-Mutation nach
Ethnizitat in den USA auf Basis einer Kohorte von 364.890 Personen, die zum Tragertest (iberwiesen wurden
und beziglich zystischer Fibrose nicht familiar vorbelastet sind, werden in Tabelle 1 angegeben.
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Tabelle 1 Allgemeine Tragerhaufigkeit von Mutationen der zystischen Fibrose in den verschiedenen ethnischen Gruppen

der USA™®
Ethnische Gruppe Beobachtete Tragerhaufigkeit
Afroamerikanisch 1 von 84
Aschkenasisch-judisch 1 von 29
Asiatisch 1 von 242
WeiB3 1 von 28
Hispanoamerikanisch 1 von 59
Judisch 1 von 32
Nahéstlich 1 von 91
Ureinwohner Nordamerikas 1 von 70
Siidasiatisch 1 von 118
Sonstige Ethnizitat 1 von 111
Sonstige Ethnizitat: > 1 Ethnizitat 1 von 34
Sonstige Ethnizitat: teilweise 1 von 56
afroamerikanisch
Sonstige Ethnizitat: teilweise weil3 1 von 32
Sonstige Ethnizitat: teilweise hispanisch 1 von 51
Keine Angabe 1 von 37
Alle Personen 1 von 38

Zusammenfassung und Erlauterung des Cystic Fibrosis 139-Variant Assay
Uberblick Giber das CFTR2-Projekt

Das CFTR2-Projekt ist eine von einem Team aus Forschern und Medizinern geleitete internationale Initiative, die
iber Zuschiisse des National Institute of Health und der U.S. Cystic Fibrosis Foundation unterstiitzt wird.!?-12
CFTR2 soll umfassende und von Experten gepriifte funktionale und klinische Informationen zu CFTR-Varianten
bereitstellen. In dem Bemiihen, alle CF-Varianten mit Allelh&ufigkeiten ab 0,01 % klinisch zu priifen, wurden
Ressourcen aus 25 CF-Registern und -Kliniken auf der ganzen Welt'2 in einem Pool mit dem Ziel
zusammengefasst, die klinischen Daten von mehr als 39.000 CF-Patienten mit beinahe 1.900 CF-Varianten,

die im Laufe der Jahre in der CFTR1-Datenbank des Hospital for Sick Children in Toronto erfasst wurden,
abzugleichen.13 Klinische Merkmale, wie SchweiBchloridkonzentration, Lungenfunktion (FEV 1 % angegeben)
und Bauchspeicheldriisenstatus, wurden neben CFTR-Genotypinformationen analysiert. Der systematische
Ansatz der gleichzeitigen Analyse dieser Varianten aus klinischer, funktionaler und genetischer Perspektive
ergab 134 eindeutige CF-verursachende Varianten bei 129 eindeutigen genomischen Positionen (da bei finf
Positionen zwei Nukleotidanderungen an derselben Position auftreten), die in der CFTR2-Datenbank (Stand:
August 2013) enthalten sind. Es wird erwartet, dass die Verwendung eines Panels, das alle diese Varianten
umfasst, 95,4 % der Allele ausmacht, die zystische Fibrose verursachen, und die Identifikation der gefadhrdeten
Paare durch den Nachweis beider Allele auf ca. 91 % erhéht, im Vergleich zu 72 % mit dem vom ACMG
empfohlenen Panel mit 23 Varianten.

CFTR-Varianten im Panel

Die vom Cystic Fibrosis 139-Variant Assay berichteten Varianten wurden speziell ausgewéahlt, da sie den
kompletten Satz an Klinisch validierten Varianten darstellen, die in der CFTR2-Datenbank der Johns Hopkins
University, einem Produkt der CFTR2-Initiative (Clinical and Functional Translation of CFTR), als Ausléser fir
zystische Fibrose klassifiziert sind.

August 2021 Dokument-Nr. 1000000097720 v02 DEU | 3



TruSight Cystic Fibrosis Packungsbeilage
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Der Assay testet auf 134 CF-verursachende Varianten, eine vom ACMG empfohlene Panel-Variante (R117H,
von CFTR2 klassifiziert als eine Mutation von variierender klinischer Konsequenz [MVCC, Mutation of Varying
Clinical Consequence]), eine bedingt berichtete modifizierende Variante (PolyTG/PolyT) und drei bedingt
berichtete benigne Varianten (1506V, 1507V, F508C)'4, was zusammen 139 berichtete Varianten ergibt.

Die 134 CF-verursachenden Varianten entsprechen 129 CF-verursachenden Varianten in der CFTR2-Datenbank.
Die CFTR2-Datenbank enthalt finf CF-verursachende Varianten, bei denen dieselbe Proteingehaltdénderung aus
zwei unterschiedlichen Nukleotiddnderungen heraus entstehen kann [z. B. S466X(C>A) und S466X(C>G)].
Diese fiinf Varianten sind gemaB dem Aminoséuren-Codon in der CFTR2-Datenbank (z. B. S466X) aufgefiihrt,
wahrend der Assay jede einzelne Variante [z. B. S466X(C>A) und S466X(C>G)] berichtet. Die Liste der vom
Cystic Fibrosis 139-Variant Assay berichteten 139 Varianten wird in Tabelle 2 bereitgestelit. Fett = ACMG-23;

kursiv = bedingt berichtet

Tabelle 2 Zusammenfassung der Varianten des Cystic Fibrosis 139-Variant Assay
[Varianten werden in genomischer Koordinatenreihenfolge aufgelistet, die Nukleotidleveldnderungen im
Zusammenhang mit den einzelnen Varianten stehen in Klammermn.]

M1V (c.1A>G)

CFTRdele2,3
(c.54-5940_
273+10250del21kb)

Q39X (c.115C>T)

E6O0X (c.178G>T)
P67L (c.200C>T)

R75X (c.223C>T)
G85E (c.254G>A)

394delTT
(c.262_263delTT)

405+1G>A (c.273+1G>A)
406-1G>A (c.274-1G>A)
E92X (c.274G>T)

E92K (c.274G>A)
Q98X (c.292C>T)

457TAT>G
(c.325_327del TATinsG)

D110H (c.328G>C)
R117C (c.349C>T)
R117H (c.350G>A)
Y122X (c.366T>A)

574delA (c.442delA)
621+1G>T (c.489+1G>T)
663delT (c.531delT)
G178R (c.532G>A)

T338l (c.1013C>T)
S341P (c.1021T>C)

1154insTC (c.1022_
1023insTC)

R347H (c.1040G>A)
R347P (c.1040G>C)

R352Q (c.1055G>A)
1213delT (c.1081delT)
1248+1G>A (c.1116+1G>A)

1259insA (c.1127_1128insA)
W401X(c.1202G>A)
WA401X(c.1203G>A)

1341+1G>A (c.1209+1G>A)

1461ins4 (c.1329_
1330insAGAT)

A455E (c.1364C>A)

1525-1G>A (c.1393-1G>A)
S466X (C>A) (c.1397C>A)
S466X (C>G) (c.1397C>G)
L467P (c.1400T>C)

1548delG (c.1418delG)t
S489X (c.1466C>A)
S492F (c.1475C>T)
Q493X (c.1477C>T)
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R553X (c.1657C>T)
A559T (c.1675G>A)

R560T (c.1679G>C)

R560K (c.1679G>A)

1811+1.6kbA>G
(c.1679+1.6kbA>G)

1812-1G>A (c.1680-1G>A)
E585X (c.1753G>T)
189841G>A (c.1766+1G>A)

1898+3A>G (c.1766+3A>G)
2143delT (c.2012delT)

2183AA >G (c.2051_
2052delAAinsG)

2184delA (c.2052delA)
2184insA (c.2052_2053insA)

R709X (c.2125C>T)

K710X (c.2128A>T)
2307insA (c.2175_2176insA)
L732X (c.2195T>G)
2347delG (c.2215delG)

R764X (c.2290C>T)
2585delT (c.2453delT)
E822X (c.2464G>T)
2622+1G>A (c.2490+1G>A)

3272-26A>G (c.3140-26A>G)
L1065P (c.3194T>C)

R1066C (c.3196C>T)

R1066H (c.3197G>A)
L1077P (c.3230T>C)

W1089X (c.3266G>A)
Y1092X(C>A) (c.3276C>A)
Y1092X(C>G) (c.3276C>G)

M1101K (c.3302T>A)
E1104X (c.3310G>T)
R1158X (c.3472C>T)

R1162X (c.3484C>T)
3659delC (c.3528delC)

$1196X (c.3587C>G)

W1204X (c.3611G>A)
W1204X (c.3612G>A)
3791delC (c.3659delC)

3849+10kbC>T
(€.3717+12191C>T)

G1244E (c.3731G>A)
3876delA (c.3744delA)
S1251N (c.3752G>A)
3905insT (c.3773_3774insT)
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71141 G>T (c.579+1G>T)

711+3A>G (c.579+3A>G)

711+5G>A (c.579+5G>A)

712-1G>T (c.580-1G>T)
H199Y (c.595C>T)
P205S (c.613C>T)

L206W (c.617T>G)

Q220X (c.658C>T)

852del22 (c.720_
741delAGGGAGAAT
GATGATGAAGTAC)

1078delT (c.948delT)
G330X (c.988G>T)
R334W (c.1000C>T)
1336K (c.1007T>A)

1507del (c.1519_
1521delATC)

F508del (c.1521_
1523delCTT)

1677delTA (c.1545_
1546delTA)

V520F (c.1558G>T)
Q525X (c.1573C>T)T
1717-8G>A (c.1585-8G>A)

1717-1G>A (c.1585-1G>A)

G542X (c.1624G>T)
S549R(c.1645A>C)

S549N (c.1646G>A)
S549R (c.1647T>G)
G551D (c.1652G>A)
Q552X (c.1654C>T)

TruSight Cystic Fibrosis Packungsbeilage

E831X (c.2491G>T)

WB846X (c.2537G>A)

R851X (c.2551C>T)

2711delT (c.2583delT)
2789+5G>A (c.2657+5G>A)
Q890X (c.2668C>T)

L927P (c.2780T>C)

S945L (c.2834C>T)
3007delG (c.2875delG)

G970R (c.2908G>C)
3120G>A (c.2988G>A)
3120+1G>A (c.2988+1G>A)
3121-1G>A (c.2989-1G>A)

W1282X (c.3846G>A)

4005+1G>A (c.3873+1G>A)

4016insT (c.3884_3885insT)

N1303K (c.3909C>G)
Q1313X (c.3937C>T)

4209TGTT>AA (c.4077_
4080delTGTTinsAA)

CFTRdele22,23 (c.3964-78_
4242+577del)

4382delA (c.4251delA)
PolyTG/PolyT

1506V (c.1516A>G)
1507V (c.1519A>G)
F508C (c.1523T>G)

t In der CFTR2-Datenbank'? als eine CF-verursachende Variante klassifiziert, wahrend das Sosnay- Paper13 die Variante als ,,unbestimmt“ klassifiziert.

Die Datenbankklassifizierung ist aktueller und spiegelt die Ergebnisse der Funktionstests wider, die zum Zeitpunkt der Sosnay-Veroffentlichung noch nicht

verfligbar waren.

Zusammenfassung und Erlauterung des Cystic Fibrosis Clinical Sequencing

Assay
Assay-Design

Alle proteincodierenden Regionen im CFTR-Gen einschlieBlich 10 nt flankierender intronischer Sequenz werden
fiir alle Exons auBer 7, 10 und 20 nachgewiesen. Bei Exon 7 und Exon 10 werden nur 5 nt flankierender
intronischer Sequenz am 5'-Ende des Exons einbezogen, um proximale homopolymere Indels zu vermeiden.
Bei Exon 20 werden 30 nt flankierender intronischer Sequenz am 5'-Ende des Exons einbezogen, um den
Nachweis der Mutation 3272-26A>G zu ermdglichen. Dariiber hinaus weist der Assay ca. 100 nt flankierender
Sequenz an den 5'- und 3'-UTRs, zwei tiefe intronische Mutationen (1811+1.6kbA>G, 3489+10kbC>T), zwei
groBe Deletionen (CFTRdele2,3, CFTRdele22,23) und die PolyTG/PolyT-Region nach. Die komplette Coverage
des Assays wird in den Positionen der genomischen Koordinaten in Tabelle 3 gezeigt.

! ANMERKUNG:

Einschrankungen bestehen fur das Erkennen von Deletionen an bestimmten genomischen Positionen
innerhalb der sequenzierten Regionen dieses Assays (siehe Verfahrenseinschrdnkungen beim Cystic
Fibrosis Clinical Sequencing Assay auf Seite 9).
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CFTR_Exon 1
CFTR_Exon 2
CFTR_Exon 3
CFTR_Exon 4
CFTR_Exon 5
CFTR_Exon 6
CFTR_Exon 74
CFTR_Exon 8
CFTR_Exon 9
CFTR_Exon 104
CFTR_Exon 11
CFTR_Exon 12

CFTR_Intron 12*

CFTR_Exon 13
CFTR_Exon 14
CFTR_Exon 15
CFTR_Exon 16
CFTR_Exon 17
CFTR_Exon 18
CFTR_Exon 19
CFTR_Exon 20*
CFTR_Exon 21
CFTR_Exon 22

CFTR_Intron 22*

CFTR_Exon 23
CFTR_Exon 24
CFTR_Exon 25
CFTR_Exon 26
CFTR_Exon 27

Summe Basen

hg19 Anfang der genomischen
Koordinate (chr7)

117120041
117144297
117149078
117170943
117174320
117175292
117176597
117180144
117182060
117188690
117199508
117227783
117229516
117230397
117231978
117234974
117242870
117243576
117246718
117250563
117251605
117254657
117267566
117280010
117282482
117292886
117304732
117305503
117306952

hg19 Ende der genomischen
Koordinate (chr7)

117120211
117144427
117149206
117171178
117174429
117175475
117176737
117180410
117182172
117188887
117199719
117227897
117229526
117230503
117232721
117235122
117242927
117243846
117246817
117250733
117251872
117254777
117267834
117280020
117282657
117292995
117304924
117305628
117307262

Tabelle 3 Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay — Coverage genomischer Koordinaten

Lange (Basenpaar)

17
131
129
236
110
184
141
267
113
198
212
115
11
107
744
149
58
27
100
17
268
121
269
11
176
110
193
126
311
5.203*

A Bei Exon 7 und Exon 10 werden nur 5 nt flankierender intronischer Sequenz stromaufwarts vom Exon einbezogen, um homopolymere Abschnitte in diesen

Regionen zu vermeiden. Im Fall von Exon 10 ist dies die PolyT/PolyTG-Region in Intron 9. Diese Region wird speziell und separat behandelt.
* Bei den tiefen intronischen Mutationen werden fiinf die SNV auf beiden Seiten flankierende Nukleotide einbezogen.

* Bei Exon 20 werden 30 nt flankierender intronischer Sequenz am 5'-Ende des Exons einbezogen, um den Nachweis der Mutation 3272-26A>G zu ermdglichen.

** Mit den zwei groBen Deletionen und den PolyTG/PolyT-Regionen gibt es insgesamt 5.206 Positionen/Regionen.
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Verfahrensprinzipien

Das TruSight Cystic Fibrosis Library Prep-Kit ist fiir die manuelle Vorbereitung von Bibliotheken vorgesehen,
die fiir die Sequenzierung von DNA aus peripheren Vollblutproben verwendet werden. Die
Bibliotheksvorbereitung umfasst vier Schritte: Hybridisierung, Extension-Ligation, PCR-Amplifikation und
Bibliotheksnormalisierung.

N

HINWEIS

Die Bibliotheksvorbereitung erfolgt beim Cystic Fibrosis 139-Variant Assay und beim Clinical
Sequencing Assay gleich.

Bibliotheksvorbereitung

Anw.spez Region von AIWLEPRZ.: - Nicmaaead | Naoige
Sonde 1 Interesse Sonde 2

(R -

A
Anw.spez. Anw.spez.
Sonde 1 Sonde 2
B

VLI LLL LALLM LA LA A A

\ p_

P7 Ind jex2 PS5

A Hybridisierung: Im ersten Schritt, der Hybridisierung, wird ein fiir das Gen fiir zystische Fibrose

August 2021

spezifischer Pool von Upstream- und Downstream-Oligonukleotiden in die genomische DNA-Zugabe
hybridisiert. Am Ende des Vorgangs entfernt ein Waschlauf in drei Schritten anhand eines Filters, der
eine GréBenauswahl vornehmen kann, ungebundene Oligonukleotide aus der genomischen DNA.
Extension-Ligation: Im zweiten Schritt, der Extension-Ligation, werden die hybridisierten Upstream-
und Downstream-Oligonukleotide verbunden. Eine DNA-Polymerase erstreckt sich von den Upstream-
Oligonukleotiden lber die Zielregion hinaus, gefolgt von der Ligation mit dem 5'-Ende des Downstream-
Oligonukleotids mittels DNA-Ligase. Das Ergebnis besteht in der Bildung von Produkten, die die CF-
spezifischen Oligonukleotide enthalten, flankiert von Sequenzen, die fiir die Amplifikation benétigt
werden.

PCR-Amplifikation: Im dritten Schritt, der PCR-Amplifikation, werden die Extension-Ligation-Produkte
unter Verwendung von Indexadaptern, die Indexsequenzen fiir das Proben-Multiplexing hinzufligen,
sowie von gangigen Adaptern, die fiir die Clusterbildung auf dem MiSeqDx-Gerat erforderlich sind,
amplifiziert. Am Ende dieses Vorgangs reinigt ein PCR-Reinigungsverfahren die PCR-Produkte (die als
Bibliothek bezeichnet werden).
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D Bibliotheksnormalisierung: Im letzten Schritt, der Bibliotheksnormalisierung, wird die Quantitat jeder
Bibliothek normalisiert, um eine einheitlichere Bibliotheksdarstellung in der endgtiltigen Pool-Bibliothek
sicherzustellen. Am Ende dieses Vorgangs wird die Pool-Bibliothek zur Sequenzierung mit der SBS-
Chemie auf das MiSeqDx-Geréat geladen.

Sequenzierung

Die SBS-Chemie verwendet eine Methode mit reversiblen Terminatoren, um einzelne Nukleotidbasen zu
erkennen, die in wachsende DNA-Stréange eingebaut sind. Wahrend eines Sequenzierungszyklus wird ein
einzelnes, mit Fluoreszenzfarbstoff markiertes Desoxynukleotid-Triphosphat (dANTP) zur Nukleotid-Saurekette
hinzugefligt. Die Nukleotid-Kennzeichnung dient als Terminator fiir die Polymerisation, d. h. nach jeder dNTP-
Inkorporation wird der Fluoreszenzfarbstoff bildlich erfasst, um die Base zu identifizieren, und dann
enzymatisch gespalten, um die Inkorporation des néchsten Nukleotids zu erméglichen. Da alle vier an
reversible Terminatoren gebundenen dNTPs (A, G, T, C) als einzelne, separate Molekiile vorhanden sind,
werden Integrationsfehler durch natiirliche Mechanismen minimiert. Base-Calls erfolgen bei jedem
Sequenzierungszyklus direkt anhand von Signalstdrkemessungen. Das Ergebnis ist eine Sequenzierung Base
fir Base.

Datenanalyse

Der erste Schritt in der Datenanalyse wird als Primaranalyse bezeichnet. Die Echtzeitanalyse (RTA)-Software
fihrt dieses Verfahren durch und erzeugt Base-Calls und Qualitdtsbewertungen. Im nachsten Schritt, der
Sekundaranalyse, werden die bei der Primé&ranalyse generierten Base-Calls verarbeitet, um Informationen zu
jeder Probe zu liefern. Die Sekundéaranalyse wird mit der Local Run Manager-Software durchgefiihrt und
umfasst die Demultiplexierung, die Generierung von FASTQ-Dateien, das Alignment und das Varianten-Calling
sowie die Generierung von VCF-Dateien mit Informationen zu Varianten, die an speziellen Positionen in einem
Referenzgenom gefunden wurden.

Demultiplexierung: Dies ist der erste Schritt der Sekundaranalyse, wenn der Lauf mehrere Proben enthélt und
Uber Index-Reads verfligt. Die Demultiplexierung trennt Daten aus zusammengefassten Proben auf der Basis der
eindeutigen Sequenzindizes, die wéahrend der PCR-Amplifikation hinzugefigt wurden.

Generierung von FASTQ-Dateien: Nach der Demultiplexierung erstellt Local Run Manager temporare Dateien
im FASTQ-Format, dem Textformat fir die Darstellung von Sequenzen. FASTQ-Dateien enthalten die Reads fir
jede Probe sowie die Qualitats-Scores (ausgenommen Reads von Clustern, die den Filter nicht passiert haben).

Alignment: Beim Alignment werden Sequenzen mit der Referenz verglichen, um eine Beziehung zwischen den
Sequenzen zu identifizieren. AuBerdem wird ein Score basierend auf Ahnlichkeitsregionen zugewiesen. Alignierte
Reads werden in Dateien im BAM-Format gespeichert. Fir den Cystic Fibrosis 139-Variant Assay und den
Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay fihrt ein beschrankter (,banded”) Smith-Waterman-Algorithmus die
lokalen Sequenz-Alignments durch, um &hnliche Regionen zwischen zwei Sequenzen festzustellen.

Varianten-Calling: Bei diesem Schritt werden Einzelnukleotidvarianten (SNV), Insertionen und Deletionen
(Indels) und weitere strukturierte Varianten in der standardisierten Textdatei gespeichert,
TruSightCF139VariantAssay.txt fiir den Cystic Fibrosis 139-Variant Assay bzw.
TruSightCF ClinicalSequencingAssay.txt fiir den Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay.
Weitere Informationen zum Analyse-Workflow finden Sie in den Handbiichern der Analysesoftware, die auf
lhrem MiSeqgDx-Gerét installiert ist. Die Workflow-Anleitung zum Local Run Manager CF 139-Variant 2.0-
Analysemodul ist (Dokument-Nr. 1000000100945). Die Workflow-Anleitung zum Local Run Manager CF Clinical
Seq 2.0-Analysemodul ist (Dokument-Nr. 1000000100946).

Verfahrenseinschrankungen beim Cystic Fibrosis 139-Variant Assay
Fr In-vitro-Diagnostik.

Die mit dem Cystic Fibrosis 139-Variant Assay gewonnenen Ergebnisse sollten in Zusammenhang mit einer
umfassenden klinischen Bewertung verwendet und interpretiert werden.
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Der Assay wurde entwickelt, um eine spezifische Untergruppe bekannter Varianten im CFTR-Gen nachzuweisen,
umfasst jedoch nicht alle Varianten, die im CFTR-Gen identifiziert wurden. Der Assay meldet nur dann
Aminosaurelevel-Anderungen, wenn diese mit den in Tabelle 2 aufgefiihrten Nukleotidanderungen im
Zusammenhang stehen. Obwohl andere Nukleotidlevel-Anderungen zu den gleichen Aminosaurelevel-
Anderungen filhren kénnen, werden diese nicht vom Assay gemeldet. Wenn eine Variante nicht identifiziert wird,
ist dies jedoch keine Garantie dafiir, dass keine anderen CFTR-Varianten in den analysierten Proben vorhanden
sind.

Die Haufigkeit der von diesem Assay ermittelten Varianten ist je nach Bevdlkerungsgruppe unterschiedlich.

Wie bei jedem auf Hybridisierung basierenden Assay kdnnen zugrundeliegende Polymorphismen oder Varianten
in Oligonukleotid-bindenden Regionen die untersuchten Allele und somit die Anzahl der Calls beeintrachtigen.

Der Assay kann nicht feststellen, ob die Ausrichtung der PolyTG/PolyT-Variante cis/trans zur R117H-Variante ist.
Bei Patienten mit einer R117H-Variante sollten weitere Tests durchgefiihrt werden, um festzustellen, ob sich eine
PolyTG/PolyT-Variante, die den klinischen Phanotyp [z. B. 12-13(TG) oder 5T] beeinflussen kann, in cis/trans-
Ausrichtung zur R117H-Variante befindet.

PolyTG/PolyT sind Homopolymer-Regionen, die bei sequenzbasierten Assays aufgrund des Verrutschens der
Polymerase (Slippage) bekanntermaBen schwer zu interpretieren sind. Bei PolyTG/PolyT-Ergebnissen wurde
eine Miscall-Rate von 0,9 % (4/448) beobachtet, was eine Diskrepanz von + 1 TG im Vergleich zur
bidirektionalen Sanger-Sequenzierung zeigt (Tabelle 16).

Verfahrenseinschrankungen beim Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay
Fir In-vitro-Diagnostik.

Die mit dem Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay erzielten Ergebnisse sollten in Zusammenhang mit einer
umfassenden klinischen Bewertung verwendet und interpretiert werden.

Der Assay sequenziert die folgenden Regionen im CFTR-Gen:
Alle proteincodierenden Regionen im CFTR-Gen liber 27 Exons hinweg
Zwischen fiinf und 10 Basen flankierender intronischer Sequenz
100 Nukleotide intronischer Sequenz an den 5’- und 3’-UTRs (untranslatierte Regionen)
Zwei tiefe intronische Mutationen (1811+1.6kbA>G, 3489+10kbC>T)
Die PolyTG/PolyT-Sequenz in Intron 9
Insgesamt 5.206 Positionen/Regionen von den méglichen 188.702 Basenpaaren im Gen

Der Assay ist fiir das Sequenzieren der proteincodierenden Regionen und der Intron/Exon-Ubergénge des
CFTR-Gens konzipiert. Er enthélt nicht alle intronischen Regionen und groBen Deletionen. Daher ist auch bei
einem Wildtyp-Gesamtergebnis nicht auszuschlieBen, dass die analysierten Proben andere Mutationen/Varianten
des Gens Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator (CFTR) enthalten.
Der Assay ist fiir den Nachweis von zwei spezifischen groBen Deletionen bestimmt: CFTRdele2,3 und
CFTRdele22,23. Andere groBe Deletionen kann der Assay nicht nach- bzw. ausweisen. Dieser Assay ist nur
fir Insertionen und Deletionen einer GréBe von maximal 3 bp validiert.

Alle Insertionen/Deletionen sind in Homopolymer-Regionen links ausgerichtet, im Gegensatz zu rechts
ausgerichtet nach der HGVS-Nomenklatur. Beispielsweise wird die Variante ¢.313delA (mit Sequenzkontext
GAATC) als G-ATC-Deletion identifiziert, in dbSNP wird die Deletion aber als GA-TC-Deletion angegeben.

Eine Ausnahme hiervon bilden die 135 CF-Variationen, die in der CFTR2-Datenbank als krankheitsverursachend
aufgefiuhrt sind (basierend auf der Variantendatenbankversion 04/10/2012). Alle Indels in Homopolymer-
Regionen innerhalb dieser Gruppe von Variationen stimmen mit den erwarteten Variantennachweisen gemaB
CFTR2 iberein.!3

Die Méglichkeiten des Assays, Deletionen an bestimmten genomischen Positionen innerhalb der sequenzierten
Regionen aufzudecken, sind begrenzt. Die genomischen Koordinaten, die der Assay nicht melden kann, werden
in Tabelle 4 aufgefiihrt. Der Assay kann keine Deletionen erkennen, die die Base oder Basen in der
Einschrankungsspalte enthalten.
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Tabelle 4 Genomische Koordinaten, bei denen die Erkennung von Deletionen nicht méglich ist

CFTR-Genregion

CFTR_Exon1
CFTR_Exon3
CFTR_Exon4
CFTR_Exonb5
CFTR_Exon6
CFTR_Exon7
CFTR_Exon8
CFTR_Exon9
CFTR_Exon10
CFTR_Exoni1
CFTR_Exon12
CFTR_Exon14
CFTR_Exon17
CFTR_Exon18
CFTR_Exon19
CFTR_Exon20
CFTR_Exon22
CFTR_Exon23
CFTR_Exon24
CFTR_Exon25
CFTR_Exon26
CFTR_Exon27

hg19 - genomische Koordinaten (chr7)
117120041; 117120211

117149091

117170953-117170954*; 117171082

117174362
117175417
117176621

117180176-117180177*

117182126
117188771

117199544-117199545*; 117199697

117227802

117232106-117232107*; 117232466-117232467*; 117232609

117243705; 117243843

117246751
117250688
117251788
117267721
117282597
117292953

117304740-117304741*; 117304869

117305518
117307178

* Nur Deletionen mit den beiden hier aufgefiihrten Basen kénnen nicht erkannt werden. Beispiel: In Exon8 kénnen nur Deletionen > 2 bp nicht erkannt werden,
die die Basen der beiden genomischen Koordinaten 117180176 und 117180177 enthalten. Die Deletion einer einzelnen Base bei 117180176 oder 117180177 kann

erkannt werden.

Wenn es sich bei der betroffenen Koordinate in Tabelle 4 um die Base auBerst links in der Homopolymer-
Region handelt, ist die Erkennung einer Deletion an jeder anderen Position der Homopolymer-Strecke nicht
moglich, da sie sich nicht von einer Deletion an der betroffenen Koordinate unterscheiden lasst.

Der Assay kann insgesamt finf der in der klinischen ClinVar-Datenbank (Datenbankversion Dezember 2014)
aufgefiihrten Varianten nicht erkennen. Diese fiinf spezifischen Varianten sind in Tabelle 5 aufgefiihrt. Diese
Assay-Einschrankung gilt nicht fiir die in der Datenbank fiir zystische Fibrose, CFTR2 (Datenbankversion
04/10/2012) aufgefiihrten Varianten. Fur keine der Varianten standen Haufigkeitsdaten zur Verfigung.

Tabelle 5 Bekannte Varianten, die vom Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay nicht nachgewiesen wurden

Varianten-

Nr. ClinVar-ID

1 RCV000046424
2 RCV000046687
3 RCV000046688

CFTR-
Genregion

CFTR_Exon3

CFTR_
Exon17

CFTR_
Exon17

Dokument-Nr. 1000000097720 v02 DEU

Genomische Position
(chr 7)

117149091
117243703-117243704*

117243705

cDNA-Name
(HGVS)

c.168delA

c.2775_
2776delTT

c.2777delT

Protein-Name
(HGVS)

p.Glu56Aspfs
p.Leu926Alafs

p.Leu926Cysfs

rs-ID

rs397508269
rs397508433

rs397508434
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Varianten- Clinvar-ID CFTR- Genomische Position cDNA-Name Protein-Name rs-ID

Nr. Genregion (chr 7) (HGVS) (HGVS)

4 RCV000046782 CFTR_ 117250690* c.3106delA p.Thr1036Profs rs397508497
Exon19

5 RCV000046857 CFTR_ 117251789* c.3294delG p.Trp1098Cysfs rs397508534
Exon20

* In diesen Fallen befinden sich die betroffenen Koordinaten innerhalb einer Homopolymer-Region.

Die Haufigkeit der von diesem Assay ermittelten Varianten ist je nach Bevdlkerungsgruppe unterschiedlich. Es
ist nicht moglich, alle Variantenkombinationen zu validieren, die dieser Assay im CFTR-Gen nachweisen kdnnte.
Es wird empfohlen, neue und seltene Varianten mit einer validierten Referenzmethode zu bestatigen.

Wie bei jedem auf Hybridisierung basierenden Assay kénnen zugrunde liegende Polymorphismen, Mutationen,
Insertionen oder Deletionen in Oligonukleotid-bindenden Regionen die untersuchten Allele und somit die Anzahl
der Calls beeintrachtigen.

Bei komplexen Varianten, die eine Deletion und eine Insertion an derselben Position aufweisen, kann der Assay
dies als zwei separate Varianten in nadchster Nadhe melden. Die Phasierung von Varianten wird nicht untersucht
und andere mégliche Lésungen fiir die erkannte Sequenz sind in Betracht zu ziehen. In Tabelle 6 ist ein Beispiel
einer komplexen Variante dieser Art aufgefiihrt.

Tabelle 6 Komplexe Variante, Beispiel

Sequenzkontext (Referenz) GAAGAAATT

Beobachtete Sequenz fir Variante GAAT — - ATT

Erwartete Variante Deletion von GAA, Insertion von T (beide Anderungen an demselben Chromosom)
Vom Assay gemeldete Variante(n) SNP (G>T); Deletion von AA

Wenn mehr als zwei Varianten in einer Probe identifiziert werden, sollten Sie das Ergebnis priifen, indem Sie die
Probe unter Verwendung des MiSeqDx-Gerats mit einem frischen gDNA-Extrakt wiederholen, um eine
Kreuzkontaminierung der Probe auszuschlief3en.

HINWEIS

Es sollte eine Haplotyp-Phasierung in Betracht gezogen werden, wenn zwei oder mehr Varianten
nachgewiesen werden. Dieser Assay kann nicht feststellen, ob sich Varianten in cis/trans-Ausrichtung
zu anderen Varianten befinden.
Der Assay kann nicht feststellen, ob die Ausrichtung der PolyTG/PolyT-Variante cis/trans zu anderen Varianten
ist. Bei Patienten mit einer R117H-Variante sollten weitere Tests durchgefiihrt werden, um festzustellen, ob sich
eine PolyTG/PolyT-Variante, die den klinischen Phanotyp [z. B. 12-13 (TG) oder 5T] beeinflussen kann, in
cis/trans-Ausrichtung befindet.
PolyTG/PolyT sind Homopolymer-Regionen, die aufgrund des Verrutschens der DNA-Polymerase (Slippage)
bekanntermaBen schwer zu sequenzieren sind.

Produktkomponenten

Das TruSight Cystic Fibrosis Kit enthélt folgende Komponenten:
TruSight Cystic Fibrosis Library Prep (Katalog-Nr. 20036925)

Bereitgestellte Reagenzien

Reagenzien flir das TruSight Cystic Fibrosis Library Prep-Kit werden von lllumina bereitgestellt. Das Kit wurde
fir 1-4 Anwendungen mit 96 Proben je Kit konfiguriert.
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TruSight Cystic Fibrosis Library Prep, Karton 1

Die Reagenzien in Karton 1 werden gefroren versendet und sind bei einer Lagerung zwischen -25 °C und -15°C
stabil. Die Reagenzien bleiben iber maximal sechs Gefrier-/Auftauzyklen, die vor dem angegebenen
Verfallsdatum erfolgen, stabil.

Tabelle 7 Karton 1A: Voramplifikationsreagenzien

Komponente

Cystic Fibrosis Oligo Pool

Hybridization Buffer

Extension-Ligation Mix

Index 2-Primer (A501-A508)

Index 1-Primer (A701-A712)

PCR Polymerase
PCR Master Mix

Menge
1 Réhrchen

1 Réhrchen

1 Réhrchen

1 Réhrchen
pro Primer

1 Réhrchen
pro Primer

1 Rohrchen
1 Réhrchen

Fullmenge

600 il

4,32 ml

4,8 ml

192 pl

128 pl

56 pl
2,8 ml

Wirkstoffe

Gepufferte wassrige Losung mit
Oligonukleotiden, die auf das CFTR-Gen
abzielen

Gepufferte wassrige Losung mit Salzen
und Formamid

Gepufferte wassrige Losung mit einer
proprietéaren Mischung aus DNA-
Polymerasen, DNA-Ligasen und dNTPs

PCR-Primer mit Indexsequenzen und
Sequenzierungsadaptern

PCR-Primer mit Indexsequenzen und
Sequenzierungsadaptern

Proprietdare DNA-Polymerase

Gepufferte wassrige Losung mit Salzen
und dNTPs

Tabelle 8 Karton 1B: Nachamplifikationsreagenzien

Komponente Menge Fullmenge Wirkstoffe

Library Normalization 1 Réhrchen 4,6 ml Gepufferte wassrige Losung mit Salzen,
Diluent 2-Mercaptoethanol und Formamid
Library Dilution Buffer 1 Réhrchen 4,5 ml Gepufferte wassrige Lésung

PhiX Internal Control 1 Roéhrchen 10 pl Gepufferte wassrige Losung mit

genomischer PhiX-DNA

TruSight Cystic Fibrosis Library Prep, Karton 2

Lagerung

-25 °C bis -15°C

-25 °C bis -15°C

-25 °C bis -15°C

-25 °C bis -15°C

-25 °C bis -15°C

-25 °C bis -15°C
-25 °C bis -15°C

Lagerung
-25 °C bis -15°C

-25 °C bis -15°C
-25 °C bis -15°C

Die Reagenzien in Karton 2 werden ungekiihlt ausgeliefert und sind bis zum angegebenen Verfallsdatum stabil,

wenn sie bei 15 °C bis 30 °C gelagert werden.

Tabelle 9 Karton 2: Voramplifikationsreagenzien

Komponente Menge Fullmenge Wirkstoffe

Filter Plate 4 Platten --

Tabelle 10 Karton 2: Nachamplifikationsreagenzien

Komponente Menge FuII|(":1eI|)19e Wirkstoffe
Elution Buffer 1 Réhrchen 4.8 Gepufferte wassrige Losung
Library Storage Buffer 1 Réhrchen 3,5 Gepufferte wassrige Lésung

12 | Dokument-Nr. 1000000097720 v02 DEU

Polypropylen-Mikrotiterplatte mit einer
modifizierten Polyethersulfonmembran

Lagerung

15 °C bis 30 °C

Lagerung

15 °C bis 30 °C
15 °C bis 30 °C
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TruSight Cystic Fibrosis Library Prep, Karton 3

Die Reagenzien in Karton 3 werden gekiihlt ausgeliefert und sind bis zum angegebenen Verfallsdatum stabil,
wenn sie bei 2 °C bis 8 °C gelagert werden.

Tabelle 11 Karton 3A: Voramplifikationsreagenzien

Fall .
Komponente Menge Y ?;3;‘ ge Wirkstoffe Lagerung
Stringent Wash Buffer 1 Flasche 24 Gepufferte wassrige Lésung mit Salzen, 2 °C bis 8 °C
2-Mercaptoethanol und Formamid
Universal Wash Buffer 1 Roéhrchen 4,8 Gepufferte wassrige Losung mit Salzen 2 °C bis 8 °C

Tabelle 12 Karton 3B: Nachamplifikationsreagenzien

Fall -
Komponente Menge Y 2:3;‘99 Wirkstoffe Lagerung
PCR Clean-Up Beads 1 Roéhrchen 5 Gepufferte wassrige Lésung mit 2 °C bis 8 °C
festphasigen paramagnetischen Beads und
Polyethylenglykol
Library Normalization 2 Roéhrchen 4,8 Gepufferte wassrige Lésung mit Salzen, 2 °C bis 8 °C
Wash 2-Mercaptoethanol und Formamid
Library Beads 1 Roéhrchen 1,2 Gepufferte wassrige Losung mit 2 °C bis 8 °C

festphasigen paramagnetischen Beads

Erforderliche, jedoch nicht bereitgestellte Reagenzien

Voramplifikationsreagenzien
10 N NaOH (aus Tabletten herstellen oder Standardiésung verwenden)
TE-Puffer
RNase-/DNase-freies Wasser

Nachamplifikationsreagenzien
10 N NaOH (aus Tabletten herstellen oder Standardlésung verwenden)
Ethanol (EtOH) 200 Proof fiir die Molekularbiologie
TE-Puffer
RNase-/DNase-freies Wasser

MiSeqDx-Reagenzien
MiSeqDx Reagent Kit v3 (Katalog-Nr. 20012552 oder 20037124, je nach Region)
5 % Natriumhypochlorit
Tween 20
Wasser in Laborqualitat

August 2021 Dokument-Nr. 1000000097720 v02 DEU | 13



TruSight Cystic Fibrosis Packungsbeilage

Lagerung und Handhabung

1
2

Die Raumtemperatur ist mit 15 °C bis 30 °C definiert.
In den Reagenzien Hybridization Buffer, Stringent Wash Buffer und Library Normalization Diluent kénnen sich
sichtbare Partikel oder Kristalle bilden. Mischen Sie diese vor der Verwendung kréaftig mit dem Vortexmischer
und stellen Sie anschlieBend visuell sicher, dass keine Ausféllungen vorhanden sind.
Beachten Sie die folgenden Best Practices beim Umgang mit PCR Clean-Up Beads und Library Beads:
Die Beads dirfen niemals eingefroren werden.
Bringen Sie die Beads auf Raumtemperatur.
Mischen Sie die Beads unmittelbar vor der Verwendung mit dem Vortexer, bis sie gut suspendiert sind und
die Farbe homogen erscheint.
Mischen Sie die Probe nach dem Hinzufiigen der Beads griindlich, indem Sie 10-mal auf- und abpipettieren.
Die Proben kénnen auch mit einem Schiittler sorgfaltig gemischt werden.
Inkubieren Sie die Bead-Proben-Mischung bei Raumtemperatur iber die gesamte angegebene Dauer.
Folgen Sie den Anweisungen, wenn Sie das Magnetstativ verwenden. Warten Sie, bis die Lésung klar ist,
bevor Sie aspirieren. Belassen Sie die Platte auf dem Magnetstativ, wenn Sie den Uberstand langsam
aspirieren. Achten Sie dabei darauf, dass die separierten Beads nicht durcheinandergebracht werden.

4  Frieren Sie die Library Beads nicht ein bzw. vermischen Sie sie nicht mit dem Library Normalization Diluent-

Reagenz, wenn Sie sie nicht sofort verwenden.

Gerate und Materialien

Bereitgestellte, separat erhéltliche Gerate und Materialien

MiSeqDx-Gerat, Katalog-Nr. DX-410-1001

TruSeq Index Plate Fixture Kit, Katalog-Nr. FC-130-1005

TruSeq Index Plate Fixture & Collar Kit, Katalog-Nr. FC-130-1007
Ersatzverschliisse fiir Indexadapter, Katalog-Nr. DX-502-1003
MiSeq-Réhrchen, Katalog-Nr. MS-102-9999

Erforderliche, jedoch nicht bereitgestellte Gerate und Materialien

Gerate und Materialien fiir die Voramplifikation

Hitzeblock: Sie bendtigen einen Hitzeblock fiir eine 96-Well-Platte. Die Verwendung von Hitzeblécken mit
beheizbarem Deckel ist akzeptabel. Die Verwendung von Thermocyclern oder Hitzeblocks mit aktiver Abkiihlung
(z. B. Peltier, thermoelektrisch gekuhlt) wird fiir den Hybridisierungsschritt nicht empfohlen. Der Schritt der
passiven Abkuhlung ist fir eine ordnungsgemaBe Hybridisierung ausschlaggebend. Der Hitzeblock muss
folgende Leistungsspezifikationen erfiillen:

Temperaturbereich: zwischen +5 °C und 99 °C

Temperaturregelung: +0,1 °C bei 37 °C; +0,4 °C bei 60 °C

Probeninkubator: Es wird ein Inkubator (Hybridisierungsofen) bendtigt. Der Inkubator muss folgende
Leistungsspezifikationen erfillen:

Temperaturbereich: 10 °C bis 100 °C

Temperaturregelung: +0,2 °C

Tischzentrifuge: Sie benétigen eine Tischzentrifuge mit Temperaturregelung, die die Temperatur von 20 °C
halten kann. AuBerdem ist eine separate Zentrifuge im Nachamplifikationsbereich erforderlich. Es eignet sich
jede Plattenzentrifuge, die eine 96-Well-Platte mit Filtereinheit aufnehmen kann und die vorgesehenen
Geschwindigkeiten des Protokolls (280 bis 2.400 x g) erreicht.
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Prazisionspipetten: Sie benétigen einen Satz Prazisionspipetten. AuBerdem ist ein separater Satz im
Nachamplifikationsbereich erforderlich. Die Verwendung von Prazisionspipetten ist notwendig, um eine genaue
Reagenzien- und Probenabgabe zu gewéhrleisten. Sie konnen Einzel- oder Mehrkanalpipetten verwenden, wenn
diese regelmaBig kalibriert werden und ihre Genauigkeit innerhalb von 5 % des angegebenen Volumens liegt.

Verbrauchsmaterialien: Die folgenden Verbrauchsmaterialien werden benétigt:
96-Well-PCR-Platten mit Rahmen, 0,2 ml, Polypropylen oder vergleichbar
96-Well-Lagerungsplatten, 0,8 ml (MIDI-Platten)

Lésungsbecken, PVC, DNase-/RNase-frei (Bottich)
Klebende Aluminiumverschlussfolie
Entsprechende PCR-Plattenversiegelung
Aerosol-resistente Pipettenspitzen

Konische 15-ml-Réhrchen

Geréate und Materialien flr die Nachamplifikation

Thermocycler: Sie benétigen einen Thermocycler. Der Thermocycler muss Uber einen beheizbaren Deckel
verfigen und folgende Leistungsspezifikationen erfillen:

Temperatursteuerungsbereich: 4 °C bis 99 °C

Steuerungsgenauigkeit: 0,25 °C von 35 °C bis 99 °C
Mikroplattenschiittler: Es wird ein Mikroplattenschiittler im Nachamplifikationsbereich des Labors bendtigt.
Der Plattenschittler muss folgende Leistungsspezifikationen erfiillen:

Maximale Mischgeschwindigkeit: 3.000 rpm

Mischgeschwindigkeitsbereich: 200 bis 3.000 rom

Tischzentrifuge: Sie benttigen eine Tischzentrifuge, die die Temperatur von 20 °C halten kann. AuBerdem ist
eine separate Zentrifuge im Voramplifikationsbereich erforderlich. Es eignet sich jede Plattenzentrifuge, die die
vorgesehenen Geschwindigkeiten des Protokolls (280 bis 2.400 x g) erreicht.

Hitzeblock: Sie bendtigen einen Hitzeblock fiir R6hrchen. Der Hitzeblock muss folgende
Leistungsspezifikationen erfillen:

Temperaturbereich: zwischen +5 °C und 99 °C

Temperaturregelung: +0,1 °C bei 37 °C; +0,4 °C bei 60 °C
Magnetstativ: Sie benétigen ein Magnetstativ fiir eine 96-Well-Platte. Bei Stativen, deren Magnete sich an der
Seite und nicht am Boden befinden, wurde eine héhere Leistung beobachtet.

Prazisionspipetten: Sie bendtigen einen Satz Prazisionspipetten. AuBerdem ist ein separater Satz im
Voramplifikationsbereich erforderlich. Die Verwendung von Prazisionspipetten ist notwendig, um eine genaue
Reagenzien- und Probenabgabe zu gewéhrleisten. Sie konnen Einzel- oder Mehrkanalpipetten verwenden, wenn
diese regelmaBig kalibriert werden und ihre Genauigkeit innerhalb von 5 % des angegebenen Volumens liegt.

Tischzentrifuge: Sie benotigen eine fiir Mikrozentrifugenréhrchen geeignete Zentrifuge mit
Temperaturregelung, die die Temperatur von 20 °C halten kann. Es eignet sich jede Zentrifuge, die die
vorgesehenen Geschwindigkeiten des Protokolls (280 bis 1.000 x g) erreicht.

Verbrauchsmaterialien: Die folgenden Verbrauchsmaterialien werden benétigt:
96-Well-PCR-Platten mit Rahmen, 0,2 ml, Polypropylen oder vergleichbar
96-Well-Lagerungsplatten, 0,8 ml (MIDI-Platten)

HINWEIS

Stellen Sie sicher, dass die 96-Well-Platte zum Magnetstativ passt.
Konische Réhrchen, 15 ml und 50 ml
Mikrozentrifugenréhrchen (Schraubverschluss empfohlen)
PCR-8-fach-Rdéhrchenstreifen
Losungsbecken, PVC, DNase-/RNase-frei (Bottich)
Klebende Aluminiumverschlussfolien
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Plattenklebeversiegelungen fir den Einmalgebrauch
Aerosol-resistente Pipettenspitzen

Erfassen, Transportieren und Lagern von Proben

HINWEIS
Behandeln Sie alle Proben wie potenzielle Infektionserreger.
Voliblutproben, die in K;EDTA-R&6hrchen gesammelt wurden, kdnnen verwendet werden.

Vollblutproben kénnen bei Raumtemperatur maximal sieben Tage, bis zu 30 Tage bei 2 °C bis 8 °C oder gefroren
bei -25 °C bis -15 °C bis zu 30 Tage lang gelagert werden.

Vollblutproben kénnen bei Raumtemperatur maximal sieben Tage, maximal 30 Tage bei 2 °C bis 8 °C oder
maximal 30 Tage gefroren bei -25 °C bis -15 °C transportiert werden. Der Transport von Vollblut muss allen
geltenden regionalen, nationalen und lokalen gesetzlichen Bestimmungen fiir den Transport von
Infektionserregern entsprechen.

Nach dem sechsmaligen Einfrieren und Auftauen von genomischer DNA wurden keine negativen Auswirkungen
auf die Assay-Leistung beobachtet.

Bei Vollblutproben mit erhdhten Bilirubin-, Cholesterin-, Himoglobin-, Triglycerid- bzw. EDTA-Werten wurden
keine negativen Auswirkungen auf die Assay-Leistung beobachtet.

Warn- und Vorsichtshinweise

J VORSICHT

J GemaB geltender Gesetze ist der Verkauf oder die Nutzung dieses Geréts nur Gber einen Arzt bzw.
im Auftrag eines Arztes oder einer anderen Fachperson mit entsprechender Lizenz zulassig.

J WARNUNG

J Diese Reagenzien enthalten potenziell gefédhrliche Chemikalien. Bei Inhalation oder oraler
Aufnahme, Kontakt mit der Haut oder den Augen kann es zu einer Verletzung von Personen
kommen. Tragen Sie eine entsprechende fiir das Expositionsrisiko geeignete
Schutzausriistung, einschlieBlich Schutzbrille, Handschuhen und Laborkittel. Verbrauchte
Reagenzien sind als chemische Abfélle zu behandeln. Entsorgen Sie sie daher geméaB den
geltenden regionalen, nationalen und lokalen Gesetzen und Vorschriften. Zusatzliche umwelt-,
gesundheits- und sicherheitsbezogene Informationen finden Sie im Sicherheitsdatenblatt (SDS, Safety
Data Sheet) unter support.illumina.com/sds.html. (Weitere Informationen hierzu finden Sie unter
Bereitgestellte Reagenzien auf Seite 11.)

Einige Komponenten dieses Assays enthalten das Reduktionsmittel 2-Mercaptoethanol. Bei Inhalation oder
oraler Aufnahme, Kontakt mit der Haut oder den Augen kann es zu einer Verletzung von Personen kommen. Die
Verwendung muss in einem gut bellifteten Bereich erfolgen und alle Behélter und nicht verwendeten Inhalte sind
gemaB den geltenden Sicherheitsvorschriften lhrer Region zu entsorgen. Zuséatzliche umwelt-, gesundheits- und
sicherheitsbezogene Informationen finden Sie im Sicherheitsdatenblatt (SDS, Safety Data Sheet) unter
support.illumina.com/sds.html. (Weitere Informationen hierzu finden Sie unter Bereitgestellie Reagenzien auf
Seite 11.)

Einige Bestandteile dieses Assays enthalten Formamid, ein aliphatisches Amid, das in Verdacht steht, ein
fortpflanzungsgefédhrdendes Toxin zu sein. Bei Inhalation oder oraler Aufnahme, Kontakt mit der Haut oder den
Augen kann es zu einer Verletzung von Personen kommen. Tragen Sie eine entsprechende Schutzausriistung,
einschlieBlich Schutzbrille, Handschuhen und Laborkittel. Verbrauchte Reagenzien sind als chemische Abfalle zu
behandeln. Entsorgen Sie sie daher gemaB den geltenden Sicherheitsstandards Ihrer Region. Zusétzliche
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umwelt-, gesundheits- und sicherheitsbezogene Informationen finden Sie im Sicherheitsdatenblatt (SDS, Safety
Data Sheet) unter support.illumina.com/sds.html. (Weitere Informationen hierzu finden Sie unter Bereitgestellte
Reagenzien auf Seite 11.)

Behandeln Sie alle Proben wie potenzielle Infektionserreger.

Wenn die beschriebenen Verfahren nicht eingehalten werden, kann dies zu fehlerhaften Ergebnissen oder einer
wesentlichen Abnahme der Probenqualitat fihren.

Wenden Sie die routineméaBigen VorsichtsmaBnahmen fiir das Labor an. Pipettieren Sie nicht mit dem Mund.
Essen, trinken oder rauchen Sie nicht in ausgewiesenen Arbeitsbereichen. Tragen Sie beim Umgang mit Proben
und Assay-Reagenzien Einweghandschuhe und einen Laborkittel. Waschen Sie sich nach dem Umgang mit
Proben und Assay-Reagenzien griindlich die Hande.

Verwenden Sie Assay-Komponenten nicht mehr nach ihrem auf dem Etikett des Assay-Kartons angegebenen
Verfallsdatum. Tauschen Sie Assay-Komponenten aus unterschiedlichen Assay-Chargen nicht gegeneinander
aus. Assay-Chargen werden auf dem Etikett des Assay-Kartons angegeben.

Um eine Zersetzung der Proben oder Reagenzien zu verhindem, stellen Sie sicher, dass alle
Natriumhypochloritdampfe vollstandig abgefiihrt wurden, bevor Sie das Protokoll starten.

OrdnungsgemaBe Laborpraktiken und eine gute Laborhygiene sind unerlasslich, um eine Kontamination von
Reagenzien, Instrumenten und Proben genomischer DNA durch PCR-Produkte zu verhindemn. Eine Kontamination
durch PCR-Produkte kann zu falschen und unzuverldssigen Ergebnissen fiihren.

Anderungen an der physischen Struktur der bereitgestellten Reagenzien kénnen auf eine Schadigung der
Materialien hindeuten. Verwenden Sie die Reagenzien nicht, wenn Anderungen an der physischen Struktur
auftreten (z. B. offensichtliche Veranderungen der Reagenzienfarbe oder Eintriibung mit offenkundiger
Keimkontamination).

Zur Verhinderung einer Kontamination miissen die Voramplifikations- und Nachamplifikationsbereiche getrennt
werden. AuBerdem muss sichergestellt werden, dass bei Voramplifikation und Nachamplifikation eigene Geréte
(z. B. Pipetten, Pipettenspitzen, Vortexer und Zentrifuge) verwendet werden.

Vermeiden Sie eine Kreuzkontaminierung. Verwenden Sie nach jeder Probe und nach der Abgabe von
Reagenzien jeweils frische Pipettenspitzen. Mischen Sie Proben mit einer Pipette und zentrifugieren Sie die
Platte, wenn dies angegeben ist. Mischen Sie die Platten nicht mit dem Vortexer. Die Verwendung von Aerosol-
resistenten Spitzen verringert das Risiko einer Amplikon-Ubertragung und einer Kreuzkontaminierung von Probe
zu Probe.

Die Index-Proben-Paarung muss den fiir den MiSeqDx-Lauf eingegebenen Probeninformationen entsprechen.
Abweichungen zwischen den Probeninformationen und dem Plattenlayout fiihren zu einem Verlust der positiven
Probenidentifikation und zu fehlerhaften Ergebnisberichten.

Bereiten Sie stets frisches 80%iges Ethanol fir die Schritte des Waschlaufs zu. Ethanol kann Wasser aus der
Luft aufnehmen, was die Ergebnisse verfalscht.

Halten Sie nach dem Magnetstativ-Schritt die angegebene Trockenzeit ein, um sicherzustellen, dass das Ethanol
vollstandig verdampft. Ethanolreste kénnen den Ablauf nachfolgender Reaktionen beeintrachtigen.

Lagem Sie die Assay-Komponenten bei der angegebenen Temperatur in ausgewiesenen Voramplifikations- und
Nachamplifikationsbereichen.

Ein wiederholtes Einfrieren und Auftauen (bis zu 6-mal) der Komponenten aus Karton 1 beeintrachtigt die
Integritat des Assays nicht.

Mischen Sie den Cystic Fibrosis Oligo Pool und den Hybridization Buffer nicht fiir die Lagerung. Wenn diese
vermischt werden, wird der Cystic Fibrosis Oligo Pool selbst bei Gefrieagerung instabil.

Die Verwendung von Thermocyclem mit aktiver Abkiihlung (z. B. Peltier, thermoelektrisch gekuhlt) wird fiir den
Hybridisierungsschritt nicht empfohlen. Der Schritt der passiven Abkiihlung ist fiir eine ordnungsgemaéaBe
Hybridisierung ausschlaggebend.

Fugen Sie PCR Polymerase immer erst direkt vor dem Gebrauch zu PCR Master Mix hinzu. Lagem Sie die fertige
Master-Mischung keinesfalls.

August 2021 Dokument-Nr. 1000000097720 v02 DEU | 17


http://support.illumina.com/sds.html

TruSight Cystic Fibrosis Packungsbeilage

Wahrend des Bibliotheksnormalisierungsschritts ist es duBerst wichtig, das Bibliothek-Bead-Pellet volistandig
zu resuspendieren. Dies ist unerlasslich, um eine einheitliche Clusterdichte auf der FlieBzelle des MiSeqDx-
Gerats zu erzielen.

Halten Sie beim Bibliotheksnormalisierungsschritt die angegebenen Inkubationszeiten ein. Eine unsachgemaBe
Inkubation kann die Bibliotheksdarstellung und die Clusterdichte beeintrachtigen.

Aufgrund der Anzahl an Plattentibertragungen und dem sich daraus ergebenden Kontaminationspotenzial
miissen Sie auBerste Vorsicht walten lassen, um sicherzustellen, dass der Well-Inhalt vollstandig im Well
verbleibt. Passen Sie auf, dass der Inhalt nicht verspritzt wird.

Die Empfehlung zur Zugabe von 250 ng DNA ermdglicht die DNA-Mengenvariation. Die Assay-Leistung hangt
von der Zugabestufe ab.

Probenvarianten mit einer ,,No-Call“-Angabe im Testbericht weisen darauf hin, dass die Daten fiir diese
Variantenposition die definierten Sequenzierungsgrenzwerte nicht erreicht haben. Probenvarianten mit einer
»No-Call“-Angabe dirfen nicht gemeldet werden, es sei denn, bei Wiederholungstests werden die definierten
Grenzwerte erreicht, sodass die Probenvarianten nicht mehr als No-Call eingestuft werden.

Akronyme
Tabelle 13 TruSight Cystic Fibrosis Library Prep — Akronyme
Akronym Definition
AMP AMplification Plate (Amplifikationsplatte)
CLP ClLean-up Plate (Reinigungsplatte)
DAL Diluted Amplicon Library (Verdiinnte Amplikon-Bibliothek)
FPU Filter Plate Unit (Filterplatteneinheit)
HYB HYBridization Plate (Hybridisierungplatte)
LNP Library Normalization Plate (Bibliotheksnormalisierungsplatte)
NTC No Template Control (Negativkontrolle)
PAL Pooled Amplicon Library (Gepoolte Amplikon-Bibliothek)
SGP StoraGe Plate (Lagerungsplatte)

Weitere Ressourcen

Auf den Supportseiten zu TruSight Cystic Fibrosis auf der Website von lllumina finden Sie Software,
Schulungsmaterialien, Angaben zur Produktkompatibilitidt sowie die folgende Dokumentation. Vergewissern Sie
sich stets auf den Supportseiten, dass Sie iber die aktuellen Versionen verfiigen.

Ressource Beschreibung

Local Run Manager CF 139-Variant 2.0- Enthalt Anweisungen fiir das Festlegen der Laufparameter fir die
Analysemodul Workflow-Anleitung Sequenzierung und Analyse fiir das CF 139-Variant 2.0-Analysemodul.
(Dokument-Nr. 1000000100945)

Local Run Manager CF Clinical Seq 2.0- Enthalt Anweisungen fiir das Festlegen der Laufparameter fir die
Analysemodul Workflow-Anleitung Sequenzierung und Analyse fiir das CF Clinical Seq 2.0-Analysemodul.
(Dokument-Nr. 1000000100946)

Local Run Manager-Software Enthalt Anweisungen zum Erstellen eines Laufs, zur Uberwachung des
Referenzhandbuch fiir MiSeqDx (Dokument- Status, zur Analyse von Sequenzierungsdaten und zum Anzeigen von
Nr. 1000000011880) Ergebnissen auf dem MiSeqDx-Gerat.

MiSeqDx-Gerét Referenzhandbuch fiir Enthalt Anweisungen zur Konfiguration und Sequenzierung von Laufen sowie
MOS v2 (Dokument-Nr. 1000000021961) entsprechenden Wartungsverfahren auf dem MiSeqDx-Gerat.
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Verfahrenshinweise

lllumina verlangt, dass jeder Lauf, der als parallel zu verarbeitender Satz an Proben definiert ist, eine positive
Kontroll-DNA-Probe und eine negative Kontrollprobe (NTC oder No Template Control) enthélt. Die positive
Kontroll-DNA-Probe muss eine gut charakterisierte Probe mit einer oder mehreren bekannten CFTR-Varianten
sein. lllumina empfiehlt die Verwendung einer Wildtyp-Kontrollprobe. Die Wildtyp-Kontrollprobe sollte als eine
Probe ausgefiihrt werden und nicht die positive oder negative Kontrollprobe ersetzen.

Extrahieren und quantifizieren Sie die DNA aus Vollblut, bevor Sie mit dem Cystic Fibrosis 139-Variant Assay
oder dem Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay beginnen.

Sie kdnnen hierfir ein beliebiges validiertes DNA-Extraktionsverfahren verwenden.

Quantifizieren Sie die DNA mit einem Spektralphotometer. Stellen Sie sicher, dass A260/A280 fiir die DNA-Probe
> 1,5 betragt. Normalisieren Sie die DNA-Probe auf 50 ng/ul. Jede Probe erfordert 5 ul genomische DNA
(insgesamt 250 ng).

Lagem Sie die Assay-Komponenten bei der angegebenen Temperatur in ausgewiesenen Voramplifikations- und
Nachamplifikationsbereichen.

Ein wiederholtes Einfrieren und Auftauen (bis zu 6-mal) der Komponenten aus Karton 1 beeintrachtigt die
Integritat des Assays nicht.

Probendurchsatz

Beim Cystic Fibrosis 139-Variant Assay und dem Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay betragt der
Probendurchsatz pro MiSeqDx-Lauf 24 bis 96 Proben. Die wahrend der PCR-Amplifikation verwendeten Index-
Primer missen auf der Basis des gewilinschten endgultigen Probendurchsatzes gewahlt werden, um
sicherzustellen, dass jede Bibliothek eine eindeutige Indexkombination verwendet.

HINWEIS
Die Durchfiihrung des Vorgangs mit weniger als 24 Proben ist von lllumina nicht vorgesehen.

Bibliotheksvorbereitungsworkflow

Das folgende Diagramm stellt den Bibliotheksvorbereitungsworkflow fiir den Cystic Fibrosis 139-Variant Assay
und den Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay dar. Voramplifikationsschritte: Hybridisierung des Oligo-
Pools, Entfernung ungebundener Oligos und Extension-Ligation von gebundenen Oligos. Fiir den PCR-
Amplifikationsschritt erfolgt die Konfiguration der PCR-Platte im Voramplifikationsbereich, wahrend PCR auf
dem Thermocycler im Nachamplifikationsbereich stattfindet. Nachampilifikationsschritte: PCR-Reinigung sowie
Bibliotheksnormalisierung und -pooling.

Zwischen den Schritten sind sichere Haltepunkte markiert.
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Abbildung 1 Bibliotheksvorbereitungsworkflow fiir Cystic Fibrosis 139-Variant Assay und Cystic Fibrosis Clinical
Sequencing Assay

Oligo-Pool-Hybridisierung

Manueller Aufwand: 15 Min. Manueller Aufwand: 20 Min.
Inkubation: 80 Min. Verarbeitung: 30 Min.
Reagenzien Reagenzi
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Stringent Wash Buffer 1 Fooling
(Stringenter Waschpuffer) Manueller Aufwand: 30 Min.
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Library Beads (Bibliotheks-Beads)
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Extension-Ligation Mix |
(Extension-Ligation-Mischung) Ausgabe
DAL-Réhrchen
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FPU-Platte 1

PCR-Amplifikation m

Manueller Aufwand: 30 Min.
Zyklusdauer: 90 Min.
Reagenzien Sicherer Haltepunkt
PCR Master Mix (PCR-Master-Mischung)
PCR-Polymerase
Index-Primer
NaOH

Ausgabe
AMP-Platte

Jachamplifikation

Gebrauchsanweisung

Die TruSight Cystic Fibrosis Library Prep eignet sich fiir zwei Assays, den Cystic Fibrosis 139-Variant Assay
und den Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay. Der TruSight Cystic Fibrosis-Workflow umfasst Assay-
Auswahl, Bibliotheksvorbereitung, Sequenzierung und Nachwaschung. Mit Ausnahme der Assay-Auswahl sind
alle Verfahrensschritte bei beiden Assays gleich.

Assay-Auswahl und Laufkonfiguration

Wenn der Cystic Fibrosis 139-Variant Assay verwendet wird, finden Sie unter Verwenden des Local Run
Manager CF-139 Variant 2.0-Analysemoduls auf Seite 21 weitere Informationen.
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Wenn der Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay verwendet wird, finden Sie unter Verwenden des Local
Run Manager CF Clinical Seq 2.0-Analysemoduls auf Seite 22 weitere Informationen.

Verwenden des Local Run Manager CF-139 Variant 2.0-Analysemoduls

Festlegen von Parametern

1
2
3
4

5

Melden Sie sich bei Local Run Manager an.

Wahlen Sie Create Run (Lauf erstellen) und dann CF 139-Variant 2.0.

Geben Sie einen Namen ein, mit dem der Lauf von der Sequenzierung bis zur Analyse identifiziert werden kann.
Zulassig sind alphanumerische Zeichen, Leerzeichen, Unterstriche und Bindestriche (max. 40 Zeichen).
[Optional] Geben Sie eine Laufbeschreibung ein.

Zulassig sind alphanumerische Zeichen, Leerzeichen, Unterstriche und Bindestriche (max. 150 Zeichen).
Geben Sie die Chargennummer und das Verfallsdatum fiir das Bibliotheksvorbereitungskit ein.

Angeben der Proben flr den Lauf
Geben Sie die Proben fiir den Lauf an. Nutzen Sie dazu eine der folgenden Optionen.

Manuelles Eingeben der Proben: Verwenden Sie die leere Tabelle auf dem Bildschirm ,,Create Run“
(Lauf erstellen). Vorgeschlagene Proben-Wells sind hervorgehoben.

Importieren von Proben: Navigieren Sie zu einer extemen Datei mit kommagetrennten Werten (*.csv).
Im Bildschirm ,,Create Run“ (Lauf erstellen) steht eine Vorlage zum Herunterladen zur Verfligung.

Manuelles Eingeben der Proben

1

Geben Sie im Feld ,,Sample Name* (Probenname) einen eindeutigen Probennamen ein.

Zulassig sind alphanumerische Zeichen, Bindestriche und Unterstriche (max. 40 Zeichen).

Fiihren Sie einen Rechtsklick durch und wahlen Sie positive und negative Kontrollproben aus.

Damit ein Lauf gespeichert werden kann, muss dieser mindestens eine positive und eine negative Kontrollprobe
enthalten.

[Optional] Geben Sie auf der Registerkarte ,,Sample Description“ (Probenbeschreibung) eine
Probenbeschreibung ein.

Zulassig sind alphanumerische Zeichen, Bindestriche und Unterstriche (max. 50 Zeichen).

[Optional] Wahlen Sie in der Dropdown-Liste ,Index 1 (i7)“ einen Index-1-Adapter aus.

Dieser Schritt ist optional, da die i7- und i5-Indexkombinationen automatisch mit einem Standardlayout
ausgefiillt werden.

[Optional] Wahlen Sie in der Dropdown-Liste ,Index 2 (i5)“ einen Index-2-Adapter aus.

Dieser Schritt ist optional, da die i7- und i5-Indexkombinationen automatisch mit einem Standardlayout
ausgefllt werden.

Wabhlen Sie das Symbol Print (Drucken), um das Plattenlayout anzuzeigen.

Wahlen Sie Print (Drucken), um das Plattenlayout auszudrucken, damit es bei der Vorbereitung von Bibliotheken
als Referenz zur Verfligung steht.

[Optional] Wahlen Sie Export (Exportieren), um Probeninformationen zu exportieren.

Waéhlen Sie Save Run (Lauf speichem).

Wenn weniger als 24 Proben eingegeben wurden, wird das Fenster ,Insufficient Sample*“ (Unzureichende
Probenanzahl) angezeigt. Wéahlen Sie zum Fortfahren Proceed (Weiter) oder Cancel (Abbrechen), um die
Proben zu bearbeiten.

VORSICHT
Die Durchfiihrung des Vorgangs mit weniger als 24 Proben ist von lllumina nicht vorgesehen.
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Importieren von Proben
Probeninformationen kénnen aus zwei Arten von Dateien importiert werden:

Datei mit Probeninformationen, die mittels der Export-Funktion aus dem CF 139-Variant 2.0-Modul exportiert
wurde.

Vorlagendatei, die mit der Auswahl von Template (Vorlage) auf dem Bildschirm ,,Create Run® (Lauf erstellen)
generiert werden kann. Die Vorlagendatei enthélt die korrekten Spalteniiberschriften fiir den Import, einschlieBlich
Platzhalterinformationen in den einzelnen Spalten. Passen Sie die Vorlagendatei mithilfe eines extemen Editors
an:

1 Geben Sie Probeninformationen fiir alle Proben des Laufs ein.

2 Léschen Sie nach der Eingabe aller Probeninformationen samtliche ggf. verbliebenen
Platzhalterinformationen aus nicht verwendeten Zellen.

3 Speichem Sie die Vorlagendatei.

So importieren Sie Probeninformationen:

1 Wahlen Sie Import Samples (Proben importieren), navigieren Sie anschlieBend zur gewilinschten Datei und
wahlen Sie diese aus.

2 Wahlen Sie das Symbol Print (Drucken), um das Plattenlayout anzuzeigen.

3 Wahlen Sie Print (Drucken), um das Plattenlayout auszudrucken, damit es bei der Vorbereitung von Bibliotheken
als Referenz zur Verfligung steht.

4 Wahlen Sie Save Run (Lauf speichem).
Wenn weniger als 24 Proben eingegeben wurden, wird das Fenster ,Insufficient Sample“ (Unzureichende
Probenanzahl) angezeigt. Wéahlen Sie zum Fortfahren Proceed (Weiter) oder Cancel (Abbrechen), um die
Proben zu bearbeiten.

VORSICHT
J Die Durchfiihrung des Vorgangs mit weniger als 24 Proben ist von lllumina nicht vorgesehen.

Bearbeiten eines Laufs
Anweisungen fiir das Bearbeiten der Informationen in lhrem Lauf vor der Sequenzierung finden Sie im
Referenzhandbuch zur Local Run Manager-Software fiir MiSeqDx (Dokument-Nr. 1000000011880).

Verwenden des Local Run Manager CF Clinical Seq 2.0-Analysemoduls

Festlegen von Parametern

1 Melden Sie sich bei Local Run Manager an.

2 Wahlen Sie Create Run (Lauf erstellen) und CF Clinical Seq 2.0.
Ein Pop-up-Fenster wird ge6ffnet, um zu bestatigen, dass es sich bei CF Clinical Seq 2.0 um die gew{inschte
Auswahl handelt.

@ CONFIRM CF CLINICAL S5EQ 2.0 RUN @
Are you sUre you want to continue with this CF Clinical Seq 2.0 {Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay) run?

Mote: If you want to change vour run selection, press "Cancel" and make another selection.

Check to confirm CF Clinical Seq 2.0 run

Cancel

3 Aktivieren Sie zum Fortfahren das Kontrollkastchen Confirm (Bestatigen). Wahlen Sie Cancel (Abbrechen),
um zum Hauptbildschirm zuriickzukehren.

4  Geben Sie einen Namen ein, mit dem der Lauf von der Sequenzierung bis zur Analyse identifiziert werden kann.
Zulassig sind alphanumerische Zeichen, Leerzeichen, Unterstriche und Bindestriche (max. 40 Zeichen).
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[Optional] Geben Sie eine Laufbeschreibung ein.
Zulassig sind alphanumerische Zeichen, Leerzeichen, Unterstriche und Bindestriche (max. 150 Zeichen).
Geben Sie die Chargennummer und das Verfallsdatum fiir das Bibliotheksvorbereitungskit ein.

Angeben der Proben flr den Lauf
Geben Sie die Proben fiir den Lauf an. Nutzen Sie dazu eine der folgenden Optionen.

Manuelles Eingeben der Proben: Verwenden Sie die leere Tabelle auf dem Bildschirm ,,Create Run*
(Lauf erstellen). Vorgeschlagene Proben-Wells sind hervorgehoben.

Importieren von Proben: Navigieren Sie zu einer extemen Datei mit kommagetrennten Werten (*.csv).
Im Bildschirm ,,Create Run“ (Lauf erstellen) steht eine Vorlage zum Herunterladen zur Verfligung.

Manuelles Eingeben der Proben

1

Geben Sie im Feld ,,Sample Name“ (Probenname) einen eindeutigen Probennamen ein.

Zulassig sind alphanumerische Zeichen, Bindestriche und Unterstriche (max. 40 Zeichen).

Fuhren Sie einen Rechtsklick durch und wahlen Sie positive und negative Kontrollproben aus.

Damit ein Lauf gespeichert werden kann, muss dieser mindestens eine positive und eine negative Kontrollprobe
enthalten.

[Optional] Geben Sie auf der Registerkarte ,,Sample Description“ (Probenbeschreibung) eine
Probenbeschreibung ein.

Zulassig sind alphanumerische Zeichen, Bindestriche und Unterstriche (max. 50 Zeichen).

[Optional] Wahlen Sie in der Dropdown-Liste ,,Index 1 (i7)“ einen Index-1-Adapter aus.

Dieser Schritt ist optional, da die i7- und i5-Indexkombinationen automatisch mit einem Standardlayout
ausgefillt werden.

[Optional] Wahlen Sie in der Dropdown-Liste ,,Index 2 (i5)“ einen Index-2-Adapter aus.

Dieser Schritt ist optional, da die i7- und i5-Indexkombinationen automatisch mit einem Standardlayout
ausgefiillt werden.

Wabhlen Sie das Symbol Print (Drucken), um das Plattenlayout anzuzeigen.

Wabhlen Sie Print (Drucken), um das Plattenlayout auszudrucken, damit es bei der Vorbereitung von Bibliotheken
als Referenz zur Verfligung steht.

[Optional] Wahlen Sie Export (Exportieren), um Probeninformationen zu exportieren.

Wabhlen Sie Save Run (Lauf speichem).

Wenn weniger als 24 Proben eingegeben wurden, wird das Fenster ,Insufficient Sample“ (Unzureichende
Probenanzahl) angezeigt. Wahlen Sie zum Fortfahren Proceed (Weiter) oder Cancel (Abbrechen), um die
Proben zu bearbeiten.

VORSICHT
Die Durchfiihrung des Vorgangs mit weniger als 24 Proben ist von lllumina nicht vorgesehen.

Importieren von Proben
Probeninformationen kénnen aus zwei Arten von Dateien importiert werden:

Datei mit Probeninformationen, die mittels der Export-Funktion aus dem CF Clinical Seq 2.0-Analysemodul
exportiert wurde.

Vorlagendatei, die mit der Auswahl von Template (Vorage) auf dem Bildschimm ,,Create Run® (Lauf erstellen)
generiert werden kann. Die Vorlagendatei enthalt die korrekten Spaltentiberschriften fir den Import, einschlieBlich
Platzhalterinformationen in den einzelnen Spalten. Passen Sie die Vorlagendatei mithilfe eines extemen Editors
an:

1 Geben Sie Probeninformationen fiir alle Proben des Laufs ein.

2 Léschen Sie nach der Eingabe aller Probeninformationen samtliche ggf. verbliebenen
Platzhalterinformationen aus nicht verwendeten Zellen.
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3 Speichem Sie die Vorlagendatei.

So importieren Sie Probeninformationen:

1 Wabhlen Sie Import Samples (Proben importieren), navigieren Sie anschlieBend zur gewlinschten Datei und
wahlen Sie diese aus.

2 Wabhlen Sie das Symbol Print (Drucken), um das Plattenlayout anzuzeigen.

3 Wahlen Sie Print (Drucken), um das Plattenlayout auszudrucken, damit es bei der Vorbereitung von Bibliotheken
als Referenz zur Verfligung steht.

4 Wabhlen Sie Save Run (Lauf speichem).
Wenn weniger als 24 Proben eingegeben wurden, wird das Fenster ,Insufficient Sample“ (Unzureichende
Probenanzahl) angezeigt. Wahlen Sie zum Fortfahren Proceed (Weiter) oder Cancel (Abbrechen), um die
Proben zu bearbeiten.
VORSICHT
J Die Durchfiihrung des Vorgangs mit weniger als 24 Proben ist von lllumina nicht vorgesehen.
Bearbeiten eines Laufs

Anweisungen fiir das Bearbeiten der Informationen in lhrem Lauf vor der Sequenzierung finden Sie im
Referenzhandbuch zur Local Run Manager-Software fiir MiSeqDx (Dokument-Nr. 1000000011880).

Bibliotheksvorbereitung

HINWEIS

Der Bibliotheksvorbereitungsworkflow ist flir den Cystic Fibrosis 139-Variant Assay und den Cystic
Fibrosis Clinical Sequencing Assay identisch.

Hybridisierung des Oligonukleotid-Pools

Verbrauchsmaterialien
96-Well-PCR-Platte
Genomische DNA (gDNA)-Proben
Hybridization Buffer
Positive Kontrollprobe
Cystic Fibrosis Oligo Pool
TE-Puffer

Klebende Aluminiumverschlussfolie

Vorbereitung

1 Bereiten Sie die folgenden Verbrauchsmaterialien vor:
Reagenz Lagerung Anweisungen
Hybridization -25 °C bis -15°C Auf Raumtemperatur bringen. Kraftig mit dem Vortexer mischen, um
Buffer sicherzustellen, dass sich alle Ablagerungen vollstéandig aufgelést haben.

Zentrifugieren Sie dann kurz die Réhrchen, um Flissigkeit zu sammeln.

Cystic Fibrosis -25 °C bis -15°C Auf Raumtemperatur bringen. Kraftig mit dem Vortexer mischen, um
Oligo Pool sicherzustellen, dass sich alle Ablagerungen vollstédndig aufgelést haben.

Zentrifugieren Sie dann kurz die Réhrchen, um Flissigkeit zu sammeln.

2 Bringen Sie gDNA-Proben und die positive Kontrollprobe auf Raumtemperatur.
Erhitzen Sie einen 96-Well-Hitzeblock auf 95 °C.
4  Erwarmen Sie einen Inkubator auf 37 °C.

w
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Verfahren

1
2

= © 0 NO O,

Geben Sie der neuen 96-Well-PCR-Platte die Bezeichnung ,,HYB*.

Erstellen Sie die Probenplatte entsprechend der von Local Run Manager ausgedruckten grafischen Darstellung
der Platte.

Geben Sie gemaB dem von Local Run Manager generierten Plattenlayout 5 pl der negativen Kontrollprobe (z. B.
TE-Puffer) in den entsprechenden Well der HYB-Platte.

Fugen Sie 5 pl Probe oder Kontrolle bei 50 ng/ul (250 ng insgesamt) zu den entsprechenden Wells in der HYB-
Platte hinzu.

Geben Sie 5 pl Cystic Fibrosis Oligo Pool in jeden Proben-Well.

Fiigen Sie 40 pl Hybridization Buffer zu jeder Probe in der HYB-Platte hinzu.

Pipettieren Sie zum Mischen drei- bis flinfmal leicht auf und ab.

Versiegeln Sie die HYB-Platte und zentrifugieren Sie sie 1 Minute lang bei 1.000 x g und 20 °C.

Platzieren Sie die HYB-Platte in dem mit 95 °C vorgeheizten Block und inkubieren Sie sie eine Minute lang.
Verringem Sie die Temperatur des Hitzeblocks auf 40 °C und fahren Sie mit der Inkubation fort, bis der
Hitzeblock 40 °C erreicht (ca. 80 Minuten).

Die graduelle Abkihlung ist entscheidend fiir eine ordnungsgemafe Hybridisierung.

SICHERER HALTEPUNKT
Nachdem der Hitzeblock 40 °C erreicht hat, bleibt die HYB-Platte zwei Stunden lang bei 40 °C stabil.

Entfernen von ungebundenen Oligonukleotiden

Verbrauchsmaterialien

Extension-Ligation Mix
Filter Plate

Stringent Wash Buffer

Universal Wash Buffer

MIDI-Platte
Vorbereitung
1 Bereiten Sie die folgenden Verbrauchsmaterialien vor:
Reagenz Lagerung Anweisungen
Extension-Ligation Mix -25 °C bis -15°C Auf Raumtemperatur bringen.

Mit dem Vortexmischer mischen.

Stringent Wash Buffer 2 °C bis 8 °C Auf Raumtemperatur bringen.
Kraftig mit dem Vortexer mischen. Stellen Sie sicher,
dass die gesamte Prazipitation gelést wurde.

Universal Wash Buffer 2 °C bis 8 °C Auf Raumtemperatur bringen.
Mit dem Vortexmischer mischen.

Fligen Sie die Filterplatten-Assembly-Einheit (FPU) von oben nach unten zusammen:
Deckel
Filterplatte
Adapterkranz
MIDI-Platte
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3 Waschen Sie die Filterplattenmembran vorab wie folgt:
a Geben Sie 45 pl Stringent Wash Buffer in jeden Well.
b Versiegeln Sie die Filterplatte mit dem Deckel und zentrifugieren Sie sie finf Minuten lang bei
2.400 x g und 20 °C.

4  Stellen Sie sicher, dass alle Wells der Filterplatte vollstandig entleert werden. Wenn der Waschpuffer nicht
vollstandig ablauft, zentrifugieren Sie emeut bei 2.400 x g und 20 °C, bis die gesamte FliUssigkeit durchgelaufen
ist (weitere 5-10 Minuten).

f VORSICHT

J Es ist duBerst wichtig, die Zentrifugentemperatur wahrend der Waschlaufe zu kontrollieren.
Temperaturen von 25 °C oder hdher kénnen zu einer héheren Stringenz bei der Bindung der Primer
fahren. In seltenen Fallen, wenn Proben SNVs in Primer-Bindungsregionen aufweisen, kann die
héhere Stringenz zu Allelausféllen fiihren.

Verfahren

1 Entfernen Sie die HYB-Platte aus dem Hitzeblock und zentrifugieren Sie sie 1 Minute lang bei 1.000 x g und
20 °C.

2 Ubertragen Sie das gesamte Volumen jeder Probe mithilfe einer auf 55 pl eingestellten Mehrkanalpipette in die
entsprechenden Wells der Filterplatte.

3 Versiegeln Sie die Filterplatte mit dem Deckel und zentrifugieren Sie sie fiinf Minuten lang bei 2.400 x g und
20 °C.

4  Waschen Sie die Filterplatte wie folgt:

a Geben Sie 45 pl Stringent Wash Buffer in jeden Proben-Well.
b Versiegeln Sie die Filterplatte mit dem Deckel und zentrifugieren Sie sie fiinf Minuten lang bei
2.400 x g und 20 °C.

5 Reinigen Sie die Platte ein zweites Mal.

6 Wenn der Waschpuffer nicht vollstandig ablauft, zentrifugieren Sie emeut bei 2.400 x g und 20 °C, bis die
gesamte Flissigkeit abgelaufen ist (weitere 5-10 Minuten).

7 Entsorgen Sie den gesamten Durchfluss und setzen Sie dann die FPU wieder zusammen.

8 Geben Sie 45 pl Universal Wash Buffer in jeden Proben-Well.

9 Versiegeln Sie die Filterplatte mit dem Deckel und zentrifugieren Sie sie 10 Minuten lang bei 2.400 x g und 20 °C.

10 Stellen Sie sicher, dass die gesamte Flissigkeit nach dem Zentrifugieren abgelaufen ist. Wiederholen Sie das

Zentrifugieren bei Bedarf.

Extension-Ligation von gebundenen Oligonukleotiden

Verbrauchsmaterialien

Extension-Ligation Mix
Klebende Aluminiumverschlussfolie

Verfahren

1

2
3
4

Fugen Sie 45 pl Extension-Ligation-Mischung zu jedem Proben-Well der Filterplatte hinzu.

Versiegeln Sie die Filterplatte und bringen Sie den Deckel an.

Inkubieren Sie die FPU im vorab erwarmten Inkubator 45 Minuten lang bei 37 °C.

Bereiten Sie wahrend der Inkubation der FPU-Platte die AMP (Amplifikationsplatte) vor, wie im folgenden
Abschnitt beschrieben.
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PCR-Amplifikation

Verbrauchsmaterialien
96-Well-PCR-Platte
Versiegelung der PCR-Platte
Index-Primer (A501-A508 und A701-A712)
10 N NaOH
PCR Master Mix
PCR Polymerase

Konisches 15-ml-Réhrchen

Vorbereitung

1 Ermitteln Sie anhand der grafischen Darstellung des Plattenlayouts in Local Run Manager die zu verwendenden
Index-Primer.

2 Bereiten Sie die folgenden Verbrauchsmaterialien vor:

Reagenz Lagerung Anweisungen

Index-Primer (A501-A508 und  -25 °C bis -15 °C Auf Raumtemperatur bringen.

A701-A712) Mit dem Vortexmischer mischen und anschlieBend kurz
zentrifugieren.

PCR Polymerase -25 °C bis -15°C Im Gefrierschrank belassen, bis zur Vorbereitung der PCR-
Gebrauchsmischung benétigt.

PCR Master Mix -25 °C bis -15°C Auf Raumtemperatur bringen.

Mit dem Vortexmischer mischen und anschlieBend kurz
zentrifugieren.

3 Bereiten Sie frisches 0,05 N NaOH vor, indem Sie 25 pl 10 N NaOH zu 4.975 pl RNase-/DNase-freiem Wasser
hinzufligen.

4  Geben Sie der neuen 96-Well-PCR-Platte die Bezeichnung ,,AMP*.

5 Fuagen Sie Index-Primer wie folgt zur AMP-Platte hinzu:

a Fugen Sie 4 yl der ausgewahlten Index 2-Primer (A501-A508) zum entsprechenden Well der AMP-Platte
hinzu.

b Entsorgen Sie die urspriinglichen weiBen Verschliisse und bringen Sie anschlieBend neue wei3e
Verschlisse an.

¢ Fugen Sie 4 yl der ausgewahlten Index 1-Primer (A701-A712) zur entsprechenden Reihe der AMP-
Platte hinzu.

d Entsorgen Sie die urspriinglichen orangefarbenen Verschlisse und bringen Sie anschlieBend neue
orangefarbene Verschliisse an.

6 Bereiten Sie die folgenden Verbrauchsmaterialien vor:

Reagenz Lagerung Anweisungen
PCR -25 °C bis -15°C Aus dem Lager entnehmen und kurz zentrifugieren. Fahren Sie unmittelbar mit dem
Polymerase nachsten Schritt fort.

Lagern Sie die PCR-Polymerase nach dem Erstellen der PCR-Gebrauchslésung
erneut, wenn sie fiir weitere Vorbereitungen verwendet werden soll.

7 Bereiten Sie die PCR-Gebrauchslésung wie folgt vor:

HINWEIS

Die Mengen in den folgenden Anweisungen entsprechen dem Bedarf fur 96 Proben. Passen Sie bei
der Verarbeitung von weniger Proben die Mengen entsprechend an, um Reagenzien zu sparen.
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28

a Geben Sie bei 96 Proben 56 yl PCR Polymerase zu 2,8 ml PCR Master Mix hinzu.
b Invertieren Sie die L6sung zum Mischen 20 Mal.

Die PCR-Gebrauchsldésung ist bei Raumtemperatur 10 Minuten lang stabil.

Verfahren

1
2

(224 I - OV ]

10
11

Nehmen Sie die FPU aus dem Inkubator und entfernen Sie den Verschluss.

Versiegeln Sie die Filterplatte mit dem Deckel und zentrifugieren Sie sie zwei Minuten lang bei 2.400 x g und
20 °C.

Figen Sie 25 pl 0,05 N NaOH zu jedem Well der Filterplatte hinzu.

Pipettieren Sie fiinf- bis sechsmal auf und ab.

VerschlieBen Sie die Filterplatte mit dem Deckel und inkubieren Sie sie fiinf Minuten lang bei Raumtemperatur.

Ubertragen Sie wahrend der Inkubation der Filterplatte 22 yl PCR Master Mix in jeden Well der AMP-Platte mit
Index-Primem.

Ubertragen Sie die vom Filter eluierten Proben wie folgt auf die AMP-Platte:

a Pipettieren Sie die Proben in der ersten Spalte der Filterplatte flinf- bis sechsmal auf und ab.

b Ubertragen Sie 20 pl von der Filterplatte zur entsprechenden Spalte der AMP-Platte.

¢ Pipettieren Sie leicht fiinf- bis sechsmal auf und ab, um die DNA mit der PCR Master Mix griindlich zu
mischen.

d Wiederholen Sie diese Schritte zur Ubertragung der verbleibenden Spalten von der Filterplatte zur
AMP-Platte.

Versiegeln Sie die AMP-Platte und sichem Sie den Verschluss mit einer Gummiwalze.
Zentrifugieren Sie eine Minute lang bei 1.000 x g und 20 °C.
Ubertragen Sie die AMP-Platte in den Nachamplifikationsbereich.
Fihren Sie mithilfe des folgenden Programms auf einem Thermocycler eine PCR durch:
95 °C fir 3 Minuten
25 Zyklen von:
95 °C fiir 30 Sekunden
62 °C fiir 30 Sekunden
72 °C fir 60 Sekunden
72 °C fur 5 Minuten
Halten Sie die Temperatur konstant bei 10 °C

SICHERER HALTEPUNKT

Falls Sie nicht gleich mit der PCR-Reinigung fortfahren, kann die AMP-Platte Gber Nacht auf dem Thermocycler
bleiben oder sie kann bei 2 °C bis 8 °C bis zu 48 Stunden aufbewahrt werden.

PCR-Reinigung

Verbrauchsmaterialien

Konisches 50-ml-Réhrchen
Plattenklebeversiegelungen fir den Einmalgebrauch
Zwei MIDI-Platten

Elution Buffer

PCR Clean-Up Beads
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Vorbereitung

1 Bereiten Sie die folgenden Verbrauchsmaterialien vor:
Reagenz Lagerung Anweisungen
PCR Clean-Up 2 °C bis 8 °C Legen Sie die Beads 30 Minuten beiseite, um sie auf Raumtemperatur zu
Beads bringen.

2 Bereiten Sie fiir 96 Proben frisches 80%iges EtOH aus 36 ml reinem EtOH und 9 ml DNase/RNase-freiem Wasser
vor. Griindlich mischen.

HINWEIS

Passen Sie bei der Verarbeitung von weniger als 96 Proben die Mengen entsprechend an,
um Reagenzien zu sparen.

Verfahren

1 Zentrifugieren Sie die AMP-Platte eine Minute lang bei 1.000 x g und 20 °C.

2 Beschriften Sie eine neue MIDI-Platte mit ,,CLP*.

3 Invertieren Sie die PCR Clean-Up Beads 10-mal. Mischen Sie kraftig mit dem Vortexer und invertieren Sie emeut
10-mal. Stellen Sie mithilfe einer Sichtpriifung sicher, dass die Beads resuspendiert sind.

4  Figen Sie 45 pl PCR Clean-Up Beads zu jedem Well der CLP-Platte hinzu.

5 Ubertragen Sie das vollstindige PCR-Produkt aus jedem Well der AMP-Platte in den entsprechenden Well der
CLP-Platte.

6 Versiegeln Sie die Platte und schiitteln Sie sie auf einem Mikroplattenschiittler 2 Minuten lang bei 1.800 rpm.

7 Inkubieren Sie 10 Minuten lang bei Raumtemperatur, ohne zu schitteln.

8 Platzieren Sie die Platte auf einem Magnetstativ und warten Sie, bis die Fliissigkeit klar ist (ca. zwei Minuten).

9 Lassen Sie die CLP-Platte auf dem Magnetstativ, entfemen Sie vorsichtig den Uberstand und entsorgen Sie ihn.

10 Reinigen Sie die Beads wie folgt.

a Belassen Sie die Platte auf dem Magnetstativ und geben Sie 200 pl frisches 80%iges EtOH in jeden
Well.

b Warten Sie mindestens 30 Sekunden, bis der Uberstand klar ist.

c Entfernen und entsorgen Sie den gesamten Uberstand aus allen Wells.

11 Reinigen Sie die Beads ein zweites Mal.

12 Verwenden Sie eine auf 20 pl eingestellte P20-Mehrkanalpipette, um {iberfliissiges EtOH zu entferen.

13 Entfemen Sie die CLP-Platte vom Magnetstativ und lassen Sie die Beads 10 Minuten lang an der Luft trocknen.

14 Geben Sie 30 yl Elution Buffer zu jeder Probe hinzu.

15 Versiegeln Sie die CLP-Platte und schiitteln Sie sie auf einem Mikroplattenschiittler 2 Minuten lang bei 1.800 rpm.
Uberpriifen Sie nach dem Schiitteln, ob die Proben resuspendiert sind. Wiederholen Sie diesen Schritt, wenn
dies nicht der Fall ist.

16 Inkubieren Sie 2 Minuten lang bei Raumtemperatur.

17 Platzieren Sie die CLP-Platte auf einem Magnetstativ und warten Sie, bis der Uberstand Klar ist (ca. zwei
Minuten).

18 Beschriften Sie eine neue MIDI-Platte mit ,,LNP*.

19 Ubertragen Sie 20 pl Uberstand aus jedem Well der CLP-Platte in den entsprechenden Well der LNP-Platte.

20 [Optional] Ubertragen Sie die verbleibenden 10 pl Uberstand von der CLP-Platte auf eine neue Platte und
beschriften Sie diese Platte mit dem Laufnamen und dem Datum. Lagem Sie diese Platte bis zum Ende des
Sequenzierungslaufs und der Datenanalyse bei -25 °C bis -15 °C. Die gereinigten PCR-Produkte kénnen im Falle
von Probenfehlem zur Fehlerbehebung verwendet werden.

SICHERER HALTEPUNKT

Wenn Sie den Vorgang an diesem Punkt beenden, versiegeln Sie die LNP-Platte und zentrifugieren Sie sie
eine Minute lang bei 1.000 x g und 20 °C. Die Platte ist bei 2 °C bis 8 °C bis zu 3 Stunden lang stabil.
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Bibliotheksnormalisierung und Pooling

Verbrauchsmaterialien
Konisches 15-ml-Réhrchen
96-Well-PCR-Platte
Mikrozentrifugenréhrchen
Library Beads
Library Dilution Buffer
Library Normalization Diluent
Library Normalization Wash
10 N NaOH

RNase-/DNase-freies Wasser

Vorbereitung

1 Bereiten Sie die folgenden Verbrauchsmaterialien vor:
Reagenz Lagerung Anweisungen
Library Beads 2 °C bis 8 °C Auf Raumtemperatur bringen.
Library Dilution Buffer -25 °C bis -15°C Auf Raumtemperatur bringen. Kraftig mit dem Vortexer mischen.

Stellen Sie sicher, dass die gesamte Prazipitation gelést wurde.

Library Normalization -25 °C bis -15°C Auf Raumtemperatur bringen. Kraftig mit dem Vortexer mischen.
Diluent Stellen Sie sicher, dass die gesamte Préazipitation gelést wurde.
Library Normalization Wash 2 °C bis 8 °C Auf Raumtemperatur bringen. Kraftig mit dem Vortexer mischen.

2 Bereiten Sie frisches 0,1 N NaOH vor, indem Sie 50 ul 10 N NaOH zu 4.950 yl RNase-/DNase-freiem Wasser

hinzufugen.
Verfahren
1 Mischen Sie Library Normalization Diluent und Library Beads in einem frischen konischen 15-ml-Réhrchen wie
folgt:
HINWEIS

Die Mengen in den folgenden Anweisungen entsprechen dem Bedarf fur 96 Proben. Passen Sie bei
der Verarbeitung von weniger Proben die Mengen entsprechend an, um Reagenzien zu sparen.

a Fugen Sie bei 96 Proben 4,4 ml Library Normalization Diluent hinzu.

b Mischen Sie die Library Beads kraftig eine Minute lang mit dem Vortexer (zeitweilig mit Inversion),
bis die Beads resuspendiert sind und sich kein Pellet im unteren Bereich des Réhrchens befindet,
wenn das Réhrchen invertiert wird.

¢ Pipettieren Sie die Library Beads 10-mal auf und ab, um zu resuspendieren.

VORSICHT

Es ist duBerst wichtig, das Bibliothek-Bead-Pellet im unteren Bereich des Réhrchens
vollstandig zu resuspendieren. Durch die Verwendung einer P1000 wird sichergestellt,

dass die Beads homogen resuspendiert werden und sich keine Bead-Masse im unteren
Bereich des R6hrchens befindet. Dies ist unerlasslich, um eine einheitliche Clusterdichte auf
der FlieBzelle zu erzielen.

d Fugen Sie bei 96 Proben 800 pl Library Beads mit der Pipette zum konischen Ré6hrchen mit dem
Library Normalization Diluent hinzu.
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e Mischen Sie die L6sung, indem Sie das Réhrchen 15- bis 20-mal invertieren.

Flgen Sie 45 pl der Gebrauchslésung aus Library Normalization Diluent und Library Beads zu jedem Well der
LNP-Platte hinzu.
Versiegeln Sie die Platte und schiitteln Sie sie auf einem Mikroplattenschiittler 30 Minuten lang bei 1.800 rpm.

HINWEIS

Wenn Sie die Sequenzierung am selben Tag durchfiihren méchten, beginnen Sie jetzt mit dem
Auftauen der Reagenzienkartusche. Befolgen Sie die Anweisungen zum Auftauen der MiSeqDx-
Reagenzienkartusche im Abschnitt mit dem Titel Vorbereiten der Bibliothekssequenzierung auf Seite
32.

Platzieren Sie die LNP-Platte auf dem Magnetstativ und warten Sie, bis die Flissigkeit klar ist (ca. zwei Minuten).
Lassen Sie die LNP-Platte auf dem Magnetstativ, entfemen Sie vorsichtig den Uberstand und entsorgen Sie ihn.
Entfermen Sie die LNP-Platte vom Magnetstativ und waschen Sie die Beads mit der Library Normalization Wash
wie folgt:

a Geben Sie 45 pl Library Normalization Wash in jeden Proben-Well.

b Versiegeln Sie die LNP-Platte und schiitteln Sie sie auf einem Mikroplattenschittler funf Minuten lang
bei 1.800 rpm.

¢ Platzieren Sie die Platte mindestens zwei Minuten bzw. so lange auf dem Magnetstativ, bis der
Uberstand klar ist.

d Entfernen Sie vorsichtig den Uberstand und entsorgen Sie ihn.

Wiederholen Sie das Verfahren mit der Library Normalization Wash wie im vorherigen Schritt beschrieben.
Verwenden Sie eine auf 20 pl eingestellte P20-Mehrkanalpipette, um Uberfliissige Library Normalization Wash zu
entfernen.

Entfemen Sie die LNP-Platte vom Magnetstativ und fligen Sie dann 30 pl 0,1 N NaOH zu jedem Well hinzu.
Versiegeln Sie die LNP-Platte und schiitteln Sie sie auf einem Mikroplattenschiittler fiinf Minuten lang bei

1.800 rpm.

Beschriften Sie wahrend der fiinfminitigen Elution eine neue 96-Well-PCR-Platte mit ,,SGP“.

Fiigen Sie 30 pl Library Storage Buffer zu jedem Well hinzu.

Uberpriifen Sie, ob alle Proben in der LNP-Platte vollsténdig resuspendiert sind. Falls die Proben nicht
vollstandig resuspendiert sind, pipettieren Sie diese Proben behutsam auf und ab oder klopfen Sie mit der Platte
leicht auf die Arbeitsflache und schiitteln Sie sie fiir weitere 5 Minuten.

Platzieren Sie die LNP-Platte mindestens 2 Minuten lang auf dem Magnetstativ.

Ubertragen Sie mithilfe einer auf 30 pl eingestellten Mehrkanalpipette den Uberstand von der LNP- auf die SGP-
Platte. Pipettieren Sie zum Mischen leicht fliinfmal auf und ab.

Versiegeln Sie die SGP-Platte und zentrifugieren Sie sie anschlieBend eine Minute lang bei 1.000 x g und 20 °C.
Mischen Sie den Library Dilution Buffer mit dem Vortexer und stellen Sie sicher, dass sich alle Ausfallungen
volisténdig aufgelést haben. Zentrifugieren Sie kurz, um den Inhalt zu sammeln.

Beschriften Sie ein neues Mikrozentrifugenréhrchen mit ,,PAL".

Legen Sie die Proben fest, die fiir die Sequenzierung zu einem Pool zusammengefasst werden sollen. Sie
kénnen maximal 96 Proben fir die Sequenzierung zu einem Pool zusammenfassen.

Ubertragen Sie 5 pl von jeder zu sequenzierenden Bibliothek von jedem Well der SGP-Platte Spalte fiir Spalte in
den entsprechenden Well eines PCR-8-fach-Réhrchenstreifens.

Geben Sie den Inhalt des PCR-8-fach-Réhrchenstreifens in das PAL-R6hrchen. Mischen Sie das PAL-R6hrchen
vollstandig im Vortexmischer.

Versiegeln Sie die SGP-Platte mit einer klebenden Plattenversiegelung und beschriften Sie die Platte mit dem
Namen und dem Datum des Laufs.
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B HINWEIS
Die SGP-Platte kann bei -25 °C bis -15 °C bis zu drei Tage lang gelagert und ggf. zum erneuten
Poolen von Bibliotheken verwendet werden.

23 Beschriften Sie 2 bis 3 neue Mikrozentrifugenréhrchen mit ,,DAL.

24 Fligen Sie 585 pl Library Dilution Buffer zu den DAL-R&hrchen hinzu.

25 Ubertragen Sie 9 pl PAL in jedes DAL-R&hrchen mit Library Dilution Buffer.

26 Pipettieren Sie drei- bis fiinfmal auf und ab, um die Spitze zu spiilen und eine vollstandige Ubertragung
sicherzustellen.

SICHERER HALTEPUNKT

Wenn Sie nicht sofort mit der Sequenzierung auf dem MiSeqDx fortfahren, kdnnen die DAL-R&hrchen bei
-25 °C bis -15 °C fiir bis zu 28 Tage gelagert werden.

Bibliothekssequenzierung

! HINWEIS

| Der Bibliothekssequenzierungsworkflow ist fiir Cystic Fibrosis 139-Variant Assay und Cystic Fibrosis
Clinical Sequencing Assay identisch.

Vorbereiten der Bibliothekssequenzierung

Verbrauchsmaterialien
MiSeqDx Reagent Kit v3
Library Dilution Buffer
PhiX Intemal Control-Bibliothek

Vorbereitung

1  Erhitzen Sie einen fir 1,5-ml-Zentrifugenréhrchen passenden Hitzeblock auf 96 °C.
2 Bereiten Sie in einem Eiskiibel ein Eiswasserbad vor.

3 Bereiten Sie die folgenden Verbrauchsmaterialien vor:

Reagenz Lagerung Anweisungen
Library Dilution -25 °C bis -15°C Lassen Sie das Reagenz bei Raumtemperatur auftauen. Mit dem
Buffer Vortexmischer mischen. Stellen Sie sicher, dass die gesamte Préazipitation

gelést wurde. Zentrifugieren Sie den Puffer kurz und platzieren Sie ihn in
einem Eiswasserbad. Das MiSeqDx Reagent Kit v3 enthalt ggf. zuséatzlichen
Library Dilution Buffer.

PhiX Internal -25 °C bis -15°C Lassen Sie das Reagenz bei Raumtemperatur auftauen. Platzieren Sie die

Control

MiSeqDx -25 °C bis -15°C

Reagent Kit v3-
Kartusche

MiSegDx Flow 2 °C bis 8 °C

Cell

MiSegDx SBS 2 °C bis 8 °C

Solution (PR2)
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Kontrollprobe in einem Eiswasserbad.

Belassen Sie die Reagenzienkartusche etwa 90 Minuten lang bzw. so lange
im raumtemperierten Wasserbad, bis sie vollstandig aufgetaut ist. Weitere
Informationen zur Vorbereitung der Reagenzienkartusche finden Sie im
Referenzhandbuch zum MiSeqDx-Gerét fir MOS v2 (Dokument-Nr.
1000000021961).

Auf Raumtemperatur bringen. Weitere Informationen zur Vorbereitung der
FlieBzelle finden Sie im Referenzhandbuch zum MiSeqDx-Gerat fiir MOS v2
(Dokument-Nr. 1000000021961).

Auf Raumtemperatur bringen. Weitere Informationen zur Vorbereitung der
SBS-Lésung finden Sie im Referenzhandbuch zum MiSeqDx-Gerat fir MOS v2
(Dokument-Nr. 1000000021961).
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Denaturieren und Verdiinnen von PhiX Internal Control

Verbrauchsmaterialien
DNase-/RNase-freies Wasser
10 N NaOH
Library Dilution Buffer
PhiX Internal Control-Bibliothek
TE-Puffer
Konisches 15-ml-Réhrchen

Mikrozentrifugenréhrchen

Vorbereitung

1 Bereiten Sie 0,1 N NaOH vor, indem Sie die folgenden Volumina in ein konisches Réhrchen geben:
DNase-/RNase-freies Wasser (2.475 pl)
Stock 10 N NaOH (25 pl)

2 Invertieren Sie das Réhrchen zum Mischen mehrmals.

VORSICHT

J Die Verwendung von frisch verdiinntem NaOH ist notwendig, um die Proben fiir die Clusterbildung
auf dem MiSeqgDx vollstédndig zu denaturieren.
Wenn Sie PhiX und die Bibliotheksnormalisierung am selben Tag vorbereiten, kénnen Sie dieselbe Stocklosung
von 0,1 N NaOH verwenden.
3 Mischen Sie folgende Volumina, um die PhiX Internal Control-Bibliothek auf 2 nM zu verdiinnen:
10 nM PhiX Intemal Control-Bibliothek (2 pl)
1X TE-Puffer (8 pl)
4 Mischen Sie die folgenden Volumina, um 1 nM PhiX Intemal Control-Bibliothek vorzubereiten:
2 nM PhiX Intemal Control-Bibliothek (10 pl)
0,1 N NaOH (10 pl)
5 Kurz mit dem Vortexmischer mischen.
6 Zentrifugieren Sie 1 nM PhiX Intemal Control eine Minute lang bei 280 x g und 20 °C.
7 Inkubieren Sie 5 Minuten lang bei Raumtemperatur, um die PhiX Internal Control-Bibliothekslésung in
Einzelstrange zu denaturieren.
8 Bereiten Sie 20 pM der PhiX Internal Control-Bibliothek vor, indem Sie folgende Volumina in einem neuen
Mikrozentrifugenréhrchen mischen:
Denaturierte PhiX Intemal Control-Bibliothek (2 pl)
Vorgekduhlter Library Dilution Buffer (98 pl)

L VORSICHT

Sie kénnen die denaturierte 20 pM PhiX Internal Control-Bibliothek bei -25 °C bis -15 °C bis zu
3 Wochen lang als Aliquote fiir den Einmalgebrauch aufbewahren.

Vorbereiten von Proben fiir die Sequenzierung

1 Fahren Sie mit einem DAL-Réhrchen fiir die Sequenzierung fort.

2 Wenn das DAL-Réhrchen gefroren aufbewahrt wurde, lassen Sie es vollstédndig auftauen und mischen Sie es,
indem Sie auf- und abpipettieren.

3 Entfernen Sie, wenn die 20 pM PhiX Intemal Control gefroren gelagert wurde, das Aliquot fiir den
Einmalgebrauch, tauen Sie die Kontrollprobe volisténdig auf, mischen Sie diese im Vortexmischer und
zentrifugieren Sie die Kontrollprobe anschlieBend.

4  Figen Sie dem DAL-R6hrchen 6 pul 20 pM PhiX Intemal Control hinzu.
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5 Pipettieren Sie drei- bis fiinfmal auf und ab, um die Spitze zu spiilen und eine vollstandige Ubertragung
sicherzustellen.

Mischen Sie das DAL-R6hrchen mit dem Vortexer bei héchster Geschwindigkeit.

Zentrifugieren Sie das DAL-Réhrchen 1 Minute lang bei 1.000 x g und 20 °C.

Inkubieren Sie das DAL-R&hrchen auf einem Hitzeblock 2 Minuten lang bei 96 °C.

Invertieren Sie das DAL-R&hrchen nach der Inkubation ein- bis zweimal, um es gut zu mischen, und legen Sie es
dann sofort in das Eiswasserbad.

10 Belassen Sie das DAL-R6hrchen (gepoolte Bibliotheken) 5 Minuten lang im Eiswasserbad.

© 00N O®

Laden der gepoolten Bibliotheken in eine Kartusche

1 Verwenden Sie eine neue 1-ml-Pipettenspitze, um die Verschlussfolie Gber dem mit ,,Load Samples“ (Proben
laden) bezeichneten Behalter auf der Reagenzienkartusche zu durchstechen.

2 Geben Sie mit der Pipette 600 pl aus dem DAL-R&6hrchen in den Behalter ,,Load Samples“ (Proben laden).
Achten Sie darauf, die Verschlussfolie nicht zu beriihren.

3 Uberpriifen Sie nach dem Laden der Probe, ob sich Luftblasen im Behalter befinden. Falls Luftblasen vorhanden
sind, klopfen Sie mit der Kartusche vorsichtig auf die Arbeitsflache, damit die Blasen entweichen.

4 Fahren Sie mit den Schritten zum Konfigurieren des Laufs (iber die Benutzeroberflache der MiSeq Operating
Software (MOS) fort. Weitere Informationen zur Konfiguration von Laufen auf dem MiSegDx finden Sie im
Referenzhandbuch zum MiSeqDx-Gerét fir MOS v2 (Dokument-Nr. 1000000021961).

Nachwaschung mit Matrizenleitungswaschlauf
Es wird dringend empfohlen, nach der Sequenzierung eine Nachwaschung einschlieBlich der Reinigung der
Matrizenleitung durchzufiihren.
VORSICHT
Wenn die Matrizenleitung nicht gereinigt wird, beeintrachtigt dies u. U. die Call-Raten bei der negativen
Kontrollprobe im nachfolgenden Lauf.
HINWEIS

Der Nachwaschungsworkflow ist fiir den Cystic Fibrosis 139-Variant Assay und den Cystic Fibrosis
Clinical Sequencing Assay identisch.

Verbrauchsmaterialien
Mikrozentrifugenréhrchen
Wasser in Laborqualitat
Tween 20
5 % Natriumhypochlorit
MiSeq-Réhrchen

J WARNUNG

J Diese Reagenzien enthalten potenziell gefahrliche Chemikalien. Bei Inhalation oder oraler
Aufnahme, Kontakt mit der Haut oder den Augen kann es zu einer Verletzung von Personen
kommen. Tragen Sie eine entsprechende fiir das Expositionsrisiko geeignete Schutz-
ausristung, einschlieBlich Schutzbrille, Handschuhen und Laborkittel. Verbrauchte
Reagenzien sind als chemische Abfélle zu behandeln. Entsorgen Sie sie daher gemé&Bs den
geltenden regionalen, nationalen und lokalen Gesetzen und Vorschriften. Zusatzliche
umwelt-, gesundheits- und sicherheitsbezogene Informationen finden Sie im Sicherheitsdatenblatt
(SDS, Safety Data Sheet) unter support.illumina.com/sds.html.
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Vorbereitung
1 Bereiten Sie eine frische Waschlésung mit Tween 20 und Wasser in Laborqualitat wie folgt vor.

a Fugen Sie 5 ml 100 % Tween 20 zu 45 ml Wasser in Laborqualitét hinzu. Diese Volumina ergeben 10 %
Tween 20.

b Fugen Sie 25 ml 10 % Tween 20 zu 475 ml Wasser in Laborqualitat hinzu. Diese Volumina ergeben
eine Waschlésung mit 0,5 % Tween 20.

¢ Invertieren Sie finf Mal, um die L6sung zu mischen.

2 Bereiten Sie wie folgt eine frische Natriumhypochlorit-Waschlésung mit Wasser in Laborqualitéat vor:

a Fugen Sie 36 yl 5%iges Natriumhypochlorit zu 864 pl Wasser in Laborqualitat hinzu. Diese Volumina
ergeben eine im Verhaltnis 1:25 verdiinnte Natriumhypochlorit-L6sung.

b Geben Sie in einem MiSeqg-Réhrchen 50 pl einer im Verhéltnis 1:25 verdiinnten Natriumhypochlorit-
Lésung zu 950 pyl Wasser in Laborqualitat.

3 Die Verwendung der korrekten Natriumhypochlorit-Konzentration ist sehr wichtig. Priifen Sie den Prozentwert fir
die Natriumhypochlorit-Konzentration auf dem Produktetikett. Wenn die Konzentration zu hoch ist, schlagt die
Clusterbildung in den nachfolgenden Laufen ggf. fehl. Falls kein 5%iges Natriumhypochlorit zur Verfigung steht,
bereiten Sie 1 ml L6sung aus 0,01%igem Natriumhypochlorit in Wasser in Laborqualitat vor. Verwenden Sie
Natriumhypochlorit nicht fir Wartungs- oder Standbywaschlaufe.

4  Bereiten Sie die Waschlaufkomponenten mit einer frischen Waschlésung wie folgt vor.

a Fullen Sie in jeden Behalter der Waschablage 6 ml Waschlésung.
b Fillen Sie 350 ml Waschlésung in die 500-mI-Waschflasche.

Verfahren

1 Stellen Sie das MiSeq-Réhrchen mit 0,01%iger Natriumhypochlorit-Waschlésung in Position 17 der
Waschablage, bis der Hals des Réhrchens biindig mit der Ablage abschlieBt.
Das Rdéhrchen ersetzt die urspriingliche Waschlésung aus Tween 20 und Wasser in Laborqualitét in Position 17.

Abbildung 2 MiSeq-Réhrchen in Position 17 der Waschablage

VORSICHT

Stellen Sie sicher, dass Sie das MiSeg-Réhrchen mit Natriumhypochlorit nur in Position 17
platzieren. Wenn Sie das Réhrchen an einer anderen Position einsetzen, schlagt die Clusterbildung
in den nachfolgenden Laufen ggf. fehl.

2 Wenn der Lauf beendet ist, wahlen Sie Start Wash (Waschlauf starten).
Die Software hebt automatisch die Sipper im Reagenzienkihler an.
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3 Wahlen Sie auf dem Nachwaschungsbildschir die Option Perform optional template line wash
(Optionalen Matrizenleitungswaschlauf durchfiihren).

4 Offnen Sie die Tiir der Reagenzienkammer und des Reagenzienkiihlers und schieben Sie dann die gebrauchte
Reagenzienkartusche aus dem Reagenzienkiihler.

5 Schieben Sie die Waschablage bis zum Anschlag in den Reagenzienkiihler und schlieBen Sie dann die Tir des
Reagenzienkihlers.

6 Heben Sie den Sipper-Griff vor der Flasche mit der MiSeqDx-SBS-L6sung und der Abfallflasche an, bis er
einrastet.

7 Entfernen Sie die Flasche mit der MiSeqDx-SBS-Lésung und setzen Sie die Waschflasche ein.

8 Entfernen Sie die Abfallflasche und entsorgen Sie den Inhalt ordnungsgemaB. Setzen Sie die Abfallflasche wieder
in die Reagenzienkammer ein.

9 Senken Sie langsam den Sipper-Griff. Stellen Sie sicher, dass die Sipper in die Wasch- und die Abfallflasche
eintauchen.

10 SchlieBen Sie die Tir der Reagenzienkammer.

11 Wabhlen Sie Next (Weiter). Die Nachwaschung beginnt.

12 Wenn der Waschlauf abgeschlossen ist, lassen Sie die gebrauchte FlieBzelle, die Waschablage und die
Waschflasche mit der librigen Waschlésung im Gerat.

13 Die Sipper bleiben in der unteren Position, was nommal ist. Lassen Sie die nicht verwendete Waschlésung in der
Waschablage und der Waschflasche, um das Austrocknen der Sipper und das Eindringen von Luft in das
System zu verhindem.

Erneutes Analysieren sequenzierter Bibliotheken

Nach einem Sequenzierungslauf kann derselbe Sequenzierungsdatensatz erneut analysiert werden, indem das
Verfahren Requeue Analysis (Analyse erneut in die Warteschlange stellen) aus dem Referenzhandbuch zur Local
Run Manager-Software fiir MiSeqDx (Dokument-Nr. 1000000011880) durchgefiihrt wird. Die Analyse kann nur in
dem Modul erneut in die Warteschlange gestellt werden, in dem die Sequenzierung urspriinglich durchgefiihrt
wurde. Wenn eine Analyse erneut in die Warteschlange gestellt wird, kbnnen Probeninformationen geéndert
und neue Berichte generiert werden.

HINWEIS

Fir die Sequenzierung verwendete gepoolte Bibliotheken miissen 24 bis 96 Proben aufweisen.
Berichte fiir eine Untermenge von Proben kénnen durch die Eingabe von weniger Proben wahrend
der Konfiguration des erneuten Stellens in die Warteschlange erstellt werden. Berichte werden nur
fur Proben generiert, die wéhrend des erneuten Stellens in die Warteschlange eingegeben wurden.

Erneutes Testen von Optionen flir gepoolte Bibliotheken

36

Der TruSight Cystic Fibrosis 139-Variant Assay verwendet denselben Workflow und dieselben Reagenzien fiir
die Bibliotheksvorbereitung wie der TruSight Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay. Vor Beginn des
Bibliotheksvorbereitungsverfahrens muss ein Assay ausgewéahlt werden. Jedoch kénnen, wenn gepoolte
Bibliotheken (DAL-R&hrchen) zusétzliche Tests erfordern (z. B. Wiederholung des Sequenzierungslaufs oder
Reflextest mit einem anderen TruSight CF Assay), DAL-R6hrchen verwendet werden, ohne die
Bibliotheksvorbereitung zu wiederholen. Gehen Sie zum erneuten Testen wie folgt vor:

HINWEIS

Fir die Sequenzierung verwendete gepoolte Bibliotheken miissen mindestens 24 bis 96 Proben
aufweisen. Berichte flir eine Untermenge von Proben kénnen durch die Eingabe von weniger
Proben wahrend der Konfiguration des Sequenzierungslaufs erstellt werden. Alle gepoolten Proben
werden sequenziert, jedoch werden nur fiir wahrend der Konfiguration des Sequenzierungslaufs
eingegebene Proben Berichte generiert.

1 Konfigurieren Sie den Lauf anhand der Anweisungen unter Assay-Auswahl und Laufkonfiguration auf Seite 20.
2 Sequenzieren Sie Bibliotheken anhand der Anweisungen unter Bibliothekssequenzierung auf Seite 32.
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3 Reinigen Sie das MiSeqDx-Gerat nach Abschluss des Sequenzierungslaufs anhand der Anweisungen unter
Nachwaschung mit Matrizenleitungswaschlauf auf Seite 34.

Interpretation der Ergebnisse fur das Cystic Fibrosis 139-Variant Assay

Der Cystic Fibrosis 139-Variant Assay wurde fur die Erkennung von 139 CFTR-Varianten entwickelt,
einschlieBlich der von ACMG empfohlenen (Tabelle 2).

Der Assay-Bericht listet die Probennamen und den Genotyp fiir jede in einer Probe nachgewiesene Variante auf.

Alle Proben werden auf 134 CF-verursachende Varianten und die vom ACMG empfohlene R117H-Variante
untersucht. Der Assay-Bericht enthalt nur erkannte Mutantenallele.

Die PolyTG/PolyT-Variante wird nur gemeldet, wenn die R117H-Variante in einer Probe identifiziert wird. Bei
Patienten mit einer R117H-Variante sollten weitere Tests durchgefiihrt werden, um festzustellen, ob sich eine
PolyTG/PolyT-Variante, die den klinischen Phanotyp [z. B. 12-13 (TG) oder 5T] beeinflussen kann, in
cis/trans-Ausrichtung zur R117H-Variante befindet.

5 HINWEIS

Der PolyTG/PolyT-Genotyp wird vom Cystic Fibrosis 139-Variant Assay auf Basis der
Readanzahl der haufigsten Genotypen bestimmt. Aufgrund der digitalen Natur der
Sequenzierung der nachsten Generation ist der Assay im Vergleich zu anderen
sequenzierungsbasierten Technologien, die nur wenige Beobachtungen verwenden,
in der Lage, eine hohe Genauigkeit aus vielen Beobachtungen zu erzielen.

Wenn eine Probe bei Entdeckung eines oder mehrerer der drei benignen Polymorphismen 1506V, 1507V und
F508C den homozygoten F508del- oder 1507del-Genotyp aufweist, wird dies fiir die Probe gemeldet. Wenn
es sich bei allen drei benignen Polymorphismen um den Wildtyp handelt, gibt der Bericht an, dass in der
Probe keine 1506V-, 1507V- und F508C-Varianten vorhanden sind.

i’ HINWEIS
Da dies ein sequenzierungsbasierter Assay ist, wird die F508del- oder 1507del-Meldung
aufgrund der drei benignen Polymorphismen nicht beeintrachtigt. Daher werden keine
Korrekturen am Nachweisergebnis vorgenommen.

Wenn eine Probe als heterozygot identifiziert wird und sowohl Wildtyp- als auch Mutantenallele in der Probe
nachgewiesen werden, wird das Genotypergebnis als HET gemeldet.

Wenn eine Probe als homozygot identifiziert wird und nur das Mutantenallel in der Probe nachgewiesen wird,
wird das Genotypergebnis als HOM gemeldet.

Wenn keine Variante in einer Probe identifiziert wird, gibt der Bericht ,,No panel variants are detected” (Keine
Panel-Varianten nachgewiesen) an.

Der Assay-Bericht enthalt Informationen zur Proben-Call-Rate fiir jede Probe. Die Call-Rate wird berechnet als
die Anzahl der Variantenpositionen/-regionen, die einen vordefinierten Konfidenzschwellenwert erreichen, geteilt
durch die Gesamtzahl der untersuchten Positionen/Regionen.

Bei Proben, die bedingte Meldungen erfordem, werden die zusétzlich untersuchten Varianten auch in der
Call-Raten-Berechnung beriicksichtigt.

Jede Variante mit einem vordefinierten Konfidenzwert unter dem Schwellenwert wird als ,,No-Call“ gemeldet.
Es wird empfohlen, die Probe zu wiederholen.

Ein Probenergebnis wird nur dann als giiltig betrachtet, wenn die Call-Rate > 99 % betragt. Bei einer Call-Rate
<99 % wird die Leistung als ,,Fail“ (Fehlgeschlagen) angegeben und die Probe muss wiederholt werden.

August 2021

HINWEIS:

Wenn die Proben-Call-Rate < 50 % betragt, wird die Leistung als ,,Fail“ (Fehlgeschlagen) angegeben
und im Bericht mit der Anmerkung ,,Sample Failed“ (Probe fehlgeschlagen) versehen. Es werden
keine Varianteninformationen angezeigt. Diese Probe muss wiederholt werden.
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Es wird empfohlen, dass anhand von synthetischen Proben validierte Varianten (siehe Genauigkeitstabelle) vom
Benutzer mithilfe einer validierten Referenzmethode verifiziert werden, bevor ein Bericht tGber das erste
Patientenergebnis mit diesen Varianten erstellt wird.

Wenn mehr als zwei Varianten in einer Probe identifiziert werden, sollte der Benutzer das Ergebnis verifizieren,
indem er die Probe unter Verwendung des TruSight Cystic Fibrosis 139-Variant Assay mit einem frischen gDNA-
Extrakt wiederholt, um eine Kreuzkontaminierung der Probe auszuschlieBen.

HINWEIS

Es sollte eine Haplotyp-Phasierung in Betracht gezogen werden, wenn zwei oder mehr Varianten
nachgewiesen werden.

Alle Varianteninterpretationen sollten von zertifiziertem Fachpersonal fur klinische Molekulargenetik oder eine
gleichwertige Disziplin geméaB den lokalen Verfahren und Richtlinien durchgefiihrt werden.!® Mégliche
Interpretationsreferenzen umfassen, sind jedoch nicht beschrankt auf: die CFTR2-Datenbank!?, das Sosnay-
Paper'3, die ACMG-Richtlinien von 2004! und die ACOG Committee Opinion von 20112, Informationen zur
Berechnung und Darstellung der Ergebnisse bzw. eine Beschreibung des Inhalts in einem Bericht im
Textdateiformat finden Sie in den Handbiichern der entsprechenden Analysesoftware, die auf lhrem MiSeqDx
installiert ist. Wenn Local Run Manager verwendet wird, finden Sie Informationen im Referenzhandbuch zur
Local Run Manager-Software fiir MiSeqDx (Dokument-Nr. 1000000011880) und in der Workflow-Anleitung fiir
das Local Run Manager CF 139-Variant 2.0-Analysemodul (Dokument-Nr. 1000000100945).

Interpretation der Ergebnisse fur den Cystic Fibrosis Clinical Sequencing
Assay

Der Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay ist fir die Sequenzierung aller proteincodierenden Regionen im
CFTR-Gen (27 Exons), von 5 bis 30 Basen der flankierenden intronischen Sequenz, ca. 100 nt flankierender
Sequenz an den 5’- und 3’-UTRs und zwei tiefen intronischen Mutationen (1811+1.6kbA>G, 3489+10kbC>T)
konzipiert. Die genauen sequenzierten Regionen sind in Tabelle 3 aufgefiihrt. AuBerdem liefert der Assay
Ergebnisse (iber die PolyTG/PolyT-Variante und zwei groBe Deletionen (CFTRdele2,3, CFTRdele22,23).

Der Assay-Bericht listet die Probennamen und den Genotyp fiir jede in einer Probe nachgewiesene Variante auf.
Es werden fiir jede Variante die genomische Koordinate, der cDNA-Name der Human Genome Variation
Society (HGVS) und der Proteinname (sofem verfligbar) angegeben.

Beim Varianten-Typ handelt es sich um eine Einzelnukleotid-Variante (Single Nucleotide Variant, SNV), eine
Deletions-/Insertionsvariante (DIV), eine PolyTG/PolyT-Variante (PolyTGPolyT) oder eine groBe Deletion
(DEL).

Der Genotypaufruf (heterozygot oder homozygot) kann der Referenzbaseninformation entnommen werden,
die die Referenzsequenz an dieser genomischen Koordinate angibt, sowie der Ergebnisbeschreibung, die
die beiden Allele an der genomischen Position in der Probe bereitstellt. Wenn beispielsweise die Referenz
»G“ und das Ergebnis ,A/G“ ist, weist dies auf eine G>A—Anderung an dieser genomischen Koordinate hin
und bedeutet, dass der Genotyp des Variantenallels heterozygot ist. Wenn die Referenz ,,G“ und das
Ergebnis ,, T/T“ ist, weist dies auf eine G>T-Anderung an dieser genomischen Koordinate hin und bedeutet,
dass der Genotyp des Variantenallels homozygot ist.

Die Sequenzierungstiefe an der Variantenposition wird im Feld ,,Depth“ (Tiefe) und die Allelhdufigkeit wird im
Abschnitt ,,Frequency” (Haufigkeit) angegeben.

Der Assay-Bericht enthalt Informationen zur Proben-Call-Rate fiir jede Probe. Die Call-Rate wird berechnet als
die Anzahl der Variantenpositionen/-regionen, die einen vordefinierten Konfidenzschwellenwert erreichen, geteilt
durch die Gesamtzahl der untersuchten Positionen/Regionen.
Die genomische Koordinate einer Position oder Region, bei der der Konfidenzwert unter dem Schwellenwert
liegt, wird separat im Abschnitt ,,Coordinates not called“ (Koordinaten ohne Call) aufgefiihrt. Benutzer
sollten die Positionen, bei denen kein Call erfolgte, anhand der jeweiligen Varianteninformationen priifen,
um moglicherweise nicht entdeckte Varianten zu identifizieren, sowie die entsprechenden Bevélkerungs-
haufigkeiten, um festzustellen, ob eine Probe wiederholt werden muss.
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Ein Probenergebnis wird nur dann als giiltig betrachtet, wenn die Call-Rate > 99 % betragt. Bei einer Call-Rate
unter 99 % wird die Leistung als ,Fail“ (Fehlgeschlagen) angegeben und die Probe muss wiederholt werden.

Es wird empfohlen, alle Varianten, die nicht in der Genauigkeitsstudie validiert werden (siehe Genauigkeit auf
Seite 61), mithilfe einer validierten Referenzmethode zu verifizieren, bevor ein Bericht (iber das erste
Patientenergebnis mit diesen Varianten erstellt wird.
Es sollte eine Haplotyp-Phasierung in Betracht gezogen werden, wenn zwei oder mehr Varianten
nachgewiesen werden.

Alle Varianteninterpretationen sollten von einem zertifizierten klinischen Molekulargenetiker oder einem
Aquivalenten Spezialisten gemaB lokalen Verfahren und Richtlinien durchgefiihrt werden.1® Mégliche
Interpretationsreferenzen umfassen, sind jedoch nicht beschrankt auf: die CFTR2-Datenbank1:12,

das Sosnay-Paper'3, die ACMG-Richtlinien von 2004! und die ACOG Committee Opinion von 20112,
Informationen zur Berechnung und Darstellung der Ergebnisse bzw. eine Beschreibung des Inhalts in einem
Bericht im Textdateiformat finden Sie in den Handbiichem der entsprechenden Analysesoftware, die auf lhrem
MiSeqgDx installiert ist. Weitere Informationen zu Local Run Manager finden Sie im Referenzhandbuch zur Local
Run Manager-Sofiware fiir MiSeqDx (Dokument-Nr. 1000000011880) und in der Workflow-Anleitung fiir das
Local Run Manager CF Clinical Seq 2.0-Analysemodul (Dokument-Nr. 1000000100946).

Der Genetiker gibt in einem Dropdown-Menii der Local Run Manager-Software einen Interpretationswert fiir jede
Variante an, die fiir eine Probe gemeldet wurde. Folgende Interpretationswerte stehen zur Verfligung: ,,CF-
causing“ (CF-verursachend), ,,Mutation of varying clinical consequence“ (Mutation von variierender klinischer
Konsequenz), ,,Mutation of unknown significance“ (Mutation von unbekannter Signifikanz) oder ,,Non-CF
causing“ (nicht CF-verursachend). Der eingegebene Wert wird an die Ergebnisdatei angehéngt und in der
Interpretationsspalte im Bericht des klinischen Sequenzierungs-Assays angezeigt.

Verfahren zur Qualitatskontrolle

Die Regeln fiir eine gute Laborpraxis schreiben vor, dass Kontrollproben evaluiert werden miissen, um
Unterschiede bei der Blutverarbeitung und bei technischen Verfahren im Labor des Benutzers zu erkennen,
die zu signifikanten Schwankungen bei den Ergebnissen fiihren kédnnen.

Negative Kontrollprobe (NTC oder Kontrollprobe ohne Matritze): Die Verwendung einer negativen
Kontrollprobe ist bei jedem Lauf erforderlich, um mégliche Kontaminationsvorkommnisse zu entdecken. Die
Call-Rate sollte bei der negativen Kontrollprobe weniger als 10 % betragen. Wenn eine negative Kontrollprobe
eine Call-Rate > 10 % generiert und im vorherigen Lauf eine Matrizenwaschung durchgefiihrt wurde, ist wahrend
der Assay-Verarbeitung moéglicherweise eine Kontamination aufgetreten. Der Assay wird als fehlgeschlagen
angesehen und der gesamte Assay muss wiederholt werden, angefangen mit der Bibliotheksvorbereitung. Die
negative Kontrollprobe wird als ,,Pass” (Erfolgreich) gemeldet, wenn sie eine Call-Rate <10 % generiert, und als
»Fail“ (Fehlgeschlagen) bei einer Call-Rate > 10 %.

HINWEIS

Nach allen Sequenzierungsldufen muss die Matrizenleitung gereinigt werden, um eine erhéhte Call-
Rate bei der negativen Kontrollprobe zu verhindern. Wenn die negative Call-Rate > 10 % betragt und
die Matrizenleitung beim vorherigen Lauf nicht gereinigt wurde, wird empfohlen, dass der Bediener
eine Nachwaschung mit Reinigung der Matritzenleitung durchfiihrt und den Sequenzierungslauf
wiederholt.

Positive Kontrollproben: Eine positive DNA-Kontrollprobe ist bei jedem Lauf erforderlich. Die positive DNA-
Kontrollprobe muss eine gut charakterisierte Probe mit mindestens einer bekannten CFTR-Variante sein.16
lllumina empfiehlt die Verwendung rotierender positiver Kontrollproben, die den technischen Standards und
Richtlinien des ACMG von 2008 fiir CF-Mutationstests'” und den klinischen Laborstandards fiir die
Sequenzierung der nachsten Generation des ACMG aus dem Jahr 2013 entsprechen.’® Die positive
Kontrollprobe muss den erwarteten Genotyp generieren. Wenn die positive Kontrollprobe einen anderen als den
erwarteten Genotyp generiert, ist méglicherweise ein Fehler bei der Probenverfolgung oder eine fehlerhafte

August 2021 Dokument-Nr. 1000000097720 v02 DEU | 39



TruSight Cystic Fibrosis Packungsbeilage

Aufzeichnung von Index-Primem aufgetreten. Der gesamte Assay muss wiederholt werden, angefangen mit der
Bibliotheksvorbereitung. Die positive Kontrollprobe wird als ,,Pass” (Erfolgreich) gemeldet, wenn sie eine Call-
Rate > 99 % generiert, und als ,,Fail“ (Fehlgeschlagen) bei einer Call-Rate < 99 %.

e Wildtyp-Kontrollprobe: Die Wildtyp-DNA-Kontrollprobe wird bei jedem Lauf empfohlen. Die Wildtyp-
Kontrollprobe muss eine gut charakterisierte Probe sein, die keine CFTR-Varianten enthalt. Die Wildtyp-
Kontrollprobe muss den erwarteten Genotyp generieren. Wenn die Wildtyp-Kontrollprobe einen anderen als den
erwarteten Genotyp generiert, ist méglicherweise ein Fehler bei der Probenverfolgung oder eine fehlerhafte
Aufzeichnung von Index-Primem aufgetreten. Der gesamte Assay muss wiederholt werden, angefangen mit der
Bibliotheksvorbereitung.

e Ein Probenergebnis wird nur dann als giiltig betrachtet, wenn die Call-Rate > 99 % betragt. Bei einer Call-Rate
unter 99 % wird die Leistung als ,,Fail“ (Fehlgeschlagen) angegeben und die Probe muss wiederholt werden.

e Vor der anfénglichen Verwendung dieses Produkts im Labor des Benutzers sollte die Leistung des Assays durch
das Testen mehrerer positiver und negativer Kontrollproben mit bekannten Leistungsmerkmalen verifiziert
werden.

 Alle Qualitatskontrollen sollten in Ubereinstimmung mit den lokalen, bundes- und/oder landesweiten Vorschriften
oder Zulassungsanforderungen durchgefihrt werden.

Leistungsmerkmale des Cystic Fibrosis 139-Variant Assay

Die Leistungsmerkmale des Cystic Fibrosis 139-Variant Assay basieren auf Studien, bei denen der MiSeqDx
Cystic Fibrosis 139-Variant Assay verwendet wurde. Die Gleichwertigkeit der TruSight- und MiSeqDx-Assays
wird in Gleichwertigkeit der Leistung im Vergleich zum lllumina MiSeqDx Cystic Fibrosis 139-Variant Assay auf
Seite 60 dargestellt.

Genauigkeit

40

Die Genauigkeit des Cystic Fibrosis 139-Variant Assay ergab sich aus der Auswertung von 500 Proben,

die eine Vielzahl von CFTR-Varianten aus vier verschiedenen Quellen reprasentieren. Die primére Quelle der
Genauigkeitsdaten war eine klinische Genauigkeitsstudie, die mit einem Panel aus 366 Proben durchgefiihrt
wurde. Die Mehrzahl (n= 355) der Proben bestand aus archivierten, anonymisierten klinischen gDNA-Proben,
die aus menschlichem Blut isoliert wurden. Die restlichen 11 Proben wurden aus gewerblichen Zelllinienproben
gewonnen.

Die Daten dieser Studie wurden durch Genauigkeitsdaten von 68 Zelllinienproben, die in der
Reproduzierbarkeitsstudie untersucht wurden, 14 klinischen Proben aus der analytischen Studie zur
Auswertung der Extraktionsmethode sowie 52 synthetischen Plasmidproben erganzt. Die synthetischen
Plasmide wurden so konstruiert, dass sie den genomischen Kontext der seltenen Varianten enthielten,

und umfassten eine bis neun Varianten innerhalb desselben Konstrukts. Sie wurden linearisiert, auf die der
genomischen DNA entsprechenden Kopienzahlen verdiinnt und mit menschlichen genomischen DNA-Proben
des Wildtyp-Genotyps bei dquivalenten Kopienzahlen gemischt, um eine heterozygote Probe zu imitieren.

Die Genotypisierungsergebnisse fiir 137 SNV-/kleine InDel-Stellen einschlieBlich der PolyTG/PolyT-Region
wurden mit der bidirektionalen Sanger-Sequenzanalyse verglichen. Zwei validierte PCR-basierte Assays wurden
als Referenzmethode fiir die beiden groBen Deletionen im Panel verwendet. Jeder doppelte PCR-Assay nutzte
zwei Primer-Satze, um zwischen Wildtyp-, heterozygoten und homozygoten Genotypen zu unterscheiden.
Einer der Primer-Satze diente dazu, die Deletionshaltepunkte zu flankieren, wahrend der andere Satz eine in der
Deletion befindliche Region amplifizierte. Die zwei Produkte wurden anhand von GréBentrennung auf einem
Agarose-Gel nachgewiesen.

Die PCR-Assays wurden anhand eines Panels aus 28 Proben (22 Proben fiir jede Deletion) validiert, die aus aus
Zelllinien und Blut gewonnenen genomischen DNA-Proben sowie synthetischen Plasmiden bestanden, die die
WT-, HET- und HOM-Genotypen fiir jede groBe Deletion umfassten. Anhand der Untersuchung der PCR-
Produkte auf einem Agarose-Gel wurde bestétigt, dass die PCR-Assays eine 100%ige Spezifitat und
Reproduzierbarkeit fir alle getesteten Proben aufwiesen. Die Genauigkeit der PCR-Assays wurde anhand der
Sanger-Sequenzierung bestétigt und fiir 100 % aller Proben nachgewiesen.
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Fir jeden Genotyp wurde die Genauigkeit anhand von drei statistischen MessgréBen ermittelt. Die positive
Ubereinstimmung (Positive Agreement, PA) wurde fiir jede Genotyp-Variante berechnet, indem die Anzahl der
Proben mit (ibereinstimmenden Varianten-Calls durch die Gesamtzahl der Proben mit dieser Variante, wie
anhand der Referenzmethoden ermittelt, dividiert wurde. Die negative Ubereinstimmung (Negative Agreement,
NA) wurde Gber alle Wildtyp-Positionen (WT) hinweg berechnet, indem die Anzahl der konkordanten WT-
Positionen durch die Gesamtzahl der WT-Positionen, wie in den Referenzmethoden ermittelt, dividiert wurde.
Die allgemeine Ubereinstimmung (Overall Agreement, OA) wurde (iber alle berichteten Positionen hinweg
berechnet, indem die Anzahl der konkordanten WT- und Varianten-Positionen durch die Gesamtzahl der
berichteten Positionen, wie in den Referenzmethoden ermittelt, dividiert wurde.

Der Cystic Fibrosis 139-Variant Assay hat eine positive Ubereinstimmung auf Genotypebene von 100 %. Der
NA-Wert fiir alle WT-Positionen war > 99,99 % und der OA-Wert fiir alle berichteten Positionen war ebenfalls
> 99,99 %. Alle Testergebnisse basieren auf anfanglichen Tests.
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Tabelle 14 Allgemeine Genauigkeit des Cystic Fibrosis 139-Variant Assay

Variante i Summe Positive Calls (Varianten) Negative Anzahl Anzahl P?sitive N?gative Gesamt-
(allgemeiner Varianten- cDNA-Name L . - ) Calls der der . U.ber- . U.ber- ubereinstimmung
Name) typ p.ro Klinische Zelllinien- Synthetische (Wildtyp) Miscalls No- einstimmung einstimmung (%)
Variante Proben proben Proben Calls (%) (%)
CFTR DEL ¢.54-5940_ 500 4 1 0 495 0 0 100 100 100
dele2, 3 273410250 del21kb
E60X SNV c.178G>T 500 6 1 0 493 0 0 100 100 100
P67L SNV c.200C>T 500 1 0 1 498 0 0 100 100 100
R75X SNV c.223C>T 500 3 1 0 496 0 0 100 100 100
G85E SNV c.254G>A 500 6 2 0 492 0 0 100 100 100
394delTT DIV c.262_263 500 3 1 0 496 0 0 100 100 100
delTT
406-1G>A SNV c.274-1G>A 500 4 0 0 496 0 0 100 100 100
E92X SNV c.274G>T 500 0 1 1 498 0 0 100 100 100
D110H SNV c.328G>C 500 1 0 1 498 0 0 100 100 100
R117C SNV c.349C>T 500 4 0 0 496 0 0 100 100 100
R117H SNV c.350G>A 500 17 2 0 481 0 0 100 100 100
Y122X SNV c.366T>A 500 0 1 0 499 0 0 100 100 100
621+1G>T SNV c.489+1G>T 500 7 5 0 488 0 0 100 100 100
663delT DIV c.531delT 500 1 0 1 498 0 0 100 100 100
G178R SNV c.532G >A 500 1 1 0 498 0 0 100 100 100
711+1G>T SNV c.579+1G>T 500 3 1 0 496 0 0 100 100 100
P205S" SNV c.613C>T 500 1 0 1 498 0 0 100* 100 100
L206W SNV c.617T>G 500 8 1 0 491 0 0 100 100 100
1078delT DIV c.948delT 500 1 1 0 498 0 0 100 100 100
G330X SNV c.988G>T 500 1 1 0 498 0 0 100 100 100
R334W SNV c.1000C>T 500 6 1 0 493 0 0 100 100 100
1336K SNV c.1007T>A 500 0 1 0 499 0 0 100 100 100
1154insTC DIV c.1022_1023 500 0 1 0 499 0 0 100 100 100
insTC
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Variante
(allgemeiner
Name)
R347H
R347P
R352Q
A455E
S466X(C>G)
1548delG
Q493X
1507del

F508del

1677delTA

V520F
1717-1G>A
G542X
S549N

S549R
(c.1647T>G)

G551D
R553X
A559T
R560T
1812-1 G>A
1898+1G>A
2143delT
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Varianten-

typ

SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
DIV
SNV
DIV

DIV

DIV

SNV
SNV
SNV
SNV
SNV

SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
DIV

cDNA-Name

c.1040G>A
c.1040G>C
c.1055G>A
c.1364C>A
c.1397C>G
c.1418delG
c.1477C>T

c.1519_1521
delATC

c.1521_1523
delCTT

c.1545_1546
delTA

c.1558G>T
c.1585-1G>A
c.1624G>T
c.1646G>A
c.1647T>G

c.1652G>A
c.1657C>T
c.1675G>A
c.1679G>C
c.1680-1G>A
c.1766+1G>A
c.2012delT

Summe
Calls
pro

Variante

500
500
500
500
500
500
500
500

500

500

500
500
500
500
500

500
500
500
500
500
500
500

Positive Calls (Varianten)

Klinische
Proben

6

3
5
4

-

w

NN O 0O » 00

Zelllinien-
proben

1

NN OO M O DN

o N W - N W =

=y

Synthetische
Proben

1
0
0
0
1

iy

o O o

iy

oO/o o o == o o

Negative
Calls
(Wildtyp)
492
495
495
494
498
498
494
494

387

499

498
495
485
495
496

489
490
495
493
498
497
497

Anzahl
der
Miscalls

O O O O o o o o

©O O o o o

OO o o o o o

Anzahl
der
No-

Calls

0

O O O O o o o

o O o o o

O/l oO0o o o o o o

Positive
Uber-
einstimmung
(%)

100
100
100
100
100
100
100
100

100

100

100
100
100
100
100

100
100
100
100
100
100
100

Negative
Uber-
einstimmung
(%)

100
100
100
100
100
100
100
100

100

100

100
100
100
100
100

100
100
100
100
100
100
100

Gesamt-
libereinstimmung
(%)
100
100
100
100
100
100
100
100

100

100

100
100
100
100
100

100
100
100
100
100
100
100
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Variante i S Positive Calls (Varianten) Negative Anzahl Anzahl P?smve N?gatlve Gesamt-
) Varianten- Calls der Uber- Uber- . L
(allgemeiner cDNA-Name . . ) Calls der L L Ubereinstimmung
Name) typ pro Klinische Zelllinien- Synthetische (Wildtyp) Miscalls No- einstimmung einstimmung (%)
Variante Proben proben Proben Calls (%) (%)
2183AA>G DIV c.2051_ 500 3 1 0 496 0 0 100 100 100
2052del
AAinsG
2184insA DIV c.2052_2 500 3 0 1 496 0 0 100 100 100
053insA
2184delA DIV c.2052delA 500 1 1 0 498 0 0 100 100 100
R709X SNV c.2125C>T 500 1 0 2 497 0 0 100 100 100
K710X SNV c.2128A>T 500 3 0 0 497 0 0 100 100 100
2307insA DIV c.2175_21 500 3 0 2 495 0 0 100 100 100
76insA
R764X SNV c.2290C>T 500 1 0 2 497 0 0 100 100 100
W846X SNV c.2537G>A 500 0 1 0 499 0 0 100 100 100
2789+5G>A SNV C.2657+5G>A 500 9 1 0 490 0 0 100 100 100
Q890X SNV c.2668C>T 500 1 0 0 499 0 0 100 100 100
3120G>A SNV c.2988G>A 500 1 0 0 499 0 0 100 100 100
3120+1G>A SNV C.2988+1G>A 500 7 1 0 492 0 0 100 100 100
3272-26A>G SNV c.3140-2 500 0 1 0 499 0 0 100 100 100
6A>G
R1066C SNV c.3196C>T 500 6 0 0 494 0 0 100 100 100
R1066H SNV c.3197G>A 500 1 0 1 498 (0] 0 100 100 100
W1089X SNV c.3266G>A 500 4 0 0 496 0 0 100 100 100
Y1092X(C>A) SNV c.3276C>A 500 3 1 0 496 (0] 0 100 100 100
M1101K SNV c.3302T>A 500 2 2 0 496 0 0 100 100 100
R1158X SNV c.3472C>T 500 7 1 0 492 0 0 100 100 100
R1162X SNV c.3484C>T 500 5 1 0 494 0 0 100 100 100
3659delC DIV c.3528delC 500 4 1 0 495 0 0 100 100 100
S1196X SNV c.3587C>G 500 1 0 0 499 0 0 100 100 100
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Variante
(allgemeiner
Name)
3791delC
3849+10kbC>T

3876delA
S1251N
3905insT

W1282X
N1303K

CFTR
dele22,23%

M1V

Q39X
405+1 G>A
E92K
Q98X
457TAT>G

574delA
711+3A>G
71145 G>A
712-1 G>T
H199Y
Q220X
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Varianten-

typ

DIV
SNV

DIV
SNV
DIV

SNV
SNV
DEL

SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
DIV

DIV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV

cDNA-Name

c.3659delC

c.3717+12
191C>T

c.3744delA
c.3752G>A

c.3773_3
774insT

¢.3846G>A
€.3909C>G

€.3964-78_
4242+577del

c.1A>G
c.115C>T
c.273+1G>A
c.274G>A
c.292C>T

c.325_327
delTATinsG

c.442delA
c.579+3A>G
c.579+5G>A
c.580-1G>T

c.595C>T

c.658C>T

Summe
Calls
pro

Variante

500
500

500
500
500

500
500
500

500
500
500
500
500
500

500
500
500
500
500
500

Positive Calls (Varianten)

Klinische
Proben

2
11

-

O O O o o o

O/ o o o o o

Zelllinien-
proben

0
2

O O O o o o

O/ o o o o o

Synthetische
Proben

0
0

Negative

Calls
(Wildtyp)
498
487

493
498
496

490
490
498

499
499
499
499
498
499

498
499
499
499
499
499

Anzahl
der
Miscalls

0

o O o o o o

O/ o o o o o

Anzahl

der
No-
Calls

0
0

O O O o o o

OO0 o o o o

Positive
Uber-
einstimmung
(%)

100
100

100
100
100

100
100
100

100
100
100
100
100
100

100
100
100
100
100
100

Negative
Uber-
einstimmung
(%)

100
100

100
100
100

100
100
99,80

100
100
100
100
100
100

100
100
100
100
100
100

Gesamt-
Uibereinstimmung
(%)

100
100

100
100
100

100
100
99,80

100
100
100
100
100
100

100
100
100
100
100
100
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Variante i S Positive Calls (Varianten) Negative Anzahl Anzahl P?smve N?gatlve Gesamt-
) Varianten- Calls der Uber- Uber- . L
(allgemeiner cDNA-Name . . ) Calls der L L Ubereinstimmung
Name) typ pro Klinische Zelllinien- Synthetische (Wildtyp) Miscalls No- einstimmung einstimmung (%)
Variante Proben proben Proben Calls (%) (%)
852del22 DIV c.720741 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100
delAGGG
AGAAT
GATGAT
GAAGTAC

T338I SNV c.1013C>T 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100
S341P SNV c.1021T>C 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100
1213delT DIV c.1081delT 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100
1248+1G>A SNV c.1116+1G>A 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100
1259insA DIV c.1127_1 500 0 0 2 498 0 0 100 100 100

128insA
W401X SNV c.1202G>A 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100
(c.1202G>A)
W401X SNV c.1203G>A 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100
(c.1203G>A)
1341+1G>A SNV c.1209+1G>A 500 0 0 2 498 0 0 100 100 100
1461ins4 DIV c.1329_ 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100

1330ins

AGAT

1525-1 G>A SNV c.1393-1G>A 500 0 0 1 499 (0] 0 100 100 100
S466X(C>A) SNV c.1397C>A 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100
L467P SNV c.1400T>C 500 0 0 1 499 (0] 0 100 100 100
S489X SNV 1466C>A 500 0 0 2 498 0 0 100 100 100
S492F SNV c.1475C>T 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100
Q525X SNV c.1573C>T 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100
1717-8G>A SNV c.1585-8G>A 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100
S549R SNV c.1645A>C 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100
(c.1645A>C)
Q552X SNV c.1654C>T 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100
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Variante . Summe Positive Calls (Varianten) Negative Anzahl Anzahl P?sitive N?gative Gesamt-
(allgemeiner Varianten- cDNA-Name Calls . . ) Calls der der ) U.ber- ) U.ber- Ubereinstimmung
Name) typ p-ro Klinische Zelllinien- Synthetische (Wildtyp) Miscalls No- einstimmung einstimmung (%)
Variante Proben proben Proben Calls (%) (%)
R560K SNV c.1679G>A 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100
1811+1.6kb SNV c.1679+1.6 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100
A>G kbA>G
E585X SNV c.1753G>T 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100
1898+3A>G SNV c.1766+3A>G 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100
L732X SNV c.2195T>G 500 0 0 2 498 0 0 100 100 100
2347delG DIV c.2215delG 500 0 0 2 498 0 0 100 100 100
2585delT DIV c.2453delT 500 0 0 2 498 0 0 100 100 100
E822X SNV €.2464G>T 500 0 0 2 498 0 0 100 100 100
2622+1G>AT SNV €.2490+1G>TT 500 0 0 2 498 0 0 100 100 100
E831X SNV C.2491G>T 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100
R851X SNV c.2551C>T 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100
2711delT DIV c.2583delT 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100
L927P SNV c.2780T>C 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100
S945L SNV c.2834C>T 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100
3007delG DIV c.2875delG 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100
G970R SNV c.2908G>C 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100
3121-1G>A SNV €.2989-1G>A 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100
L1065P SNV c.3194T>C 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100
L1077P~ SNV c.3230T>C 500 0 0 1 499 or 0 100 100 100
Y1092X(C>G) SNV c.3276C>G 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100
E1104X SNV c.3310G>T 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100
W1204X SNV c.3611G>A 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100
(c.3611G>A)
W1204X SNV c.3612G>A 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100
(c.3612G>A)
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Summe Anzahl Positive Negative

Variante i Positive Calls (Varianten) Negative Anzahl . - Gesamt-
) Varianten- Calls der Uber- Uber- . L
(allgemeiner cDNA-Name . . ) Calls der L L Ubereinstimmung
Name) typ pro Klinische Zelllinien- Synthetische (Wildtyp) Miscalls No- einstimmung einstimmung (%)
Variante Proben proben Proben Calls (%) (%)
G1244E SNV c.3731G>A 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100
4005+1G>A SNV c.3873+1G>A 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100
4016insT DIV c.3884_3 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100
885insT
Q1313X SNV c.3937C>T 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100
4209TG DIV c.4077_4080delT 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100
TT>AA GTTinsAA
4382delA DIV c.4251delA 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100
PolyTG/ PolyTGPolyT c.1210-12T[5_9] 19 17 2 0 0 0 0 100 - 100
PolyT¢
1506V* SNV c.1516A>G 1 0 0 0 1 0 0 - 100 100
1507V SNV c.1519A>G 1 0 0 0 1 0 0 - 100 100
F508C* SNV c.1523T>G 1 0 0 0 1 0 0 - 100 100
Gesamt 67.522 557 66.965 1 0 100 > 99,99 > 99,99

DIV ist ein Akronym fiir Deletions-/Insertionsvariante.

* Im Sanger-Bericht wurde die P205S-Variante fiir die klinische Probe als heterozygot gemeldet. Eine Priifung der Sanger-Daten zeigte jedoch, dass die Variante homozygot war und falsch gemeldet wurde.

Das MiSeqDx-System meldete die Variante als homozygot.

§ Eine synthetische heterozygote Probe fiir Exon 8 wurde als heterozygot fiir die Variante CFTR dele22, 23 gemeldet. Bei weiteren Untersuchungen hat sich herausgestellt, dass dieses Ergebnis wahrscheinlich durch
eine Kontamination auf niedrigem Niveau entstanden ist.

A Bei der urspriinglichen synthetischen heterozygoten Probe wurde festgestellt, dass diese nicht korrekt vorbereitet wurde. Als sie nach der emeuten Vorbereitung mit demselben Plasmid getestet wurde, wurde sie
nachgewiesen.

€ Wenn R117H positiv ist, wird die PolyTG/PolyT-Variante zusatzlich gemeldet.

¥ Im Fall einer homozygoten F508del-Variante wurden drei weitere Wildtyp-Basen (d. h. die Varianten 1506V, 1507V, F508C), die in der Probe nicht identifiziert wurden, zusétzlich gemeldet.

7 Zur urspriinglichen Validierungsstudie fiir den Assay gehérten zwei synthetische Proben mit der Nukleotidanderung ¢.2490+1G>T fiir Variante 2622+1 G>A (Daten sind in dieser Tabelle enthalten). Spater wurde eine
zweite Validierungsstudie mit einer synthetischen Probe mit der Nukleotidénderung c.2490+1G>A durchgefiihrt, um die im Zusammenhang mit der Variante stehende tatsachliche Nukleotidanderung (c.2490+1G>A) zu

unterstitzen.
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Tabelle 15 Genauigkeit des Cystic Fibrosis 139-Variant Assay fiir 1506V, 1507V und F508C.

Variante Summe Positive Calls (Varianten)
(allgemeiner Calls pro  Kiinische - Synthetische
Name) Variante Proben Zelllinienproben Proben
1506V 500 7 0 0
1507V 500 0 1 0
F508C 500 1 1 0

Tabelle 16 Genauigkeit des Cystic Fibrosis 139-Variant Assay fiir PolyTG/PolyT-Varianten

PolyTGPolyT-
Genotyp
(TG)9M7/(TG)11(T)7
(TG)9(T)9/(TG)10(T)7
(TG)9(M9/(TG)11(T)7
(TG)9(T)9/(TG)11(T)9
(TG)10(M7/(TG)10(T)7
(TG)10(T)7/(TG)10(T)9
(TG)10(M7/(TG)11(T)5
(TG)10(M7/(TG)11(T)7
(TG)10(M7/(TG)12(T)5
(TG)10(M7/(TG)12(T)7
(TG)10(T)9/(TG)10(T)9
(TG)10(M)9/(TG)11(T)5
(TG)10(M9/(TG)11(T)7
(TG)10(M)9/(TG)11(T)9
(TG)10(M9/(TG)12(T)5
(TG)10(M9/(TG)12(T)7
(TG)11(M5/(TG)11(T)7
(TG)11(M7/(TG)11(T)7

Anzahl der klinischen
Proben
2

1

5

1

25

39

2

72

1

10

13
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Anzahl der
Zelllinienproben

0o O = O o

o

o O O N o

Negative Anzahl
Calls der
(Wildtyp)  Miscalls
493 0
499 0
498 0

Anzahl der
synthetischen
Proben

O O O O ©O O ©O O © o o o o o o o o o

Anzahl
der No-
Calls

0
0
0

Anzahl der
Miscalls

o - O O O O O O O O o o o o o o o o

Positive
Ubereinstimmung

Anzahl der
No-Calls*

©O O O © o o o o =

- O O O O o =

o o

(%)
100
100
100

Ubereinstimmung

%

Negative

(%)
100
100
100

Genauigkeit

50
100
100
100
100
100
100
100
100
90,9
100
100
100
100
100
92,3
83,3
100

Gesamtiibereinstimmung
(%)

100
100
100
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Anzahl der

PolyTGPolyT- Anzahl der klinischen Anzahl der . Anzahl der Anzahl der %

L. synthetischen . T
Genotyp Proben Zelllinienproben Miscalls No-Calls* Genauigkeit

Proben

(TG)11(M)7/(TG)11 2 1 0 34 0 0
(me~»
(Te)11(M7/(TG)12(T)5 2 0 0 0 0 100
(Te)11(M7/(TG)12(M)7 37 3 0 0 0 100
(TG)11(M/(TG)12(T)7 3 0 0 0 0 100
(TG)12(M7/(TG)12(M)7 2 2 0 0 0 100
Summe** 448 4 3 98,44

* Proben wurden nicht emeut getestet.
A Eines der diskordanten Ergebnisse stammte aus der Reproduzierbarkeitsstudie. Das PolyTG/PolyT-Ergebnis der Probe war bei allen 18 Replikaten konkordant, bei der bidirektionalen Sanger-Sequenzierung jedoch

diskordant.
** Die Gesamtprobenanzahl fiir die PolyTG/PolyT-Variante betrégt 448, da alle synthetischen Proben (n = 52) durch Mischen linearisierter Plasmide mit einer von zwei Zelllinienproben, die Teil der
Reproduzierbarkeitsstudie waren, erzeugt wurden. Da die Meldung der PolyTG/PolyT-Variante fir diese zusétzlichen synthetischen Proben zu einer ibermaBigen Meldung der Variante filhren wirde, wurden die

synthetischen Proben von dieser Analyse ausgeschlossen.
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Reproduzierbarkeit

Die Reproduzierbarkeit des Cystic Fibrosis 139-Variant Assay wurde anhand einer Blindstudie an drei Teststandorten und mit zwei Bedienern an jedem
Standort ermittelt. Zwei gut charakterisierte Panels mit jeweils 46 Proben wurden an jedem Standort von beiden Bedienern getestet. Daraus ergaben
sich 810 Calls pro Standort. Die Panels enthielten eine Mischung aus genomischer DNA aus lymphoblastoiden Zelllinien mit bekannten Varianten im
CFTR-Gen sowie einige leukozytenbereinigte Blutproben, die mit lymphoblastoiden Zelllinien bekannter Varianten im CFTR-Gen versetzt wurden. Die
Blutproben wurden bereitgestellt, um die Inkorporation der Extraktionsschritte zum Vorbereiten der gDNA zu ermdglichen, die als primére Zugabe flir
den Assay-Workflow dient.

Die Proben-First-Pass-Rate, definiert als die Anzahl der Proben, die beim ersten Versuch den QC-Kennzahlen entsprechen, betrug 99,9 %.

Die positive Ubereinstimmun__g auf Genotypebene betrug bei allen Varianten 99,77 %. Die negative Ubereinstimmung fiir alle WT-Positionen betrug
99,88 % und die allgemeine Ubereinstimmung fir alle gemeldeten Positionen betrug ebenfalls 99,88 %. Alle Testergebnisse basieren auf anféanglichen
Tests. Fir diese Reproduzierbarkeitsstudie wurden keine Wiederholungstests durchgefiihrt.

Tabelle 17 Reproduzierbarkeit des Cystic Fibrosis 139-Variant Assay

Calls ins- Positive Gibereinstimmende Negative Ubereinstimmende Positive Negative Gesamt-
Proben- ) gesamt Calls (Varianten) Calls (Wildtyp) Anzahl Anzahl Uberein- Uberein- tiberein-
Panel Proben-Genotyp Varianten der der No- ) ) )
Nr. RS Stand-  Stand-  Stand-  Stand-  Stand-  Stand-  piscalls Calls stimmung  stimmung  stimmung
Standort ort1 ort2 ort3 ort1 ort2 ort3 (%) (%) (%)
A 1 S549N (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
A 2 1812-1 G>A (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
A 3 Q493X/F508del (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
A 4* F508del/2184delA 810 12 12 12 797 798 798 0 1* 100 100 100
(HET)
A 57 Y122X/R1158X (HET) 810 12 10 12 798 665 798 0 1357 94,44 94,44 94,44
A 6 F508del/2183AA>G 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
(HET)
A 7 R75X (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
A 8 1507del/F508del (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
A 9** F508del/W1282X (HET) 810 12 1 12 798 797 798 2** 0 97,22 99,96 99,92
A 10 F508del/3272-26A>G 810 12 11 12 798 797 798 2** 0 97,22 99,96 99,92
(HET)
A 1 F508del/3849+10kbC>T 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
(HET)
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Proben-
Nr.

Panel

>

12

13
14
15
16

> > > >

A 17

20
21
22
23

> > | > >

24
25
26
27
28
29

> > > | > > >

Proben-Genotyp

621+1G>T/3120+1G>A
(HET)
E60X/F508del (HET)
M1101K (HET)
M1101K (HOM)
F508del (HOM)

F508del/3659delC
(HET)
R117H/F508del (HET)

621+1G>T/711+41G>T
(HET)
G85E/621+1G>T (HET)
A455E/F508del (HET)
F508del/R560T (HET)
F508del/Y1092X (C>A)
(HET)
N1303K (HET)
G542X (HOM)
G542X (HET)
G551D/R553X (HET)
3849+10kbC>T (HOM)
WT
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Varianten

1506V,
1507V,
F508C
nicht
vorhanden

(TG)10
mo/
(TG)12(M)5

Calls ins-
gesamt
pro
Standort

810

810
810
810
828

810

816

810

810
810
810
810

810
810
810
810
810
810

Positive tibereinstimmende
Calls (Varianten)

Stand- Stand- Stand-
ort1 ort2 ort3
12 12 12
12 12 12

6 6
6 6
6 6
12 12 12
18 18 18
12 12 12
12 12 12
12 12 12
12 12 12
12 12 12
6 6
6 6
6 6
12 12 12
6 6 6
0 0 0

Stand-

Negative Ubereinstimmende
Calls (Wildtyp)

Stand-
ort1 ort2

798 798 798

Stand-
ort3

798 798 798
804 804 804
804 804 804
822 822 822

798 798 798

798 798 798

798 798 798

798 798 798
798 798 798
798 798 798
798 798 798

804 804 804
804 804 804
804 804 804
798 798 798
804 804 804
810 810 810

Anzahl
der
Miscalls

©o O o o

o O o o

©O O o o o o

Anzahl
der No-
Calls

o O o o

o/ o o o

o O O o o o

Positive
Uberein-
stimmung
(%)

100

100
100
100
100

100

100

100

100
100
100
100

100
100
100
100
100

Negative
Uberein-
stimmung
(%)

100

100
100
100
100

100

100

100

100
100
100
100

100
100
100
100
100
100

Gesamt-
tberein-
stimmung
(%)

100

100
100
100
100

100

100

100

100
100
100
100

100
100
100
100
100
100

NN
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Proben-
Nr.

Panel

30
31
32
33
34
35
36
37
38
39

> > » > >» > >» > > >

>

40

43
44
45
46
47
48

T o> > > >

Proben-Genotyp Varianten

F508del (HET)
1717-1G>A (HET)
R1162X (HET)
R347P/G551D (HET)
R334W (HET)
WT
G85E (HET)
1336K (HET)
wT

F508del/3849+10kbC>T
(HET)
621+1G>T/3120+1G>A
(HET)
F508del/3659delC
(HET)
R117H/F508del (HET) (TG)10
(mo/
(TG)12(T)5

G85E/621+1G>T (HET)
A455E/F508del (HET)
N1303K (HET)
G551D/R553X (HET)
2789+5G>A (HOM)

CFTR dele2, 3/F508del
(HET)
F508del/1898+1G>A
(HET)
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Calls ins-
gesamt
pro
Standort

810
810
810
810
810
810
810
810
810
810

810

810

816

810

810

810

810

810
810

810

Positive tibereinstimmende
Calls (Varianten)

Stand- Stand- Stand-
ort1 ort2 ort3
6 6 6
6 6 6
6 6 6
12 12 12
6 6 6
0 0 0
6 6 6
6 6 6
0 0 0
12 12 12
12 12 12
12 12 12
18 18 18
12 12 12
12 12 12
6 6 6
12 12 12
6 6 6
12 12 12
12 12 12

Negative Ubereinstimmende
Calls (Wildtyp)

Stand- Stand-
ort1 ort2

804 804 804
804 804 804
804 804 804
798 798 798
804 804 804
810 810 810
804 804 804
804 804 804
810 810 810
798 798 798

Stand-
ort3

798 798 798

798 798 798

798 798 798

798 798 798
798 798 798
804 804 804
798 798 798
804 804 804
798 798 798

798 798 798

Anzahl
der
Miscalls

O O O © o o o/ o o o

©O O ©o o o o

Anzahl
der No-
Calls

O O O O O o o o o o

o O O o o o

Positive
Uberein-
stimmung
(%)
100
100
100
100
100
100
100

100

100

100

100

100

100

100

100

100
100

100

Negative
Uberein-
stimmung
(%)
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

100

100

100

100

100

100

100

100
100

100

Gesamt-
Uberein-
stimmung

(%)
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

100

100

100

100

100

100

100

100
100

100
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Calls ins- Positive Gbereinstimmende Negative Ubereinstimmende Positive Negative Gesamt-
Panel Proben- Proben-Genotyp Ve gesamt Calls (Varianten) Calls (Wildtyp) An;ze::hl :;Irz:::_ U-berein- U_berein- ii_berein-
Nr. RIS Stand-  Stand-  Stand-  Stand-  Stand-  Stand-  piscalls Calls stimmung  stimmung  stimmung
Standort ort1 ort2 ort3 ort1 ort2 ort3 (%) (%) (%)
B 50 WT 810 0 0 0 810 810 810 0 0 -- 100 100
B 51 F508del/2143delT 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
(HET)
B 52 3876delA (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
B 53 3905insT (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
B 54 394delTT (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
B 55 F508del (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
B 56 WT 810 0 0 0 810 810 810 0 0 == 100 100
B 57 WT 810 0 0 0 810 810 810 0 0 -- 100 100
B 58 F508del (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
B 59 WT 810 0 0 0 810 810 810 0 0 -- 100 100
B 60 L206W (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
B 61 WT 810 0 0 0 810 810 810 0 0 -- 100 100
B 62 G330X (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
B 63 WT 810 0 0 0 810 810 810 0 0 -- 100 100
B 64 R347H (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
B 65 1078delT (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
B 66 G178R/F508del (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
B 67 S549R (c.1647T>G) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
(HET)
B 68 S549N (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
B 69 W846X (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
B 70 WT 810 0 0 0 810 810 810 0 0 == 100 100
B 7 E92X/F508del (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
B 728 621+1G>T/1154insTC 810 12 12 12 798 798 797 0 18 100 99,96 99,96
(HET)
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Calls ins- Positive Gbereinstimmende Negative Ubereinstimmende Positive Negative Gesamt-
Proben- . gesamt Calls (Varianten) Calls (Wildtyp) Anzahl Anzahi Uberein- Uberein- tiberein-
Panel Proben-Genotyp Varianten der der No- ) ) )
Nr. RIS Stand-  Stand-  Stand-  Stand-  Stand-  Stand-  piscalls Calls stimmung  stimmung  stimmung
Standort ort1 ort2 ort3 ort1 ort2 ort3 (%) (%) (%)
B 73 G542X (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
B 74 F508del (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
B 75" F508del (HET) 810 6 5 6 804 670 804 0 1357 94,44 94,44 94,44
B 76 F508del (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
B 77 621+1G>T/A455E (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
B 78 1812-1 G>A (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
B 79 WT 810 0 0 0 810 810 810 0 0 - 100 100
B 80 F508del/R553X (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
B 81 F508del/G551D (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
B 82 R347P/F508del (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
B 83 R117H/F508del (HET) (TG)10 816 18 18 18 798 798 798 0 0 100 100 100
me/
(TG)12(M)5
B 84 1507del (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
85 2789+5G>A (HOM) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
86° CFTR dele2, 3/F508del 810 12 12 12 798 797 798 0 18 100 99,96 99,96
(HET)
B 87 F508del/1898+1G>A 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
(HET)
88 WT 810 0 0 0 810 810 810 0 0 - 100 100
B 89 F508del/2143delT 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
(HET)
B 90 3905insT (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
91 394delTT (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
B 92 F508del (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
Gesamt 74.556 2.209 221.182 4 273 99,77 99,88 99,88
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* Die Position des Wildtyps, entsprechend der N1303K-Variante fiir ein Replikat, das aufgrund unzureichender Coverage zu einem No-Call fiihrte.

A Ein Replikat der Proben 5 und 75 hatte eine Call-Rate von 0 %. Die weitere Untersuchung deutet darauf hin, dass vor der Bibliotheksvorbereitung méglicherweise keine Proben zur Probenplatte hinzugefiigt wurden,
da die in den Réhrchen verbleibenden Probenvolumina konsistent waren und nichts von der Fillmenge entfemt wurde.

** Es gibt Hinweise darauf, dass die Proben 9 und 10 vor der Bibliotheksvorbereitung wahrscheinlich vom Bediener vertauscht wurden.

§ Die Position des Wildtyps, entsprechend der M1V-Variante fiir ein Replikat von jeder der beiden Proben, das aufgrund unzureichender Coverage zu einem No-Call fihrte.
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Tabelle 18 Ergédnzende Informationen zu Varianten aus Reproduzierbarkeitsstudien

Variation (allgemeiner Variantentyp CFTR- .
Name) Genregion
PolyTG/PolyT Zusammengesetzte DIV* Intron 9
2183AA>G Zusammengesetzte DIV* Exon 14
CFTR dele2, 3 DEL Intron 1-Intron
3
1154insTC DIv* Exon 8
1507del DIv* Exon 11
F508del DIv* Exon 11
2143delT DIv* Exon 14
3659delC DIv* Exon 22
3876delA DIv* Exon 23
394delTT DIV in Homopolymer-Region* Exon 3
1078delT DIV in Homopolymer-Region* Exon 8
2184delA DIV in Homopolymer-Region* Exon 14
3905insT DIV in Homopolymer-Region* Exon 23
E60X SNV Exon 3
R75X SNV Exon 3
G85E SNV Exon 3
E92X SNV Exon 4
R117H SNV Exon 4
Y122X SNV Exon 4
621+1G>T SNV Intron 4
G178R SNV Exon 5
711+1G>T SNV Intron 5
L206W SNV Exon 6
G330X SNV Exon 8
R334W SNV Exon 8
1336K SNV Exon 8
R347P SNV Exon 8
R347H SNV Exon 8
A455E SNV Exon 10
Q493X SNV Exon 11
1717-1G>A SNV Intron 11
G542X SNV Exon 12
S549N SNV Exon 12
S549R (c.1647T>G) SNV Exon 12
G551D SNV Exon 12
R553X SNV Exon 12
R560T SNV Exon 12
1812-1 G>A SNV Intron 12
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Variation (allgemeiner e CFTR- _
Name) Genregion
1898+1G>A SNV Intron 13
W846X SNV Exon 15
2789+5G>A SNV Intron 16
3120+1G>A SNV Intron 18
3272-26A>G SNV Intron 19
Y1092X(C>A) SNV Exon 20
M1101K SNV Exon 20
R1158X SNV Exon 22
R1162X SNV Exon 22
3849+10kbC>T SNV Intron 22
W1282X SNV Exon 23
N1303K SNV Exon 24

* DIV ist ein Akronym fiir Deletions-/Insertionsvariante.

DNA-Extraktion

Drei haufig verwendete, im Handel erhéltliche Extraktionsmethoden — die Extraktion mittels magnetischer Beads,
die Alkoholprazipitation und die Isolation mittels Kieselgelsaule — wurden unter Verwendung von mit EDTA
antikoaguliertem Vollblut geprift. Es wurden insgesamt 14 eindeutige Blutproben in der Studie verwendet, die
Wildtyp- und drei Mutanten-Genotypen umfassten (drei Proben mit F508del, eine Probe mit 1506V und eine
Probe mit D110H). Die drei DNA-Extraktionsmethoden wurden von zwei verschiedenen Bedienern unabhangig
getestet, von denen jeder drei Laufe pro Extraktionsmethode durchgefiihrt hat. Jede Extraktion wurde vom
jeweiligen Bediener an unterschiedlichen Tagen durchgefiihrt. Die DNA-Konzentration und das A260/A280-
Verhéltnis der extrahierten gDNA-Proben wurden mithilfe der Spektralfotometrie ermittelt. Die Gesamtzahl der
Proben fiir jede Extraktionsmethode der Studie ist 168 (14 Proben x 2 Bediener/Extraktionsmethode x

3 Laufe/Bediener x 2 Replikate/extrahierte gDNA-Probe).

A Gl Proben-First-
Extraktionsmethode getesteten Call-Rate Genauigkeit
Pass-Rate*
Proben
Alkoholprazipitation 168 100 % 100 % 100 %
Kieselgelsaule-Isolation 168 100 % 100 % 100 %
Extraktion mittels magnetischer Beads 168 100 % 100 % 100 %

* Prozent der Proben mit einer Call-Rate von > 99 % im ersten Lauf.

DNA-Zugabe

Der DNA-Zugabebereich fiir den Cystic Fibrosis 139-Variant Assay wurde mithilfe einer Studie zur seriellen
Verdiinnung mit 14 reprasentativen DNA-Proben, die 16 eindeutige CF-Varianten enthielten, beurteilt. Jede
Probe wurde bei neun DNA-Zugabestufen von 1.250 bis 1 ng (1.250 ng, 500 ng, 250 ng, 100 ng, 50 ng, 25 ng,
10 ng, 5ng und 1 ng) doppelt getestet. Zur Bestimmung der Genauigkeit wurden die Probengenotypen mit
Daten der bidirektionalen Sequenzierung nach Sanger und die Deletionen mit dem PCR-Assay verglichen.
1.250 ng und 25 ng wurden als obere bzw. untere Grenze fiir die DNA-Zugaberate ermittelt, da sich damit eine
Proben-First-Pass-Rate von > 95 % ohne falsche Calls (Genauigkeit und Call-Rate von 100 %) erzielen lieB3.

58 | Dokument-Nr. 1000000097720 v02 DEU
2021



TruSight Cystic Fibrosis Packungsbeilage

Die DNA-Zugaben von 1.250 ng, 250 ng und 100 ng wurden mit vier représentativen DNA-Proben und
mindestens 20 Replikaten pro DNA-Zugabestufe fiir jede Probe (n = 4 x 20 = 80 Proben) weiter getestet, wahrend
die Untergrenze von 25 ng mit 14 Proben und 20 Replikaten fiir jede Probe (n = 14 x 20 = 280 Proben) getestet
wurde. Die Genauigkeit und die Proben-First-Pass-Rate betrugen bei allen DNA-Zugabestufen 100 %.

Die Ergebnisse zeigen, dass der Cystic Fibrosis 139-Variant Assay im DNA-Zugabebereich von 1.250 bis 25 ng
verwendet werden kann, um genaue Ergebnisse zu liefern.

Storende Substanzen

Um die Auswirkungen stérender Substanzen auf den Cystic Fibrosis 139-Variant Assay zu untersuchen, wurde
die Leistung des Assays mit und ohne potenzielle Stérsubstanzen lberpriift. Es wurden acht Vollblutproben in
der Studie getestet, darunter drei CF-positive Proben mit eindeutigen Genotypen. Vier kérpereigene stérende
Substanzen (Bilirubin, Cholesterin, Hdmoglobin und Triglycerid) wurden getestet, indem die Blutproben vor der
DNA-Extraktion mit diesen versetzt wurden. Die Konzentrationsgrenzen fiir jede Substanz sind in der
nachfolgenden Tabelle aufgefiihrt. Um dariiber hinaus die Stérungen aufgrund der Blutentnahme (geringe
Menge) zu untersuchen, wurden die Blutproben mit EDTA versetzt, und um die Stérungen aufgrund der
Probenvorbereitung zu untersuchen, wurde der endgiiltige Waschpuffer aus einer Kieselgelsaulen-
Isolationsmethode zur bereinigten genomischen DNA zugefiigt.

Der Cystic Fibrosis 139-Variant Assay erzielte mit und ohne stérende Substanzen eine Call-Rate von 100 % bei
allen Proben und eine Reproduzierbarkeit von 100 % in Genotypaufrufen zwischen Proben.

Um die Auswirkungen der Multiplexierung von Index-Primer-Stérungen zu untersuchen, wurde eine
Kreuzkontaminationsstudie mit zwei Proben, von der jede eindeutige homozygote Genotypen an vier
unterschiedlichen genomischen Positionen aufwies, und zwei entsprechenden Index-Primern durchgefiihrt.
Es wurde keine Anderung beim Varianten-Calling bei Kontaminationsgraden von < 40 % beobachtet. Der
Probengenotyp wurde heterozygot, wenn der Kontaminationsgrad mindestens 40 % betrug.

Es wurden keine Stérungen durch eine der endogenen oder exogenen Stérsubstanzen beobachtet.

G tzahl d Im Blut getestete Im Blut getestete
Testsubstanz esanm za er Konzentration Konzentration Call-Rate
Replikate
(Obergrenze) (Untergrenze)
Bilirubin 16 684 pmol/I 137 pmol/I 100 %
Cholesterin 16 13 mmol/I 2,6 mmol/I 100 %
Hamoglobin 16 29/ 0,4 g/l 100 %
Triglycerid 16 37 mmol/I 7,4 mmol/I 100 %
EDTA 16 7,0 mg/ml 2,8 mg/ml 100 %

Probenindizierung

Proben-Index-Primer dienen im Assay dazu, jeder Proben-DNA einen eindeutigen Barcode zuzuweisen,
wodurch es madglich ist, mehrere Proben in einem einzigen Sequenzierungslauf zusammenzufassen. Es
wurden insgesamt 96 Probenindizes mit acht eindeutigen DNA-Proben getestet, um die Fahigkeit des Assays zu
Uberprifen, dauerhaft Genotypaufrufe fiir eine angegebene Probe liber verschiedene Index-Primer-
Kombinationen hinweg vornehmen zu kénnen. Jede Probe wurde mit 12 unterschiedlichen Kombinationen von
Index-Primern getestet. Die Probenergebnisse wurden fiir alle Positionen/Varianten mit Ausnahme der zwei
groBen Deletionen, die anhand eines Duplex-PCR-Assays bestétigt wurden, mit bidirektionalen
Sequenzierungsdaten nach Sanger verglichen. Die Reproduzierbarkeit und Genauigkeit betrug fiir alle
Proben/Index-Primer-Kombinationen 100 %.
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Gleichwertigkeit der Leistung im Vergleich zum lllumina MiSeqDx Cystic Fibrosis 139-
Variant Assay

Der TruSight Cystic Fibrosis 139-Variant Assay (TruSight CF139) verwendet denselben
Bibliotheksvorbereitungsworkflow und dieselben Reagenzien wie der lllumina MiSegDx Cystic Fibrosis Assay
(MiSeqDx CF139). TruSight CF139 verwendet das MiSegDx Reagent Kit v3, MiSeqDx CF139 verwendet mit dem
Assay gelieferte Sequenzierungsreagenzien. Zur Veranschaulichung der Gleichwertigkeit von TruSight CF139
und MiSegDx CF139 wurden die Ergebnisse von neun TruSight CF139-Laufen mit einem einzelnen MiSeqDx
CF139-Lauf als Muster verglichen. Die TruSight CF139-Laufe wurden mit einem Durchsatz von 96 Proben (max.
Probendurchsatz fiir TruSight CF139) durchgefiihrt und der MiSegDx CF139-Lauf mit einem Durchsatz von

48 Proben (max. Probendurchsatz fiir MiSeqDx CF139). Quellen fir Variabilitat bei den TruSight CF139-Laufen
waren drei Bibliotheksvorbereitungsereignisse (jeweils mit einer eindeutigen TruSight Cystic Fibrosis-Charge),
drei Bediener, drei MiSeqDx-Geréate und drei MiSeqDx Reagent Kit v3-Chargen.

Varianten-Calls aus TruSight CF139-Laufen wurden mit Calls des MiSeqDx CF139-Laufs verglichen. 47
eindeutige Proben wurden in jeden TruSight CF139-Lauf aufgenommen, jeweils mit 2 bis 3 Replikaten je Probe
(95 DNA-Proben und 1 NTC pro Lauf). Fiir den einzelnen MiSeqDx CF139-Lauf wurden dieselben 47 Proben
sequenziert (47 DNA-Proben + 1 NTC pro Lauf). Das Probenpanel bestand aus Coriell-DNA-Proben, die aus
immortalisierten Zelllinien extrahiert wurden und Proben fiir jedes Allel der ACMG 23-Mutationen, Deletion-
Insertion-Varianten (einschlieBlich Insertionen/Deletionen in Homopolymer-Region und Insertionen mit Deletion
in derselben Region), homozygote Varianten, zusammengesetzte heterozygote Varianten, eine der zu
erkennenden groBen Deletionen, eine haufige PolyTG/PolyT-Variante, zahireiche Einzelnukleotidvarianten und
eine Probe ohne erkannte Varianten umfasste. Die Zusammenfassung der Ergebnisse nach Genotyp finden Sie
in Tabelle 19. Die Ubereinstimmung zwischen Assays nach Variantentyp wird in Tabelle 20 dargestellt. Die
Gesamtlibereinstimmung zwischen Assays betrug > 99,99 %.

Tabelle 19 Leistung beim Varianten-Calling: Vergleich zwischen TruSight CF 139-Variant Assay und MiSeqDx CF
139-Variant Assay

MiSeqDx CF 139-Variant Assay

HOM- HET- Wildtyp No- Gesamt
Variante Variante Call
TruSight CF 139-Variant Assay HOM- 87 - - - 87

Variante
HET- - 1.098 - - 1.098
Variante
Wildtyp - - 113.889 - 113.889
No-Call - - - - -
Gesamt 87 1.098 113.889 - 115.074

Tabelle 20 Leistung nach Variantentyp: Vergleich zwischen TruSight CF 139-Variant Assay und MiSeqDx CF 139-Variant

Assay
Variantentyp Kocl;raelll(ste F%::I};e No-Calls Ubereinstimmung mit MiSeqDx CF 139 Assay
SNV 672 0 0 100,00 % (672/672)
DEL 18 0 0 100,00 % (18/18)
DIV 495 0 0 100,00 % (495/495)
PolyTG/PolyT 17 1 0 94,44 % (17/18)
Keiner (Wildtyp) 113.889 0 0 100,00 % (113.889/113.889)
Gesamt 115.091 1 0 > 99,99 % (115.091/115.092)
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Ein einzelner diskordanter Call wurde zwischen TruSight CF139 und MiSeqDx CF139 ermittelt. Beim
spezifischen falschen Call handelte es sich um eine PolyTG/PolyT-Variante. Eine Zusammenfassung zur
PolyTG/PolyT-Ubereinstimmung finden Sie in Tabelle 21. Da der PolyTG/PolyT-Genotyp nur gemeldet wird,
wenn auch die R117H-Variante festgestellt wird, enthélt der Datensatz nur PolyTG/PolyT-Calls aus einer
einzigen DNA-Quelle.

Tabelle 21  Leistung beim PolyTG/PolyT-Varianten-Calling: Vergleich zwischen dem TruSight CF 139-Variant Assay und dem
MiSeqDx CF 139-Variant Assay

MiSeqDx CF 139-Variant Assay

(TG)12(T)5/ (TG)12(T)5/ No- Gesamt
(TG)10(T)9 (TG)12(T)5 Call
TruSight CF 139-Variant Assay (TG)12(T)5/ 17 - - 17
(TG)10(T)9
(TG)12(T)5/ 1 - - 1
(TG)12(T)5
No-Call - - - -
Gesamt 18 - - 18

Leistungsmerkmale des Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay

Die Leistungsmerkmale des Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay basieren auf Studien, bei denen der
MiSeqgDx Cystic Fibrosis 139-Variant Assay verwendet wurde. Die Gleichwertigkeit der TruSight- und MiSegDx-
Assays wird in Gleichwertigkeit der Leistung im Vergleich zum lllumina MiSeqDx Cystic Fibrosis Clinical
Sequencing Assay auf Seite 90 dargestellt.

Genauigkeit

Die Genauigkeit des Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay wurde durch die Beurteilung von 500 Proben,
die eine Vielzahl von CFTR-Varianten aus vier verschiedenen Quellen reprasentieren, ermittelt. Die primére
Quelle der Genauigkeitsdaten war eine klinische Genauigkeitsstudie, die mit einem Panel aus 366 Proben
durchgefiihrt wurde. Die Mehrzahl (n= 355) der Proben bestand aus archivierten, anonymisierten klinischen
gDNA-Proben, die aus menschlichem Blut isoliert wurden. Die restlichen 11 Proben wurden aus gewerblichen
Zelllinienproben gewonnen.

Die Daten dieser Studie wurden durch Genauigkeitsdaten von 68 Zelllinienproben, die in der
Reproduzierbarkeitsstudie untersucht wurden, 14 klinischen Proben aus der analytischen Studie zur
Auswertung der Extraktionsmethode sowie 52 synthetischen Plasmidproben erganzt. Die synthetischen
Plasmide wurden so konstruiert, dass sie den genomischen Kontext seltener Varianten enthielten, und
umfassten zwischen einer bis 10 Varianten innerhalb desselben Konstrukts. Sie wurden linearisiert, auf die der
genomischen DNA entsprechenden Kopienzahlen verdiinnt und mit menschlichen genomischen DNA-Proben
des Wildtyp-Genotyps bei &quivalenten Kopienzahlen gemischt, um eine heterozygote Probe zu imitieren.

Firr den Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay wurden insgesamt 5.206 Positionen mit den
Referenzmethoden der bidirektionalen Sequenzierung nach Sanger und den PCR-Tests verglichen. Die
Genotypisierungsergebnisse flir SNV- und kleine InDel-Stellen, einschlieBlich der PolyTG/PolyT-Region,
wurden mit der bidirektionalen Sanger-Sequenzanalyse verglichen.

Zwei validierte PCR-basierte Assays wurden als Referenzmethode fiir die beiden groBen Deletionen im Panel
verwendet. Jeder doppelte PCR-Assay nutzte zwei Primer-Satze, um zwischen Wildtyp-, heterozygoten und
homozygoten Genotypen zu unterscheiden. Einer der Primer-Satze diente dazu, die Deletionshaltepunkte zu
flankieren, wahrend der andere Satz eine in der Deletion befindliche Region ampilifizierte. Die zwei Produkte
wurden anhand von GréBentrennung auf einem Agarose-Gel nachgewiesen. Die PCR-Assays wurden anhand
eines Panels aus insgesamt 28 Proben (22 Proben fiir jede Deletion) validiert, die aus aus Zelllinien und Blut
gewonnenen genomischen DNA-Proben sowie synthetischen Plasmiden bestanden, die die WT-, HET- und
HOM-Genotypen fiir jede groBe Deletion umfassten. Anhand der Untersuchung der PCR-Produkte auf einem
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Agarose-Gel wurde bestétigt, dass die PCR-Assays eine 100%ige Spezifitdt und Reproduzierbarkeit fiir alle
getesteten Proben aufwiesen. Die Genauigkeit der PCR-Assays wurde anhand der Sanger-Sequenzierung
bestatigt und fiir 100 % aller Proben nachgewiesen.

Fir jeden Genotyp wurde die Genauigkeit anhand von drei statistischen MessgréBen ermittelt. Die positive
Ubereinstimmung (Positive Agreement, PA) wurde fiir jede Genotyp-Variante berechnet, indem die Anzahl der
Proben mit Gbereinstimmenden Varianten-Calls durch die Gesamtzahl der Proben mit dieser Variante, wie
anhand der Referenzmethoden ermittelt, dividiert wurde. Die negative Ubereinstimmung (Negative Agreement,
NA) wurde Uber alle Wildtyp-Positionen (WT) hinweg berechnet, indem die Anzahl der konkordanten WT-
Positionen durch die Gesamtzahl der WT-Positionen, wie in den Referenzmethoden ermittelt, dividiert wurde.
Die allgemeine Ubereinstimmung (Overall Agreement, OA) wurde {iber alle berichteten Positionen hinweg
berechnet, indem die Anzahl der konkordanten WT- und Varianten-Positionen durch die Gesamtzahl der
berichteten Positionen, wie in den Referenzmethoden ermittelt, dividiert wurde.

Der Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay erzielte einen PA-Wert auf Genotypebene von 99,66 %,
einschlieBlich PolyTG/PolyT-Varianten (100 % ohne PolyTG/PolyT-Varianten). Der NA-Wert fiir alle WT-
Positionen betrug > 99,99 % und der OA-Wert fiir alle gemeldeten Positionen war ebenfalls > 99,99 %.
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Tabelle 22 Allgemeine Genauigkeit des Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay

Genotyp
(Allgemeiner
Name/cDNA-
Name/Koordinate)

117120141
117120145
Miv

CFTR
dele2, 3

R31C
Q39X
E60X
P67L
R74W
R74Q
R75X
R75Q
G85E
394delTT

405+1G>A
406-1G>A
E92K
E92X
Q98X
444delA
457TAT>G

Dokument-Nr. 1000000097720 v02 DEU

cDNA-Name

c.-8G>C*
c.-4G>C*
c.1A>G

€.54-5940_
273+10250
del21kb

c.91C>T

c.115C>T
c.178G>T
c.200C>T
c.220C>T
c.221G>A
c.223C>T
C.224G>A
c.254G>A

€.262_263
delTT

c.273+1G>A
c.274-1G>A
c.274G>A
c.274G>T
c.292C>T
c.312delA

c.325_327
delTAT
insG

Variantentyp

SNV

SNV

SNV
Del

SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
DIV

SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
DIV
DIV

CFTR-Gen-
Region (hg19)

Exon1
Exon1
Exon1

Intron1

Exon 2
Exon 2
Exon3
Exon3
Exon3
Exon3
Exon3
Exon3
Exon3

Exon3

Intron3
Exon4
Exon4
Exon4
Exon4
Exon4

Exon4

Klinische
Proben

25

W N O = O O W

w o

o O o o o &~ O

Positive Calls (Varianten)

Zelllinienproben

3
2
0
1

- O o o - = O N O = o =

o N O

Synthetische
Proben

0
0
1

- O O O O o o =

- o N

No-Calls*

©O O O O o o o o o o o O o o

OO O O o o o o

Miscalls

O O O O O o o o o o o O o o

O O O o o o o

Positive
Ubereinstimmung

100
100
100
100

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

100
100
100
100
100
100
100
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(C;TI"Oth CFTR.G Positive Calls (Varianten) o
gemeiner . -Gen- . . ositive
Name/cDNA- cDNA-Name Variantentyp Region (hg19) Klinische Zelllinienoroben Synthetische LRl Miscalls Ubereinstimmung
Name/Koordinate) Proben P Proben

D110H c.328G>C SNV Exon4 1 0 1 0 0 100
R117C c.349C>T SNV Exon4 4 0 0 0 0 100
R117H c.350G>A SNV Exon4 17 2 0 0 0 100
Y122X c.366T>A SNV Exon4 0 1 0 0 0 100
F143LfsX10 c.425delT DIV Exon4 0 1 0 0 0 100
574delA c.442delA DIV Exon4 0 0 2 0 0 100
Q151K c.451C>A SNV Exon4 1 0 0 0 0 100
621+1G>T c.489+1G>T SNV Intron4 7 5 0 0 0 100
621+3A>G c.489+3A>G SNV Intron4 1 0 0 0 0 100
663delT c.531delT DIV Exon5 1 0 1 0 0 100
G178R c.532G >A SNV Exon5 1 1 0 0 0 100
7T1141G>T c.579+1G>T SNV Intron5 3 1 0 0 0 100
711+3A>G c.579+3A>G SNV Intron5 0 0 1 0 0 100
711+5 c.579+5G>A SNV Intron5 0 0 1 0 0 100
G>A

712-1 c.580-1G>T SNV Exon6 0 0 1 0 0 100
G>T

H199Y c.595C>T SNV Exon6 0 0 1 0 0 100
P205S c.613C>T SNV Exon6 1 0 1 0 o** 100
L206W c.617T>G SNV Exon6 8 1 0 0 0 100
A209S c.625G>T SNV Exon6 0 1 0 0 0 100
Q220X c.658C>T SNV Exon6 0 0 1 0 0 100
L227R c.680T>G SNV Exon6 0 0 1 0 0 100
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Genotyp
(Allgemeiner
Name/cDNA-
Name/Koordinate)

852del22

E279D
R297Q
1078delT
L320V
G330X
R334W
1336K
T338l
1154insTC

S341P
R347H
R347P
R352Q

Q359K/
T360K

1213delT
1248+1G>A
1259insA

W401X
(c.1202G>A)

Dokument-Nr. 1000000097720 v02 DEU

cDNA-Name

€.720_741
delAGGG
AGAATG
ATGATG
AAGTAC

c.837A>T
c.890G>A
c.948delT
c.958T>G
c.988G>T
c.1000C>T
c.1007T>A
c.1013C>T

c.1022_10
23insTC

c.1021T>C
c.1040G>A
c.1040G>C
c.1055G>A

c.[1075C>A
:1079C>A]

c.1081delT
c.1116+1G>A

c.1127_11
28insA

c.1202G>A

Variantentyp

DIV

SNV
SNV
DIV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
DIV

SNV
SNV
SNV
SNV
SNV

DIV
SNV
DIV

SNV

CFTR-Gen-
Region (hg19)

Exon6

Exon7
Exon8
Exon8
Exon8
Exon8
Exon8
Exon8
Exon8

Exon8

Exon8
Exon8
Exon8
Exon8

Exon8

Exon8
Intron8

Exon9

Exon9

Klinische
Proben

0

-

o O o o

o O W o o

o

Positive Calls (Varianten)

Zelllinienproben

0

o o N

o

Synthetische
Proben

1

o - O O O o o o o

- -

- o o

No-Calls*

OO O O o o o o o o

O O o o o

o

Miscalls

O O O O O o o o o

o O o o o

o

Positive
Ubereinstimmung

100

100
100
100
100
100
100
100
100
100

100
100
100
100
100

100
100
100

100



Genotyp
(Allgemeiner
Name/cDNA-
Name/Koordinate)

W401X
(c.1203G>A)

1341+1G>A
PolyTGPoly T

1461ins4

A455E
1525-1 G>A

S466X
(C>A)

$466X
(C>G)

L467P
V470M
1548delG
P477S
S485T
S489X
S492F
Q493X
1506V
1507del

F508del

1507V
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cDNA-Name

c.1203G>A

c.1209+1G>A

c.1329_
1330ins
AGAT

c.1364C>A
c.1393-1G>A
c.1397C>A

c.1397C>G

c.1400T>C
c.1408G>A
c.1418delG
c.1429C>T
c.1454G>C
c.1466C>A
c.1475C>T
c.1477C>T
c.1516A>G

c.1519_1521
delATC

c.1521_1523
delCTT

c.1519A>G
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Variantentyp

SNV

SNV

PolyTG
PolyT

DIV

SNV
SNV
SNV

SNV

SNV
SNV
DIV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
DIV

DIV

SNV

CFTR-Gen-
Region (hg19)

Exon9

Intron9

Intron9

Exon10

Exon10
Exoni1
Exoni1

Exoni1

Exon11
Exon11
Exon11
Exon11
Exon11
Exon11
Exon11
Exon11
Exon11
Exon11

Exoni1

Exoni1

Klinische
Proben

0

369

-

A N » O O

Zelllinienproben

0

79

N o

N O N O OloOo = O

Positive Calls (Varianten)

Synthetische
Proben

1

52

- N O O =

o o o

No-Calls*

OO0 O/ 0o o/lo o o oo

Miscalls

4t

OO0 O/ 0o o/lo o o oo

Positive
Ubereinstimmung

100

100
98,60

100

100
100
100

100

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

100

100
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Genotyp
(Allgemeiner
Name/cDNA-
Name/Koordinate)

F508C
1677delTA

V520F
Q525X
E527E
E528E
1717-8G>A
1717-1G>A
G542X

S549R
(c.1645A>C)

S549N

S549R
(c.1647T>G)

G551D
Q552X
R553X
1556V

L558S
A559T
R560K
R560T

1811+1.6kb
A>G

1812-1
G>A

A561T

Dokument-Nr. 1000000097720 v02 DEU

cDNA-Name

c.1523T>G

c.1545_1546
delTA

c.1558G>T
c.1573C>T
c.1581A>G
c.1584G>A
c.1585-8G>A
€.1585-1G>A
c.1624G>T
c.1645A>C

c.1646G>A
c.1647T>G

c.1652G>A
c.1654C>T
c.1657C>T
c.1666A>G
c.1673T>C
c.1675G>A
c.1679G>A
c.1679G>C

c.1679+1.6
kbA>G

c.1680-1G>A

c.1681G>A

Variantentyp

SNV
DIV

SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV

SNV
SNV

SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV

SNV

SNV

CFTR-Gen-
Region (hg19)

Exoni1
Exoni1

Exon11
Exon11
Exon11
Exon11
Intron11
Exon12
Exon12
Exon12

Exon12
Exon12

Exon12
Exon12
Exon12
Exon12
Exon12
Exon12
Exon12
Exon12

Intron12

Exon13

Exon13

Klinische
Proben

1

A O O W O N

—
© N

w | N

o o © A O = 00 O ©

Positive Calls (Varianten)

Zelllinienproben

© N N O O

W -

o - O O O o M O W

Synthetische
Proben

0
0

o O == O o =

-

o o = o

=y

No-Calls*

O O O O o o o o o

o | o

©O O O o o o o o o

Miscalls

O O O O o o o o o

o | o

O O O o o o o o o

Positive
Ubereinstimmung

100
100

100
100
100
100
100
100
100
100

100
100

100
100
100
100
100
100
100
100
100

100

100
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(C;TI"Oth CFTR.G Positive Calls (Varianten) o
gemeiner . -Gen- . . ositive
Name/cDNA- cDNA-Name Variantentyp Region (hg19) Klinische Zelllinienoroben Synthetische LRl Miscalls Ubereinstimmung
Name/Koordinate) Proben P Proben
V562I c.1684G>A SNV Exon13 1 0 0 0 0 100
Y569D c.1705T>G SNV Exon13 0 0 1 0 0 100
P574H c.1721C>A SNV Exon13 0 1 0 0 0 100
G576A c.1727G>C SNV Exon13 4 1 0 0 0 100
D579G c.1736A>G SNV Exon13 0 0 1 0 0 100
E585X c.1753G>T SNV Exon13 0 0 1 0 0 100
1898+1G>A c.1766+1G>A SNV Intron13 2 1 0 0 0 100
1898+3A>G c.1766+3A>G SNV Intron13 0 0 1 0 0 100
H609R c.1826A>G SNV Exon14 0 1 0 0 0 100
D614G c.1841A>G SNV Exon14 0 0 2 0 0 100
R668C c.2002C>T SNV Exon14 5 2 0 0 0 100
R668H c.2003G>A SNV Exon14 1 0 0 0 0 100
2143delT c.2012delT DIV Exon14 2 1 0 0 0 100
K684TfsX4 c.2046_2047 DIV Exon14 0 0 1 0 0 100
delAA
2183AA>G c.2051_2052 DIV Exon14 3 1 0 0 0 100
delAAinsG
2184delA c.2052delA DIV Exon14 1 1 0 0 0 100
2184insA c.2052_2053 DIV Exon14 3 0 1 0 0 100
insA
S686Y c.2057C>A SNV Exon14 0 1 0 0 0 100
R709X c.2125C>T SNV Exon14 1 0 2 0 0 100
K710X c.2128A>T SNV Exon14 3 0 0 0 0 100
E725K c.2173G>A SNV Exon14 2 0 0 0 0 100
2307insA c.2175_2176 DIV Exon14 3 0 2 0 0 100
insA
L732X c.2195T>G SNV Exon14 0 0 2 0 0 100
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(C;TI"Oth CFTR.G Positive Calls (Varianten) o
gemeiner . -Gen- . . ositive
Name/cDNA- N Variantentyp Region (hg19) Klinische Zelllinienoroben Synthetische pegtale pascalis Ubereinstimmung
Name/Koordinate) Proben P Proben

2347delG c.2215delG DIV Exon14 0 0 2 0 0 100
P750L €.2249C>T SNV Exon14 1 0 0 0 0 100
V754M €.2260G>A SNV Exon14 2 1 0 0 0 100
R764X €.2290C>T SNV Exon14 1 0 2 0 0 100
2585delT c.2453delT DIV Exon14 0 0 2 0 0 100
E822X c.2464G>T SNV Exon14 0 0 2 0 0 100
2622+1G>A c.2490+1G>T SNV Intron14 0 0 2 0 0 100
E831X C.2491G>T SNV Exon15 0 0 1 0 0 100
D836Y c.2506G>T SNV Exon15 0 1 0 0 0 100
W846X c.2537G>A SNV Exon15 0 1 0 0 0 100
R851X c.2551C>T SNV Exon15 0 0 1 0 0 100
T854T c.2562T>G SNV Exon15 212 44 0 0 0 100
2711delT c.2583delT DIV Exon15 0 0 1 0 0 100
V868V c.2604A>G SNV Exon15 2 0 0 0 0 100
C.2657+2_ C.2657+2_ DIV Intron16 0 0 1 0 0 100
2657+3insA 2657+3insA

2789+5G>A C.2657+5G>A SNV Intron16 9 1 0 0 0 100
Q890X €.2668C>T SNV Exon17 1 0 0 0 0 100
A923A c.2769C>T SNV Exon17 1 0 0 0 0 100
L927P c.2780T>C SNV Exon17 0 0 1 0 0 100
S945L c.2834C>T SNV Exon17 0 0 1 0 0 100
M952T c.2855T>C SNV Exon17 1 0 0 0 0 100
3007delG c.2875delG DIV Exon17 0 0 1 0 0 100
T966T C.2898G>A SNV Exon17 5 0 0 0 0 100
G970R €.2908G>C SNV Exon17 0 0 1 0 0 100
S977F c.2930C>T SNV Exon18 0 0 1 0 0 100
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Genotyp
(Allgemeiner
Name/cDNA-

Name/Koordinate)

3120G>A
3120+1G>A
3121-1G>A
L997F
n0o27T
3272-26A>G
F1052V
L1065P
R1066C
R1066H
G1069R
R1070W
R1070Q
L1077P
W1089X

Y1092X
(C>A)

Y1092X
(C>G)

T1095T
M1101K
E1104X
¢.3368-2A>T
D1152H
V1153E
R1158X

Dokument-Nr. 1000000097720 v02 DEU

cDNA-Name

€.2988G>A
c.2988+1G>A
€.2989-1G>A
c.2991G>C
¢.3080T>C
c.3140-26A>G
c.3154T>G
c.3194T>C
c.3196C>T
c.3197G>A
c.3205G>A
c.3208C>T
€.3209G>A
c.3230T>C
c.3266G>A
c.3276C>A

€.3276C>G

c.3285A>T
c.3302T>A
c.3310G>T
€.3368-2A>T
c.3454G>C
c.3458T>A
c.3472C>T

Variantentyp

SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV

SNV

SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV

CFTR-Gen-
Region (hg19)

Exon18
Intron18
Exon19
Exon19
Exon19
Intron19
Exon20
Exon20
Exon20
Exon20
Exon20
Exon20
Exon20
Exon20
Exon20
Exon20

Exon20

Exon20
Exon20
Exon20
Intron20
Exon21

Exon21

Exon22

Klinische
Proben

1

7
0
2

o W N O O O O = O O O O =

o o N N

[y
o

Positive Calls (Varianten)

Zelllinienproben

0

N = O O O = =

oo =

Synthetische
Proben

0

0
1
0
0
0
0

o - O O o = -t

- O

o O o o

No-Calls*

O O O O ©O o o o o o o o o o o o

o

©O O O o o o o

Miscalls

OO0 O 0O Oo o o o o o o o

o o S

O O O o o o o

Positive

Ubereinstimmung

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

100

100
100
100
100
100
100
100
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Genotyp
(Allgemeiner
Name/cDNA-
Name/Koordinate)

R1162X
R1162L
3659delC
S1196X

W1204X
(c.3611G>A)

W1204X
(c.3612G>A)

3791delC
11234V
S1235R

3849+10
kbC>T

G1244E
3876delA
S1251N
3905insT

D1270N
W1282X
P1290P
4005+1G>A
4016insT

T1299T

N1303K
Q1313X
G1349D

Dokument-Nr. 1000000097720 v02 DEU

cDNA-Name

€.3484C>T
c.3485G>T
c.3528delC
c.3587C>G
c.3611G>A

c.3612G>A

c.3659delC
c.3700A>G
c.3705T>G

c.3717+
12191C>T

c.3731G>A
c.3744delA
c.3752G>A

c.3773_3774
insT

c.3808G>A
€.3846G>A
c.3870A>G
c.3873+1G>A

c.3884_3885
insT

c.3897A>G
€.3909C>G
c.3937C>T
c.4046G>A

Variantentyp

SNV
SNV

DIV
SNV
SNV

SNV

DIV
SNV
SNV
SNV

SNV
DIV
SNV
DIV

SNV
SNV
SNV
SNV
DIV

SNV
SNV
SNV
SNV

CFTR-Gen-
Region (hg19)

Exon22
Exon22
Exon22
Exon22
Exon22

Exon22

Exon22
Exon22
Exon22
Intron22

Exon23
Exon23
Exon23
Exon23

Exon23
Exon23
Exon23
Intron23
Exon24

Exon24
Exon24
Exon24
Exon25

Klinische
Proben

5
0
4

o

o O O W

Positive Calls (Varianten)

Zelllinienproben

1
2
1

o

- o = o

o o w

- o = O

Synthetische
Proben

0

0
0
0
1

-

o o

o o o

=y

No-Calls*

o o/ o o o o

o/ o o o o o O o o o O o o

o O o o

Miscalls

o o/ o o o o

o/ o o o o o O o o o O o o

o O o o

Positive
Ubereinstimmung

100
100
100
100
100

100

100
100
100
100

100
100
100
100

100
100
100
100
100

100
100
100
100
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(C;tlalnotyp CFTR.G Positive Calls (Varianten) o
gemeiner . -Gen- . . ositive
Name/cDNA- N Variantentyp Region (hg19) Klinische Zelllinienoroben Synthetische pegtale pascalis Ubereinstimmung
Name/Koordinate) Proben P Proben
4209TG ¢.4077_4080 DIV Exon25 0 0 1 0 0 100
TT>AA delTGTT

insAA
CFTR c.3964-78_ Del Intron24 1 0 1 0 0 100
dele22,23 4242+577del
4382delA c.4251delA DIV Exon27 0 0 1 0 0 100
Y1424Y c.4272C>T SNV Exon27 6 2 0 0 0 100
Q1463Q c.4389G>A SNV Exon27 150 32 0 0 0 100
Gesamtzahl aller Varianten (PA)t 2.072 3 4 99,66
Gesamtzahl aller WT (NA) 2.600.928 1 28 > 99,99
Gesamtzahl aller WT und Varianten (OA) 2.603.000 4 6 > 99,99

DIV ist ein Akronym fiir Deletions-/Insertionsvariante.

* Proben wurden nicht emeut getestet.

A Die Software gibt nicht den cDNA-Namen fiir diese genomische Koordinate an.

** Im Sanger-Bericht wurde die P205S-Variante fiir die klinische Probe als heterozygot aufgefiihrt. Eine Priifung der Sanger-Daten zeigte jedoch, dass die Variante homozygot war und falsch gemeldet wurde.
MiSeqDx meldete die Variante als homozygot.

# Eines der diskordanten Ergebnisse stammte aus der Reproduzierbarkeitsstudie. Das PolyTG/PolyT-Ergebnis der Probe war bei allen 18 Replikaten konkordant, bei der bidirektionalen Sanger-Sequenzierung jedoch
diskordant.

¥ Bei der urspringlichen synthetischen heterozygoten Probe wurde festgestellt, dass diese nicht korrekt vorbereitet wurde. Als sie nach der ermeuten Vorbereitung mit demselben Plasmid getestet wurde, wurde sie
nachgewiesen.

1 PA ohne PolyTG/PolyT-Calls betrug 100 %.

§ Eine synthetische heterozygote Probe fiir Exon 8 wurde als heterozygot fiir die Variante CFTR dele22, 23 gemeldet. Weitere Untersuchungen ergaben, dass dieses Ergebnis wahrscheinlich von einer geringfligigen
Kontamination herriihrte. AuBerdem konnten bei einer zweiten Probe die Sanger-Primer die Variante Q1463Q aufgrund von Indels sowohl stromaufwaérts als auch stromabwarts der Variantenstelle nicht vollstandig

nachweisen.
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Tabelle 23 Genauigkeit der PolyTG/PolyT-Variante fiir den Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay

Poly TGPolyT-Genotyp Anzahl gzbl:innischen Anzahl der Zelllinienproben Anzahl der synthetischen Proben Anzahl der Miscalls ﬁ;?glalcljsir % Genauigkeit
(TG)9M7/(TG)11(T)7 2 0 0 0 1 50,00
(TG)9(T)9/(TG)10(T)7 1 0 0 0 0 100
(TG)9(M9/(TG)11(T)7 5 1 0 0 0 100
(TG)9(T)9/(TG)11(T)9 1 0 0 0 0 100
(TG)10(M7/(TG)10(T)7 25 8 0 0 0 100
(TG)10(T)7/(TG)10(T)9 39 16 0 0 0 100
(TG)10(M7/(TG)11(T)5 2 0 0 0 0 100
(TG)10(M7/(TG)11(T)7 72 11 0 0 0 100
(TG)10(M7/(TG)12(T)5 1 0 0 0 0 100
(TG)10(M)7/(TG)12(T)7 10 1 0 0 1 90,91
(TG)10(T)9/(TG)10(T)9 7 6 0 0 0 100
(TG)10(M9/(TG)11(T)5 5 0 0 0 0 100
(TG)10(M9/(TG)11(T)7 76 20 0 0 0 100
(TG)10(M)9/(TG)11(T)9 3 0 0 0 0 100
(TG)10(M9/(TG)12(T)5 3 2 0 0 0 100
(TG)10(M9/(TG)12(T)7 13 0 0 0 1 92,31
(TG)11(M5/(TG)11(T)7 6 0 0 1 0 83,33
(TG)11(M7/(TG)11(T)7 52 8 0 0 0 100
(TG11(M7/(TG)11(T)9~* 2 1 0 3 0 0
(TG)11(M7/(TG)12(T)5 2 0 0 0 0 100
(TG11(M7/(TG)12(T)7 37 3 0 0 0 100
(TG)11(M9/(TG)12(T)7 3 0 0 0 0 100
(TG)12(M7/(TG)12(T)7 2 2 0 0 0 100
Gesamt 448 4 3 98,44

* Proben wurden nicht emeut getestet.
A Eines der diskordanten Ergebnisse stammte aus der Reproduzierbarkeitsstudie. Das PolyTG/PolyT-Ergebnis der Probe war bei allen 18 Replikaten konkordant, bei der bidirektionalen Sanger-Sequenzierung jedoch

diskordant.
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Reproduzierbarkeit

74

Die Reproduzierbarkeit des Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay wurde anhand einer Blindstudie an drei Teststandorten und mit zwei Bedienern
an jedem Standort ermittelt. Zwei gut charakterisierte Panels mit jeweils 46 Proben wurden an jedem Standort von beiden Bedienern getestet. Daraus
ergaben sich 276 Probenergebnisse pro Bediener. Die Panels enthielten eine Mischung aus genomischer DNA aus lymphoblastoiden Zelllinien mit
bekannten Mutationen im CFTR-Gen sowie leukozytenbereinigte Blutproben, die mit lymphoblastoiden Zelllinien mit bekannten Mutationen im CFTR-
Gen versetzt wurden. Die Blutproben wurden bereitgestellt, um die Inkorporation der Extraktionsschritte zum Vorbereiten der gDNA zu erméglichen,
die als primare Zugabe fiir den Assay-Workflow dient.

Die Proben-First-Pass-Rate, definiert als die Anzahl der Proben, die beim ersten Versuch den QC-Kennzahlen entsprechen, betrug 99,7 %. Alle
Ergebnisse basieren auf anfanglichen Tests.

Der PA-Wert auf Genotypebene betrug fiir alle Varianten einschlieBlich der PolyTG/PolyT-Variante 99,22 % und ohne die PolyTG/PolyT-Variante
99,60 %. Der NA-Wert fiir alle WT betrug 99,70 % und der OA-Wert fiir alle gemeldeten Positionen betrug ebenfalls 99,70 %. Der PA-Wert flr die
PolyTG/PolyT-Variante betrug 97,83 %.

Tabelle 24 Reproduzierbarkeit des Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay (ohne PolyTG/PolyT-Varianten)

Summe* (Alle

Ergebnisse gesamt Ubereinstimmende Calls .

S HGVS-N.ame (oder Standort, e Standorte) Ubereinstimmung

wenn kein HGVS) Pro Alle No- (%)

Standort  Standorte Standort 1  Standort2 Standort 3 Calls€ Miscalls

1 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100
1 c.1646G>A S549N 6 18 6 6 6 0 0 100
1 c.2562T>G T854T 6 18 6 6 6 0 0 100
2 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100
2 c.1581A>G E527E 6 18 6 6 6 0 0 100
2 c.1680-1G>A 1812-1 G>A 6 18 6 6 6 0 0 100
2 c.2562T>G T854T 6 18 6 6 6 0 0 100
2 c.312delA 444delA 6 18 6 6 6 0 0 100
2 c.3870A>G P1290P 6 18 6 5 6 0 1 94,44
2 c.4389G>A Q1463Q 6 18 6 6 6 0 0 100
3 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100
3 c.1477C>T Q493X 6 18 6 6 6 0 0 100
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Probe

© © O W W 0 0 N N N o o o ag o o g a a & b b 0w W

HGVS-Name (oder Standort,

wenn kein HGVS)

c.1521_1523delCTT
c.2562T>G
c.4389G>A
c.1408G>A
c.1521_1523delCTT
c.2052delA
c.1408G>A
c.224G>A
c.2562T>G
c.3472C>T
c.366T>A

€.625G>T
c.1408G>A
c.1521_1523delCTT

€.2051_2052delAAinsG

c.1408G>A
c.223C>T
€.2562T>G
c.1408G>A
c.1519_1521delATC
c.1521_1523delCTT
c.2562T>G
c.4389G>A
c.1408G>A
c.1521_1523delCTT
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Variantenname

F508del
T854T
Q1463Q
V470M
F508del
2184delA
V470M
R75Q
T854T
R1158X
Y122X
A209S
V470M
F508del
2183AA>G
V470M
R75X
T854T
V470M
1507del
F508del
T854T
Q1463Q
V470M
F508del

Ergebnisse gesamt
Pro Alle
Standort

6 18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18

OO O O O O O O O O O O O 0O O O o o o o o o o o

Standorte

Ubereinstimmende Calls

Standort 1

O O O O O 0O O 0O O 0O O o0 O o0 O o o oo o o o o0 o o o

Standort 2

O 0O O O O 0O O 0O O 0O o 6o o g o g o0 g o0 o0 o o0 o o o

Standort 3

D OO O O O O O O O 0O O 0O O 0O O 0O O o0 O O O o o o o

Ca

Summe* (Alle
Standorte)

No-
Miscalls
lIs€

0
0
0

O O O O O O O O O O O 0O OO O 0o oo o o o o o o o

O O O O O O o o o o o o o

Ubereinstimmung
(%)

100
100
100

94,44

94,44

94,44

94,44

94,44

94,44

94,44

94,44

94,44
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
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Probe

10
10
10
10
10
11, 39
11, 39
11, 39
11, 39
11, 39
11, 39
12, 40
12, 40
12, 40
12, 40
12, 40
13
13
13
13
14
14

HGVS-Name (oder Standort,

wenn kein HGVS)

c.2562T>G
€.3846G>A
c.4389G>A
c.1408G>A
c.1521_1523delCTT
c.2562T>G
c.3140-26A>G
c.4389G>A
c.1408G>A
c.1521_1523delCTT
€.2002C>T
c.2562T>G
c.3717+12191C>T
c.4389G>A
c.1408G>A
c.2562T>G
€.2988+1G>A
c.4389G>A
c.489+1G>T
c.1408G>A
c.1521_1523delCTT
c.178G>T
c.4389G>A
c.1408G>A
c.1584G>A
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Variantenname

T854T
W1282X
Q1463Q
V470M
F508del
T854T
3272-26A>G
Q1463Q
V470M
F508del
R668C
T854T
3849+10kbC>T
Q1463Q
V470M
T854T
3120+1G>A
Q1463Q
621+1G>T
V470M
F508del
E60X
Q1463Q
V470M
E528E

Ergebnisse gesamt

Pro Alle
Standort  Standorte
6 18
6 18
6 18
6 18
6 18
6 18
6 18
6 18
12 36
12 36
12 36
12 36
12 36
12 36
12 36
12 36
12 36
12 36
12 36
6 18
6 18
6 18
6 18
6 18
6 18

Ubereinstimmende Calls

Standort 1

O O O O O o o

12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12

o O O o o

Standort 2

a o o o o o o

12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12

o O O o o

Standort 3

D O O O O O O

12
12
12
12
12
12
12
12
12
12

O O O O O O

Summe* (Alle

Standorte)
C’:ﬁ;€ Miscalls
0 0
0 1*
0 0
0 0
0 0
0 0
0 1*
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0

Ubereinstimmung
(%)

100
94,44
100
100
100
100
94,44
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
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TruSight Cystic Fibrosis Packungsbeilage

Probe

14
14
15
15
15
15
16
16
16
17, /1
17, 41
17, /1
18, 42
18, 42
18, 42
18, 42
19
19
19
20, 43
20, 43
20, 43
21, 44
21, 44
21, 44

HGVS-Name (oder Standort,

wenn kein HGVS)

c.2562T>G
c.3302T>A
c.1408G>A
c.1584G>A
c.2562T>G
c.3302T>A
c.1408G>A
c.1521_1523delCTT
¢.3080T>C
c.1408G>A
c.1521_1523delCTT
c.3528delC
c.-4G>C

c.1408G>A
c.1521_1523delCTT
c.350G>A
c.1408G>A
c.489+1G>T
c.579+1G>T
c.1408G>A
c.254G>A
c.489+1G>T
c.1364C>A
c.1408G>A
c.1521_1523delCTT

77 1 Dokument-Nr. 1000000097720 v02 DEU

Variantenname

T854T
M1101K
V470M
E528E
T854T
M1101K
V470M
F508del
1027T
V470M
F508del
3659delC
117120145
V470M
F508del
R117H
V470M
621+1G>T
711+41G>T
V470M
G85E
621+1G>T
A455E
V470M
F508del

Ergebnisse gesamt

Pro Alle
Standort  Standorte
6 18
6 18
6 18
6 18
6 18
6 18
6 18
6 18
6 18
12 36
12 36
12 36
12 36
12 36
12 36
12 36
6 18
6 18
6 18
12 36
12 36
12 36
12 36
12 36
12 36

Ubereinstimmende Calls

Standort 1

o O O O O o o O

12
12
12
12
12
12
12

12
12
12
12
12
12

Standort 2

o O O O o o o o

12
12
12
12
12
12

12
12
12
12
12
12

Standort 3

D OO O O O O O o O

[ O T G O R U O TG iy
N N D DD MDD

12
12
12
12
12
12

Ca

Summe* (Alle
Standorte)

No-
Miscalls
lIs€

0

O O O O O O O O O O O O O o o o o o o o o o o o
O O O O O O O O O O O 0O OO OO oo o o o o o o o

Ubereinstimmung
(%)

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
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78

Probe

22
22
22
22
22
23
23
23
24, 45
24, 45
24, 45
25
25
26
26
26
27, 46
27, 46
27, 46
27, 46
27, 46
28
28
28
28

HGVS-Name (oder Standort,
wenn kein HGVS)

c.1408G>A
€.1521_1523delCTT
c.1679G>C
€.2562T>G
c.4389G>A
c.1408G>A
c.1521_1523delCTT
€.3276C>A
c.1408G>A
€.3909C>G
c.4046G>A
c.1408G>A
c.1624G>T
c.-8G>C
c.1408G>A
c.1624G>T
c.1408G>A
c.1652G>A
c.1657C>T
€.2562T>G
c.4389G>A
c.1408G>A
c.2562T>G
c.3717+12191C>T
c.4389G>A
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Variantenname

V470M
F508del
R560T
T854T
Q1463Q
V470M
F508del
Y1092X(C>A)
V470M
N1303K
G1349D
V470M
G542X
117120141
V470M
G542X
V470M
G551D
R553X
T854T
Q1463Q
V470M
T854T
3849+10kbC>T
Q1463Q

Ergebnisse gesamt

Pro
Standort

6

o o o o o o o

12
12

12
12
12
12
12

o o o

Alle
Standorte

18
18
18
18
18
18
18
18
36
36
36
18
18
18
18
18
36
36
36
36
36
18
18
18
18

Ubereinstimmende Calls

Standort 1

o O O O O o o O

- - -
N NN

Standort 2

o O O o o o o o

G R G ey
N NN

12
12
12
12
12

o o o

Standort 3

o O O O O O o O

- - -
N NN

Ca

Summe* (Alle
Standorte)

No-
Miscalls
lIs€

0

©O O O O O O O O O O O O O o o o o o o o o o o o
O O O O O O O O O O O O 0O OO oo o o o o o o o o

Ubereinstimmung

(%)

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
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79

Probe

29
29
29
30
30
30
30
30
31
31
31
31
32
32
32
32
33
33
33
33
33
33
34
34
35

Dokument-Nr. 1000000097720 v02 DEU

HGVS-Name (oder Standort,
wenn kein HGVS)

c.1408G>A
c.2562T>G
c.91C>T

c.1408G>A

c.1521_1523delCTT

c.2562T>G
€.3485G>T
c.4389G>A
c.1408G>A
c.1585-1G>A
c.2562T>G
c.4389G>A
c.1408G>A
c.2562T>G
€.3484C>T
c.4389G>A
c.1040G>C
c.1408G>A
c.1652G>A
€.2562T>G
c.4272C>T
c.4389G>A
c.1000C>T
€.3368-2A>T
c.1523T>G

Variantenname

V470M
T854T
R31C
V470M
F508del
T854T
R1162L
Q1463Q
V470M
1717-1G>A
T854T
Q1463Q
V470M
T854T
R1162X
Q1463Q
R347P
V470M
G551D
T854T
Y1424Y
Q1463Q
R334W
c.3368-2A>T
F508C

Ergebnisse gesamt

Pro
Standort

6

OO O O O O O O O O O O O 0O O O o o o o o o o o

Alle
Standorte

18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18

Ubereinstimmende Calls

Standort 1

O O O O O 0O O 0O O 0O O 0O O o0 O o0 O o0 O o o o o o o

Standort 2

D OO O O O 0O O 0O O 0O O 0O O 0O O o0 O o0 O 00 o o0 o o o

Standort 3

D OO O O O O O O O 0O O 0O O 0O O 0O O o0 O O O o o o o

Ca

Summe* (Alle
Standorte)

No-
Miscalls
lIs€

0

O O O O O O O O O O O O O o o o o o o o o o o o
O O O O O O O O O O O 0O OO OO oo o o o o o o o

Ubereinstimmung

(%)

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
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Probe

36
36
37
37
37
37
38
38
38
38
38
38
47, 85
47, 85
47, 85
47, 85
48, 86
48, 86
48, 86
49, 87
49, 87
49, 87
50, 88
50, 88
50, 88

80 | Dokument-Nr. 1000000097720 v02 DEU

HGVS-Name (oder Standort,
wenn kein HGVS)

c.254G>A
€.3454G>C
c.1007T>A
c.1408G>A
c.2562T>G
¢.3705T>G
c.1408G>A
c.1727G>C
c.2002C>T
c.2057C>A
c.2562T>G
c.4389G>A
c.1408G>A
c.2562T>G
€.2657+5G>A
c.4389G>A

€.54-5940_273+10250del21kb

c.1408G>A

c.1521_1523delCTT

c.1408G>A

c.1521_1523delCTT

c.1766+1G>A
c.1408G>A
c.220C>T
c.2562T>G

Variantenname

G85E
D1152H
1336K
V470M
T854T
S1235R
V470M
G576A
R668C
S686Y
T854T
Q1463Q
V470M
T854T
2789+5G>A
Q1463Q
CFTRdele2,3
V470M
F508del
V470M
F508del
1898+1G>A
V470M
R74W
T854T

Ergebnisse gesamt

Pro
Standort

6

O O O O O O o o o o

12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12

Alle
Standorte

18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
36
36
36
36
36
36
36
36
36
36
36
36
36

Ubereinstimmende Calls

Standort 1

O O O O O O 0O O o o o

12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12

Standort 2

O O O O O O O oo o o

12
12
12
11
11
11
12
12
12
12
12
12

Standort 3

O O O O O O O O o o o O

G G U U T U O S G O O O R O Y
N D N D DM DD DN DN DN NMDDN

Ca

Summe* (Alle

Standorte)
Nﬁ;€ Miscalls

0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
1 0
1 0
1 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0

Ubereinstimmung

(%)

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
97,22
97,22
97,22
100
100
100
100
100
100
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Probe

50, 88
51, 89
51, 89
51, 89
52
53, 90
54, 91
54, 91
55, 92
55, 92
55, 92
55, 92
55, 92
55, 92
56
56
56
56
57
57
57
57
58
58
58

HGVS-Name (oder Standort,

wenn kein HGVS)

c.3808G>A
c.1408G>A
c.1521_1523delCTT
c.2012delT
c.3744delA
c.3773_3774insT
c.1408G>A
€.262_263delTT
c.1408G>A
c.1519A>G
c.1521_1523delCTT
c.2562T>G
c.3080T>C
c.4389G>A
c.1408G>A
c.2562T>G
c.3154T>G
c.4389G>A

c.-8G>C

c.1408G>A
c.2562T>G
c.3209G>A
c.1408G>A
c.1521_1523delCTT
€.2991G>C
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Variantenname

D1270N
V470M
F508del
2143delT
3876delA
3905insT
V470M
394delTT
V470M
1507V
F508del
T854T
10277
Q1463Q
V470M
T854T
F1052V
Q1463Q
117120141
V470M
T854T
R1070Q
V470M
F508del
L997F

Ergebnisse gesamt

Pro Alle
Standort  Standorte
12 36
12 36
12 36
12 36
6 18
12 36
12 36
12 36
12 36
12 36
12 36
12 36
12 36
12 36
6 18
6 18
6 18
6 18
6 18
6 18
6 18
6 18
6 18
6 18
6 18

Ubereinstimmende Calls

Standort 1

12
12
12
12
6
12
12
12
12
12
12
12
12
12

=]

O O O O O O O o o O

Standort 2

12
12
12
12
6
12
12
12
12
12
12
12
12
12

]

D 0O O O O O o o o O

Standort 3

12
12
12
12
6

O O O R U O D O O S O 'y
N N D D D MDMDDN N DN

D OO O O O O O O O o o

Ca

Summe* (Alle
Standorte)

No-
Miscalls
lIs€

0

O O O O O O O O O O O O O o o o o o o o o o o o
O O O O O O O O O O O 0O OO OO oo o o o o o o o

Ubereinstimmung
(%)

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
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82

Probe

59
59
59
60
60
60
60
61
61
61
62
62
62
64
64
64
64
65
66
66
66
67
67

68
68

HGVS-Name (oder Standort,
wenn kein HGVS)

c.1408G>A
€.2562T>G
€.3205G>A
c.1408G>A
c.2562T>G
€.4389G>A
c.617T>G
c.1408G>A
€.2260G>A
€.4389G>A
c.1408G>A
€.2562T>G
c.988G>T
c.1040G>A
c.1408G>A
€.2562T>G
c.4389G>A
c.948delT
c.1408G>A
€.1521_1523delCTT
c.532G >A
c.1408G>A
c.1647T>G

c.1408G>A
c.1646G>A
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Variantenname

V470M
T854T
G1069R
V470M
T854T
Q1463Q
L206W
V470M
V754M
Q1463Q
V470M
T854T
G330X
R347H
V470M
T854T
Q1463Q
1078delT
V470M
F508del
G178R
V470M

S549R
(c.1647T>G)

V470M
S549N

Ergebnisse gesamt

Pro
Standort

6

O O O O O O 0O O 0O O O O 0O O 0O O o o o o o o

]

Alle
Standorte

18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18

18
18

Ubereinstimmende Calls

Standort 1

O O O O O O 0O O 0O O 0O O 0O O 0O O O o o o o o o

]

Standort 2

O O O O O O O OO O O O O O o o o o o o o o O

=]

Standort 3

D O O O O O OO O O O OO O 0O O 0O O OO O o O o o o

(]

Ca

Summe* (Alle
Standorte)

No-
Miscalls
lIs€

0

O O O O O O O O O O O o o o o o o o o o o o
O O O O O O O O O O O O 0O O 0o o o o o o o o o

o
o

Ubereinstimmung

(%)

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

100
100
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83

Probe

68
68
69
69
70
70
70
70
71
71
71
71
71
72
72
72
72
72
73
73
73
74
74
74
75

HGVS-Name (oder Standort,
wenn kein HGVS)

c.2562T>G
c.4389G>A
c.2506G>T
c.2537G>A
c.1408G>A
c.2562T>G
c.3485G>T
c.4389G>A
c.1408G>A
c.1521_1523delCTT
c.2562T>G
c.274G>T
c.4389G>A
c.1022_1023insTC
c.1408G>A
c.2562T>G
c.4389G>A
c.489+1G>T
c.1408G>A
c.1624G>T
c.1826A>G
c.1408G>A
c.1429C>T
c.1521_1523delCTT
c.1408G>A
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Variantenname

T854T
Q1463Q
D836Y
W846X
V470M
T854T
R1162L
Q1463Q
V470M
F508del
T854T
E92X
Q1463Q
1154insTC
V470M
T854T
Q1463Q
621+1G>T
V470M
G542X
H609R
V470M
P477S
F508del
V470M

Ergebnisse gesamt

Pro
Standort

6

OO O O O O O O O O O O O 0O O O o o o o o o o o

Alle
Standorte

18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18

Ubereinstimmende Calls

Standort 1

O O O O O 0O O 0O O 0O O 0O O o0 O o0 O o0 O o o o o o o

Standort 2

a oo O O O 0O O 0O O 0O O 0O O 0O O 0O O 0O O 0O o o o o o

Standort 3

O O O o O O O oo o 0o o 0O 0O O 0O O o0 O o O o o o o

Ca

Summe* (Alle

Standorte)
Nﬁ;€ Miscalls

0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
1 0
1 0
1 0
1 0
1 0
0 0
0 0
0 0
0 1
0 0
0 0
17 0

Ubereinstimmung

(%)

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
94,44
94,44
94,44
94,44
94,44
100
100
100
94,44
100
100
94,44

August 2021



TruSight Cystic Fibrosis Packungsbeilage

Probe

75
75
76
76
76
76
76
77
77
77
78
78
78
78
78
78
78
79
79
79
79
80
80
80
80

HGVS-Name (oder Standort,

wenn kein HGVS)

c.1521_1523delCTT
c.1721C>A
c.1408G>A
c.1521_1523delCTT
c.2562T>G
c.425delT
c.4389G>A
c.1364C>A
c.1408G>A
c.489+1G>T
c.1408G>A
c.1581A>G
c.1680-1G>A
c.2562T>G
c.312delA
c.3870A>G
c.4389G>A
c.1408G>A
c.220C>T
c.2562T>G
c.3808G>A

c.-8G>C

c.1408G>A
c.1521_1523delCTT
c.1657C>T
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Variantenname

F508del
P574H
V470M
F508del
T854T
F143LfsX10
Q1463Q
A455E
V470M
621+1G>T
V470M
E527E
1812-1 G>A
T854T
444delA
P1290P
Q1463Q
V470M
R74W
T854T
D1270N
117120141
V470M
F508del
R553X

Ergebnisse gesamt
Pro Alle
Standort

6 18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18

O O O O O O 0O O 0O O 0O O 0O O 0O O o o o o o o o o

Standorte

Ubereinstimmende Calls

Standort 1

OO O O O O O 0O O O O 0O O 0O O o0 O 0O O O O o o o o o

Standort 2

O O O O O O O OO O O O O O O O O o o o o o o o O,

Standort 3

D O O O O O OO O OO O OO O 0O O 0O O 0O O O O o o o o o

Ca

Summe* (Alle

Standorte)
No- .

lls€ Miscalls
1 A
1A

©O O O O O O O O O O O O O o o o o o o o o o o
O O O O O O O O O O O O 0O OO oo o o o o o o o o

Ubereinstimmung
(%)

94,44
94,44
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
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Summe* (Alle

Ergebnisse gesamt Ubereinstimmende Calls

S HGVS-Name (oder Standort, e TS Standorte) Ubereinstimmung
ST LD RIELE) Pro Alle Standort 1  Standort2 Standort 3 N°-€ Miscalls el
Standort  Standorte Calls
80 c.2562T>G T854T 6 18 6 6 6 0 0 100
81 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100
81 c.1521_1523delCTT F508del 6 18 6 6 6 0 0 100
81 c.1652G>A G551D 6 18 6 6 6 0 0 100
81 c.2562T>G T854T 6 18 6 6 6 0 0 100
81 c.4389G>A Q1463Q 6 18 6 6 6 0 0 100
82 c.1040G>C R347P 6 18 6 6 6 0 0 100
82 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100
82 c.1521_1523delCTT F508del 6 18 6 6 6 0 0 100
82 c.4272C>T Y1424Y 6 18 6 6 6 0 0 100
83 c.-4G>C 11720145 6 18 6 6 6 0 0 100
83 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100
83 c.1521_1523delCTT F508del 6 18 6 6 6 0 0 100
83 c.350G>A R117H 6 18 6 6 6 0 0 100
84 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100
84 c.1519_1521delATC 1507del 6 18 6 6 6 0 0 100
84 c.2562T>G T854T 6 18 6 6 6 0 0 100
84 c.4389G>A Q1463Q 6 18 6 6 6 0 0 100
Gesamtzahl aller Varianten (PA)** (einschlieBlich PolyTG/PolyT-Daten 2.580 7.740 2.562 2.553 2.565 37 23 99,22
in Tabelle 25)
Gesamtzahl aller WT (NA) 2.871.132 8.613.396 2.865.930 2.855.526  2.865.932 26.006 2 99,70
Gesamtzahl aller WT und Varianten (OA) 2.873.712 8.621.136 2.868.492 2.858.079 2.868.497 26.043 25 99,70

€ Die Proben wurden nicht emeut getestet.

A Je ein Replikat der Proben 5 und 75 hatte eine Call-Rate von 0 %. Weitere Untersuchungen zeigten, dass die Proben vor der Bibliotheksvorbereitung wahrscheinlich nicht zur Probenplatte hinzugefiigt wurden.
* Untersuchungen ergaben, dass die Proben 9 und 10 vor der Bibliotheksvorbereitung wahrscheinlich vom Bediener vertauscht wurden.

** Ohne PolyTG/PolyT-Varianten betrug der PA-Wert 99,60 %.
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Tabelle 25 PolyTG/PolyT-Reproduzierbarkeit fir den Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay

Anzahl Ergebnisse Ubereinstimmende Calls Summe (alle Standorte)
Panel Probe A St:r:(c)io rt Staﬁ:lieo rte Standort 1 Standort 2 Standort 3 No-Calls Miscalls AR (4]
A 1 (TG)12(M)7/(TG)12(T)7 6 18 6 6 6 0 0 100 %
A 2 (TG)10(T)9/(TG)10(T)7 6 18 6 6 6 0 0 100 %
A 3 (TG)10(T)7/(TG)10(T)9 6 18 6 6 6 0 0 100 %
A 4 (TG)10(T)9/(TG)11(T)7 6 18 5 6 6 1 0 94,44 %
A 5 (TG)10(M)7/(TG)11(T)7 6 18 6 5 6 1 0 94,44 %
A 6 (TG)10(T)9/(TG)10(T)7 6 18 6 6 6 0 0 100 %
A 7 (TG)10(T)9/(TG)11(T)7 6 18 6 6 6 0 0 100 %
A 8 (TG)10(T)7/(TG)10(T)9 6 18 6 6 6 0 0 100 %
A 9 (TG)10(T)9/(TG)10(T)7 6 18 6 6 6 0 0 100 %
A 10 (TG)10(T)9/(TG)10(T)7 6 18 6 6 6 0 0 100 %
A 11, 39 (TG)10(T)9/(TG)10(T)7 12 36 12 12 12 0 0 100 %
A 12, 40 (TG)10(T)9/(TG)11(T)7 12 36 12 12 12 0 0 100 %
A 13 (TG)10(T)9/(TG)11(T)7 6 18 6 6 6 0 0 100 %
A 14 (TG)10(M)7/(TG)11(T)7 6 18 6 6 6 0 0 100 %
A 15 (TG)10(M)7/(TG)11(T)7 6 18 6 5 6 1 0 94,44 %
A 16 (TG)10(T)9/(TG)10(T)9 6 18 6 6 6 0 0 100 %
A 17, /1 (TG)10(T)9/(TG)11(T)7 12 36 12 12 12 0 0 100 %
A 18, 42 (TG)10(T)9/(TG)12(T)5 12 36 12 12 12 0 0 100 %
A 19 (TG)10(T)9/(TG)11(T)7 6 18 6 6 6 0 0 100 %
A 20, 43 (TG)10(T)9/(TG)11(T)7 12 36 12 12 12 0 0 100 %
A 21, 44 (TG)10(T)9/(TG)10(T)9 12 36 12 12 12 0 0 100 %
A 22 (TG)10(T)9/(TG)10(T)7 6 18 6 6 6 0 0 100 %
A 23 (TG)10(T)9/(TG)11(T)7 6 18 6 6 6 0 0 100 %
A 24, 45 (TG)10(T)9/(TG)11(T)7 12 36 12 12 12 0 0 100 %
A 25 (TG)10(T)9/(TG)10(T)9 6 18 6 6 6 0 0 100 %
A 26 (TG)10(T)9/(TG)11(T)7 6 18 6 6 6 0 0 100 %
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Anzahl Ergebnisse Ubereinstimmende Calls Summe (alle Standorte)

Panel Probe e StaPr:ZO rt Staﬁ:jeo rte Standort 1 Standort 2 Standort 3 No-Calls Miscalls SCE LI ()
A 27, 46 (TG)10(M7/(TG)11(T)7 12 36 11 12 12 0 1 97,22 %
A 28 (TG)10(T)7/(TG)10(T)7 6 18 6 6 6 0 0 100 %
A 29 (TG)10(M7/(TG)12(T)7 6 18 6 4 4 4 0 77,78 %
A 30 (TG)10(T)9/(TG)10(T)7 6 18 6 6 6 0 0 100 %
A 31 (TG)10(M7/(TG)11(T)7 6 18 6 6 6 0 0 100 %
A 32 (TG)10(T)7/(TG)10(T)7 6 18 6 6 6 0 0 100 %
A 33 (TG)10(M7/(TG)11(T)7 6 18 5 6 6 1 0 94,44 %
A 34 (TG)11(T)7/(TG)12(T)7 6 18 6 6 6 0 0 100 %
A 35 (TG)11(M7/(TG)11(T)7 6 18 6 6 6 0 0 100 %
A 36 (TG)11(T)7/(TG)11(T)7 6 18 6 6 6 0 0 100 %
A 37 (TG)11(M7/(TG)12(T)7 6 18 6 6 6 0 0 100 %
A 38 (TG)10(M)7/(TG)11(T)7 6 18 6 6 6 0 0 100 %
B 47, 85 (TG)10(M7/(TG)10(T)7 12 36 12 12 12 0 0 100 %
B 48, 86 (TG)10(T)9/(TG)11(T)7 12 36 11 11 12 2 0 94,44 %
B 49, 87 (TG)10(M9/(TG)11(T)7 12 36 12 12 12 0 0 100 %
B 50, 88 (TG)10(T)9/(TG)11(T)7 12 36 12 12 12 0 0 100 %
B 51, 89 (TG)10(T)9/(TG)10(T)9 12 36 12 12 12 0 0 100 %
B 52 (TG)11(T)7/(TG)11(T)7 6 18 6 6 6 0 0 100 %
B 53, 90 (TG11(M7/(TG)11(T)7 12 36 12 12 12 0 0 100 %
B 54, 91 (TG)10(T)9/(TG)11(T)7 12 36 12 12 12 0 0 100 %
B 55, 92 (TG)10(M)9/(TG)10(T)7 12 36 12 12 12 0 0 100 %
B 56 (TG)10(T)7/(TG)10(T)9 6 18 6 6 6 0 0 100 %
B 57 (TG)12(M7/(TG)12(T)7 6 18 6 6 6 0 0 100 %
B 58 (TG)10(T)9/(TG)10(T)9 6 18 6 6 6 0 0 100 %
B 59 (TG)11(M7/(TG)12(T)7 6 18 5 6 6 1 0 94,44 %
B 60 (TG)9(T)9/(TG)11(T)7 6 18 6 6 6 0 0 100 %
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Anzahl Ergebnisse Ubereinstimmende Calls Summe (alle Standorte)
Panel Probe EETELD StaPr:ZO rt Staﬁ:jeo rte Standort 1 Standort 2 Standort 3 No-Calls Miscalls SCE LI ()
B 61 (TG)10(M9/(TG)11(T)7 6 18 6 6 6 0 0 100 %
B 62 (TG)10(M)7/(TG)11(T)7 6 18 5 6 6 1 0 94,44 %
B 63 (TG)11(M7/(TG)11(T)7 6 18 6 6 6 0 0 100 %
B 64 (TG)10(M)7/(TG)11(T)7 6 18 5 6 6 1 0 94,44 %
B 65 (TG)11(M7/(TG)11(T)7 6 18 6 6 6 0 0 100 %
B 66 (TG)10(T)9/(TG)11(T)7 6 18 6 6 6 0 0 100 %
B 67 (TG)11(M7/(TG)11(T)7 6 18 6 6 6 0 0 100 %
B 68 (TG)10(M)7/(TG)11(T)7 6 18 6 6 6 0 0 100 %
B 69 (TG)11(M7/(TG)11(T)7 6 18 6 6 6 0 0 100 %
B 70 (TG)10(T)7/(TG)10(T)7 6 18 6 6 6 0 0 100 %
B 7 (TG)10(M9/(TG)11(T)7 6 18 6 6 6 0 0 100 %
B 72 (TG)10(T)7/(TG)10(T)9 6 18 5 6 5 2 0 88,89 %
B 73 (TG)10(M9/(TG)11(T)7 6 18 6 6 6 0 0 100 %
B 74 (TG)10(T)9/(TG)11(T)7 6 18 6 6 6 0 0 100 %
B 75 (TG)10(M)7/(TG)10(T)9 6 18 6 5 6 1 0 94,44 %
B 76 (TG)10(T)7/(TG)10(T)9 6 18 6 6 6 0 0 100 %
B 77 (TG)10(T)9/(TG)10(T)9 6 18 6 6 6 0 0 100 %
B 78 (TG)10(T)7/(TG)10(T)9 6 18 5 6 6 1 0 94,44 %
B 79 (TG)10(M7/(TG)11(T)7 6 18 6 6 6 0 0 100 %
B 80 (TG)11(T)7/(TG)11(T)9 6 18 0 0 0 0 18* 0 %
B 81 (TG)10(M)7/(TG)10(T)9 6 18 6 6 6 0 0 100 %
B 82 (TG)10(T)9/(TG)11(T)7 6 18 6 6 6 0 0 100 %
B 83 (TG)10(M9/(TG)12(T)5 6 18 6 6 6 0 100 %
B 84 (TG)10(T)7/(TG)10(T)7 6 18 6 6 6 0 0 100 %
PolyTG/PolyT-Varianten (PA) insgesamt 552 1.656 537 540 543 17 19 97,83 %

* Alle 18 Proben waren miteinander konkordant, aber nicht mit der bidirektionalen Sequenzierung nach Sanger.
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DNA-Extraktion

Drei haufig verwendete, im Handel erhéltliche Extraktionsmethoden, die Extraktion mittels magnetischer Bead,
die Alkoholprézipitation und die Isolation mittels Kieselgelsaule, wurden unter Verwendung von mit K2EDTA
antikoaguliertem Vollblut gepriift. Bei der Studie wurden insgesamt 14 Blutproben verwendet. Zwei davon waren
Wildtypproben, die Gibrigen enthielten eindeutige Genotypen, die neun verschiedene Varianten darstellten,
darunter sowohl haufige als auch seltene Varianten. Fir die polyTG/polyT-Variation wurden Proben mit (T)5-9
und (TG)10-12 bericksichtigt. Die drei DNA-Extraktionsmethoden wurden von zwei verschiedenen Bedienern
unabhéangig getestet, von denen jeder drei Laufe pro Extraktionsmethode durchgefiihrt hat. Jede Extraktion
wurde vom jeweiligen Bediener an unterschiedlichen Tagen durchgefiihrt. Die DNA-Konzentration und das
A260/A280-Verhaltnis der extrahierten gDNA-Proben wurden mithilfe der Spektralfotometrie ermittelt. Die
Gesamtzahl der Proben fiir jede Extraktionsmethode der Studie ist 168 (14 Proben x

2 Bediener/Extraktionsmethode x 3 Laufe/Bediener x 2 Replikate/extrahierte gDNA-Probe).

Anzahl der Proben-First-
Extraktionsmethode getesteten Call-Rate Genauigkeit
Pass-Rate*
Proben
Alkoholprazipitation 168 > 99,99 % > 99,99 % 100 %
Kieselgelsaule-Isolation 168 > 99,99 % > 99,99 % 100 %
Extraktion mittels magnetischer Beads 168 > 99,99 % > 99,99 % 100 %

* Anteil der Proben mit einer Call-Rate von Giber 99 % im ersten Lauf.

DNA-Zugabe

Der DNA-Zugabebereich fiir den Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay wurde mithilfe einer Studie zur

seriellen Verdiinnung mit 14 reprasentativen DNA-Proben, die 16 eindeutige CF-Varianten enthielten, beurteilt.
Jede Probe wurde bei neun DNA-Zugabestufen von 1.250 ng bis 1 ng (1.250 ng, 500 ng, 250 ng, 100 ng, 50 ng,
25ng, 10 ng, 5ng und 1 ng) doppelt getestet. Zur Bestimmung der Genauigkeit wurden die Probengenotypen
mit Daten der bidirektionalen Sequenzierung nach Sanger und die Deletionen mit dem PCR-Assay verglichen.
1.250 ng und 25 ng wurden als obere bzw. untere Grenze fir die DNA-Zugaberate ermittelt, da sich damit eine
Proben-First-Pass-Rate von > 95 % ohne falsche Calls (Genauigkeit und Call-Rate von 100 %) erzielen lieB3.

Die DNA-Zugaben von 1.250 ng, 250 ng und 100 ng wurden mit vier reprasentativen DNA-Proben und
mindestens 20 Replikaten pro DNA-Zugabestufe flir jede Probe (n = 4 x 20 = 80 Proben) weiter getestet, wahrend
die Untergrenze von 25 ng mit 14 Proben und 20 Replikaten fiir jede Probe (n = 14 x 20 = 280 Proben) getestet
wurde. Die Genauigkeit und die Proben-First-Pass-Rate betrugen bei allen DNA-Zugabestufen 100 %.

Storende Substanzen

Um die Auswirkungen stérender Substanzen auf das lllumina MiSegDx Cystic Fibrosis System zu untersuchen,
wurde die Leistung des Assays mit und ohne potenzielle Stérsubstanzen (iberpriift. In dieser Studie wurden 16

Vollblutproben mit eindeutigen CF-Genotypen getestet. Vier korpereigene stérende Substanzen (Bilirubin,
Cholesterin, Hdmoglobin und Triglyceride) wurden getestet, indem die Blutproben vor der DNA-Extraktion mit
diesen versetzt wurden. Die Konzentrationsgrenzen fiir jede Substanz sind in der nachfolgenden Tabelle
aufgefiihrt. Um dariiber hinaus die Stérungen aufgrund der Blutentnahme (geringe Menge) zu untersuchen,
wurden die Blutproben mit EDTA versetzt, und um die Stérungen aufgrund der Probenvorbereitung zu
untersuchen, wurde der endgiiltige Waschpuffer aus einer Kieselgelsaulen-lsolationsmethode zur bereinigten
genomischen DNA zugefiigt.

Der Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay erzielte mit und ohne stérende Substanzen eine Call-Rate von
100 % bei allen getesteten Proben und eine Reproduzierbarkeit von 100 % in Genotypaufrufen zwischen
Proben. Es wurden keine Stérungen durch eine der endogenen oder exogenen Stérsubstanzen beobachtet.
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Um die Auswirkungen der Multiplexierung von Index-Primer-Stérungen zu untersuchen, wurde eine
Kreuzkontaminationsstudie mit zwei Proben, von der jede eindeutige homozygote Genotypen an vier
unterschiedlichen genomischen Positionen aufwies, und zwei entsprechenden Index-Primern durchgefiihrt.
Es wurde keine Anderung beim Varianten-Calling bei Kontaminationsgraden von unter 40 % beobachtet.
Der Probengenotyp wurde heterozygot, wenn der Kontaminationsgrad mindestens 40 % betrug.

G tzahl d Im Blut getestete Im Blut getestete
Testsubstanz esanm .za er Konzentration Konzentration Call-Rate
Replikate
(Obergrenze) (Untergrenze)
Bilirubin 16 684 pmol/I 137 pmol/I 100 %
Cholesterin 16 13 mmol/I 2,6 mmol/I 100 %
Hamoglobin 16 29/ 0,4 g/l 100 %
Triglycerid 16 37 mmol/I 7,4 mmol/| 100 %
EDTA 16 7,0 mg/ml 2,8 mg/ml 100 %

Gleichwertigkeit der Leistung im Vergleich zum lllumina MiSeqDx Cystic Fibrosis Clinical
Sequencing Assay

90

Der TruSight Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay (TruSight CFCS) verwendet denselben
Bibliotheksvorbereitungsworkflow und dieselben Reagenzien wie der lllumina MiSeqDx Cystic Fibrosis Assay
(MiSeqDx CFCS). TruSight CFCS verwendet das MiSeqDx Reagent Kit v3, MiSeqDx CFCS verwendet mit dem
Assay gelieferte Sequenzierungsreagenzien. Zur Veranschaulichung der Gleichwertigkeit von TruSight CFCS
und MiSegDx CFCS wurden die Ergebnisse von neun TruSight CFCS-Laufen mit einem einzelnen MiSeqDx
CFCS-Lauf als Muster verglichen. Die TruSight CFCS-Laufe wurden mit einem Durchsatz von 96 Proben (max.
Probendurchsatz fiir TruSight CFCS) durchgefiihrt und der MiSeqDx CFCS-Lauf mit einem Durchsatz von

48 Proben (max. Probendurchsatz fiir MiSeqDx CFCS). Quellen fiir Variabilitit bei den TruSight CFCS-Laufen
waren drei Bibliotheksvorbereitungsereignisse (jeweils mit einer eindeutigen TruSight Cystic Fibrosis-Charge),
drei Bediener, drei MiSeqDx-Geréate und drei MiSeqDx Reagent Kit v3-Chargen.

Varianten-Calls aus TruSight CFCS-Laufen wurden mit Calls des MiSeqDx CFCS-Laufs verglichen. 47
eindeutige Proben wurden in jeden TruSight CFCS-Lauf aufgenommen, jeweils mit 2 bis 3 Replikaten je Probe
(95 DNA-Proben und 1 NTC pro Lauf). Fiir den einzelnen MiSeqDx CFCS-Lauf wurden dieselben 47 Proben
sequenziert (47 DNA-Proben + 1 NTC pro Lauf). Das Probenpanel bestand aus Coriell-DNA-Proben, die aus
immortalisierten Zelllinien extrahiert wurden und Proben fiir jedes Allel der ACMG 23-Mutationen, Deletion-
Insertion-Varianten (einschlieBlich Insertionen/Deletionen in Homopolymer-Region und Insertionen mit Deletion
in derselben Region), homozygote Varianten, zusammengesetzte heterozygote Varianten, eine der zu
erkennenden groBen Deletionen, PolyTG/PolyT-Varianten, Einzelnukleotidvarianten und eine Probe ohne
erkannte Varianten umfasste. Die Zusammenfassung der Ergebnisse nach Genotyp finden Sie in Tabelle 26.
Die Ubereinstimmung zwischen Assays nach Variantentyp wird in Tabelle 27 dargestellt. Die Gesamtiiber-
einstimmung zwischen Assays betrug > 99,99 %.
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Tabelle 26 Leistung beim Varianten-Calling: Vergleich zwischen dem TruSight CFCS-Variant Assay und dem

MiSeqDx CFCS-Variant Assay

TruSight CF Clinical Assay

HOM-
Variante

HET-
Variante

Wildtyp
No-Call

Gesamt

MiSeqDx CF Clinical Assay

HOM- HET- Wildtyp No- Gesamt
Variante Variante Call
551 - - - 551
- 2.664 - - 2.664
- - 4.426.182 - 4.426.182
- - 58 - 58
551 2.664 4.426.420 - 4.429.455

Tabelle 27 Leistung nach Variantentyp: Vergleich zwischen dem TruSight CF Clincial Sequencing Assay und dem

MiSeqDx CF Clinical Sequencing Assay

Variantentyp

SNV

DEL

DIV
PolyTG/PolyT

Keiner
(Wildtyp)

Gesamt

August 2021

Korrekte
Calls

2.684
18
513
847
4.426.182

4.430.244

Falsche
Calls

0
0
0

Ubereinstimmung mit MiSeqDx CF Clinical

Rlopcane Sequencing Assay
0 100,00 % (2.684/2.684)
0 100,00 % (18/18)
0 100,00 % (513/513)
3 99,88 % (847/851)
58 100,00 % (4.426.182/4.426.240)
61 > 99,99 % (4.430.244/4.430.306)
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Ein einzelner diskordanter Call wurde zwischen TruSight CFCS und MiSeqDx CFCS ermittelt. Beim spezifischen falschen Call handelte es sich um eine
PolyTG/PolyT-Variante. Eine Zusammenfassung zur PolyTG/PolyT-Ubereinstimmung finden Sie in Tabelle 28 auf Seite 92.

Tabelle 28 Leistung beim PolyTG/PolyT-Varianten-Calling: Vergleich zwischen dem TruSight CF Clinical Sequencing Assay und dem MiSeqDx CF Clinical
Sequencing Assay

Tabelle zum MiSegDx CF Clinical Assay

(TG1I0  (TG)10  (TG)10  (TGY10  (TG)10  (TG)10  (TG)11  (TGY11  (TG)11  (TG)11  (TG)12 No-Call Gesamt
m7/ m7/ m7/ m7/ me/ me/ m7/ m7/ m7/ m7/ ms/

(TG10  (TG)10  (TG)12  (TGY12  (TG)Y10  (TG)12  (TG)10  (TG)Y1I0  (TG)11  (TG)12  (TG)12
M7 (Mo (N5 m7 (me (M5 m7 (Mo m7 m7 (M5

TruSight  (TG)10(T)7/ 50 - - - - - - - - - ] ] 50
CF (TG)10(T)7
2"""""" (TG)10(M7/ - 189 - - - - - - - - ] ] 189
ssay (TG)10(T)9
(TGy10M7/ - - 18 - - - - - - - ; ] 18
(TG)12(T)5
TGy10(M?7/ - - - 18 - - - - - - - - 18
(TG)12(T)7
(TG)10(M)9/ - - - - 72 - - - - - - - 72
(TG)10(M)9
(TG)10(T)9/ - - - - - 17 - - - - - - 17
(TG)12(M)5
TG11(M7/ - - - - - - 126 - - - - - 126
(TG)10(T)7
remmzi/ - - - - - - - 249 - - - - 249
(TG)10(M)9
(renmz/ - - - - - - - - 72 - - - 72
TG)11(M7
reni1mz/ - - - - - - - - - 36 - - 36
(TG)12(T)7
(TG)12(T)5/ - - - - - 1 - - - - - - 1
(TG)12(T)5
No-Call - - - - - - - 3 - - - - 3
Gesamt 50 189 18 18 72 18 126 252 72 36 - - 851
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Produktkennzeichnungen

Eine Erlauterung sédmtlicher Symbole, die auf der Produktverpackung sowie bei der Produktkennzeichnung
verwendet werden, finden Sie in der Symbollegende fiir lIhr Kit unter ,,support.ilumina.com®.
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