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Gebrauchsanleitung

IdentiClone® IGK Gene Clonality Assay

Zur Identifizierung von klonalen Umlagerungen des Gens fir die Immunglobulin-Kappa-Leichtkette.

In-vitro-Diagnostikum

* i nVivosc ri b e {Lagerbedingungen: -859C bis -65°C

(DNA-Kontrollen kénnen aus den Assay-Kits genommen und bei 2°C bis 8°C gelagert werden)

Katalognummer Produkte Menge
91020021 IdentiClone /GK Gene Clonality Assay — ABI Fluorescence Detection 33 Reaktionen
91020031 IdentiClone IGK Gene Clonality Assay MegaKit — ABI Fluorescence Detection 330 Reaktionen
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Bestimmungsgemalle Verwendung

Der IdentiClone /IGK Gene Clonality Assay ist ein In-vitro-Diagnostikum fur die PCR-basierte Detektion klonaler Umlagerungen
des Gens fur die Immunglobulin-Kappa-Leichtkette bei Patienten, bei denen Lymphproliferationen vermutet werden.
Insbesondere kann der /GK Gene Clonality Assay fur folgende Zwecke verwendet werden:

Erkennung von Klonalitat bei atypischen lymphoproliferativen Erkrankungen
Unterstltzung einer Differentialdiagnose zwischen reaktiven Lasionen und hamatologischen Malignitaten

Zuweisung einer vermutlichen Abstammungslinie bei reifen monoklonalen lymphoproliferativen Erkrankungen

Identifizierung tumorspezifischer Marker (IGK- und IGK-Kse-Umlagerungen) fir die Nachbehandlungsiberwachung
Uberwachung und Beurteilung von Krankheitsriickfallen

Zusammenfassung und Erlauterung des Tests

2.1.

2.2

Hintergrund

Umlagerungen der Antigenrezeptor-Gene treten wahrend der Ontogenese bei B- und T-Lymphozyten auf. Durch diese
Genumlagerungen entstehen in ihrer Lange und Sequenz fir jede Zelle einzigartige Produkte. Daher kdnnen
Polymerase-Kettenreaktion (PCR)-Assays zur Identifizierung von einer einzigen Zelle abstammenden
Lymphozytenpopulationen eingesetzt werden. Hierflr werden die in den entsprechenden Antigenrezeptor-Loci
vorhandenen einzigartigen V-J-Genumlagerungen nachgewiesen.! Dieser PCR-Assay verwendet mehrere Konsensus-
DNA-Primer, die an die konservierten Genregionen im Immunglobin-Schwerketten-Gen binden. Dieser Test wird fir
den Nachweis der Uberwiegenden Mehrheit klonaler B-Zell-Malignitaten aus der DNA verwendet. Die Assayprodukte
konnen mithilfe einer Reihe von Detektionsmethoden, einschlielRlich Gel- und Kapillarelektrophorese, analysiert
werden.

IdentiClone-Assays von Invivoscribe bieten einen neuen Ansatz fiir PCR-basierte Klonalitatstests. Diese Standardassays
werden sorgfaltig unter Testen positiver und negativer Kontrollproben mit Multiplex-Master-Mixen optimiert. Nach der
Entwicklung des Assays wurde dieser ausgiebig validiert, einschlieRlich durch Testen von mehr als 400 klinischen
Proben mithilfe der REAL-Klassifizierung (Revised European/American Lymphoma). Die Tests wurden in einer
Kooperationsstudie mit dem Namen BIOMED-2 Concerted Action an mehr als dreiRig bekannten unabhangigen
Testzentren in Europa durchgefiihrt.?

Die Assays, die auf ABI-Detektion basieren, konnen klonale Populationen unter 1 % der Gesamtpopulation der
Lymphozytenzellen nicht zuverldssig erfassen. Die Ergebnisse molekularer Klonalitdtsassays mussen immer unter
Berlcksichtigung klinischer, histologischer und immunphanotypischer Daten interpretiert werden.

Zusammenfassung

Das Assaykit umfasst drei (3) Master-Mixe. Der IGK Tube A (IGK-Rohrchen A) Master-Mix zielt auf die variablen (V) und
verknlpfenden (J)-Regionen des IG-Kappa-Leichtketten-Locus ab. Der /GK Tube B (/GK-R6hrchen B) Master-Mix
hingegen zielt auf die Kappa-Deleting-Element (Kde)-Umlagerungen mit der variablen (V) Region und der intragenischen
Jk-Ck-Region ab. Die so entstehenden Vk-Kde und Jk-Ck-Intron-Kee-Umlagerungen sind das Produkt einer nicht
erfolgreichen Umlagerung der B-Zelle. Der dritte Master-Mix der Specimen Control Size Ladder amplifiziert mehrere
Gene und erzeugt eine Reihe von Amplikons von ca. 96, 197, 297, 397 und 602 Basenpaaren (bp), um sicherzustellen,
dass Qualitdt und Quantitat der eingesetzten DNA flr den Erhalt eines giiltigen Ergebnisses ausreichen. Bei allen
unseren Assays zur Genklonalitdt werden ein einziges Thermocycler-Programm und dhnliche Detektionsmethoden
verwendet. Dies verbessert die Vergleichbarkeit und ermaoglicht die Schulung an einem breiten Spektrum
verschiedener Assays.

Dieser Assay basiert auf der Euroclonality/BIOMED-2 Concerted Action BMH4-CT98-3936.

oo Clonality
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3. Verfahrensprinzip

3.1

Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

PCR-Assays werden routinemalig zur Identifizierung klonaler B-Zell-Populationen verwendet. Diese Assays
amplifizieren die DNA zwischen Primern, die auf die variablen (V) und verknipfenden (J) Regionen (/GK Tube A (/GK-
Rohrchen A)) oder auf die variablen Jk-Ck-Intron- und die K¢e-Regionen (IGK Tube B (/GK-Rohrchen B)) abzielen. Diese
konservierten V- und J-Regionen liegen auf beiden Seiten einer hypervariablen, komplementaritatsbestimmenden
Region 3 (CDR3), in der wahrend der Reifung aller B- und T-Lymphozyten programmierte Genumlagerungen
stattfinden. Bei den eine Umlagerung durchlaufenden Antigenrezeptor-Genen handelt es sich um die leichten und
schweren Immunglobulinketten in B-Zellen und die T-Zell-Rezeptorgene in T-Zellen. Jede B- und T-Zelle verflgt Gber
eine einzelne produktive V-J-Umlagerung, die sowohl hinsichtlich ihrer Lange als auch in ihrer Sequenz einzigartig ist.
Daher entsteht innerhalb eines zu erwartenden GréRenbereichs eine glockenférmige Kurve (GaulRsche
Normalverteilung) der Amplikonprodukte, wenn DNA einer normalen oder polyklonalen Population mithilfe von vor
und nach der V-J-Region bindenden Primern amplifiziert wird. Auf einem Gel ist die Verteilung der Produkte als
verschmierter Bereich zu sehen. Diese gauRsche Normalverteilung spiegelt die heterogene Population von V-J-
Umlagerungen wider. (In bestimmten Fallen ist bei Fehlen von Lymphozyten-DNA kein Produkt sichtbar.) DNA aus
Proben mit einer klonalen Population liefert ein oder zwei prominente amplifizierte Produkte (Amplikons) in einem
verminderten polyklonalen Hintergrund.

Vi Jx

L e—— e [ - %

Vk2f Vk4 Vi5 Vi 3f Vki1f/6 Vk7 Jx primers (Jk-Primer)
Vk family primers (Vi-Familien-Primer)

IGK Tube A: 6 Vk primers + 2 Jk primers
(IGK-Roéhrchen A: 6 Vk-Primer + 2 Jk-Primer)

Vk family primers (Vk-Familien-Primer) Kde
—
Vk2f V4 VK5 Vic3f Vi1f/6 Vk7 Kde primer (Kde-Primer)
INTR primer (INTR-Primer)
Ji Ckintron (Jx-Cxk-Intron) Kde
INTR primer Kde primer (Kde-Primer)

IGK Tube B: 6 Vk primers und INTR primer + 1 Kde primer
(IGK- Rohrchen B: 6 Vk-Primer und INTR-Primer + 1 Kde-Primer)

Abbildung 1.

Abgebildet ist eine einfache Darstellung der Organisation eines umgelagerten Immunglobin-Kappa-Leichtketten-Gens auf
Chromosom 2p11.2. Gezeigt sind die relativen Positionen und Ausrichtungen der Vx, Jk- und Kge-Primer, die in den Réhrchen mit
IGK-Master-Mix enthalten sind.

Da die Antigenrezeptor-Gene polymorph sind (d. h. sie bestehen aus einer heterogenen Population verwandter DNA-
Sequenzen), ist es schwierig, alle an die V-J-Umlagerung angrenzenden konservierten Regionen mit einem einzigen
Satz an DNA-Primer-Sequenzen zu amplifizieren. Durch N-Region-Diversitat und somatische Mutation entsteht in den
DNA-Sequenzen in diesen Regionen weitere Vielfalt. Daher sind Multiplex-Master-Mixe, die mehrere FR-Regionen zum
Ziel haben, erforderlich, um die Mehrzahl von klonalen Umlagerungen zu erkennen. Wie bereits erwahnt, werden
klonale Umlagerungen als prominente Produkte einer einzigen GréRe vor dem Hintergrund unterschiedlich groRer
Amplikonprodukte, die rund um die statistisch bevorzugte und durchschnittlich groRe Umlagerung die GauRsche
Normalverteilung bilden, identifiziert. Bei Vk-Jk-Umlagerungen ist die Lange des CDR3-Abschnitts begrenzt und
Umlagerungen in dieser Region zeigen eine signifikante Verzerrung (Platykurtose).*

IdentiClone /IGK Gene Clonality Assay — ABI Fluorescence Detection 280517 Rev. E | Juli 2023



3.2.

Seite 5von 17

Nachweis mittels differentieller Fluoreszenz

Der Nachweis mittels differentieller Fluoreszenz wird oft verwendet, um die Amplikonprodukte mit verschiedenen
Langen mittels eines Kapillarelektrophorese-Gerats nachzuweisen. Primer konnen mit mehreren verschiedenen
Fluoreszenzfarbstoffen (Fluorophore) konjugiert werden, sodass diese nach Anregung mit einem Laser im
Kapillarelektrophorese-Gerat verschiedene Emissionsspektren erzeugen. So reprasentieren verschiedene
Fluoreszenzfarbstoffe verschiedene Zielregionen. Dieses Nachweissystem bietet eine unlbertroffene Empfindlichkeit,
Auflosung einzelner Nukleotide, Nachweis differentieller Produkte und relative Quantifizierung. Auerdem kann die
Verwendung von Agarose- und Polyacrylamidgelen sowie von Karzinogenen wie Ethidiumbromid nahezu vermieden
werden. Weiterhin erméglicht der differentielle Nachweis die genaue, reproduzierbare und objektive Interpretation
von Primer-spezifischen Produkten und das automatische Archivieren von Daten. Die Inter- und Intra-Assay-
Reproduzierbarkeit der GroRenbestimmung liegt bei ca. 1 bis 2 Nukleotiden. Diese Reproduzierbarkeit und Sensitivitat
in Kombination mit der automatischen Archivierung der Probendaten erméglicht eine Uberwachung, Verfolgung und
den Vergleich von Patientendaten im Zeitverlauf.

4. Reagenzien

4.1.

Bestandteile der Reagenzien

Tabelle 1. Verfugbare Kits

Bestellnr. Beschreibung Menge

91020021 IdentiClone /IGK Gene Clonality Assay — ABI Fluorescence Detection 33 Reaktionen
91020031 IdentiClone /IGK Gene Clonality Assay MegaKit — ABI Fluorescence Detection 330 Reaktionen

Tabelle 2. Bestandteile der Reagenzien

Reagenz Bestellnr. Bestandteile der Reagenzien Mengen- 91020021 91020031 Lager-
g (=3) (Wirkstoffe) einheit Stuickzahl Stlckzahl temperatur

/GKTube A— 6FAM
Mehrere Oligonukleotide, die auf die variablen und

21020011CE verknlpfenden (J-)Regionen des Gens der 1.500 pl 1 10
Immunglobulin-Kappa-Leichtkette abzielen, in

Master-Mixe gepufferter Salzlésung.
/GKTube B— 6FAM 1-65 °c
21020021CE Mehrere OllgonukIAeotlde, die auf die variablen JK»CIF» 1.500 ul 1 10 -85 °C
Intron und Kee-Regionen des Gens der Immunglobulin-
Kappa-Leichtkette abzielen, in gepufferter Salzlosung.
Master-Mix fur die Specimen Control Size Ladder — 6FAM
Amplifikations- 20960021 Mehrere Oligonukleotide, die an Housekeeping-Gene 1.500 ul 1 10
kontrolle binden.
Positive Kontroll- IVS-0007 Clonal Control DNA 8°C
DNA 40880370500 g/ml DNA in 1/20 TE 100 i ! > 2 oc/ﬂf
oder
Negative -65 °C
(normale) 20920010 1VS-0000 Polyclpnal Control DNA 100 i 1 5 85 oc/ﬂf
200 pg/mlI DNA in 1/10 TE
Kontroll-DNA
Hinweis: Bei der Herstellung dieses Kits werden keine Konservierungsstoffe verwendet.
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4.2. Warnhinweise und VorsichtsmalRnahmen

. Dieses Produkt ist zur Verwendung in der /n-vitro-Diagnostik bestimmt.

= Verwenden Sie dieses Assay-Kit als System. Verwenden Sie keine Reagenzien anderer Hersteller. Verdinnung,
Reduzierung der Amplifikationsreaktionsvolumina und andere Abweichungen vom vorliegenden Protokoll kénnen
sich auf die Testergebnisse auswirken und/oder zur Ungultigkeit beschrankter Unterlizenzen fihren, die mit dem
Erwerb dieses Assay-Kits bereitgestellt werden.

=  Die Materialien sind bei korrekter Lagerung und Handhabung bis zum auf dem Etikett angegebenen
Haltbarkeitsdatum stabil. Die Kits sollten nicht nach dem Verfallsdatum verwendet werden.

= Um eine optimale Leistung und Reproduzierbarkeit zu gewahrleisten, muss das Protokoll genauestens eingehalten
werden. Es ist darauf zu achten, das korrekte Thermocycler-Programm zu verwenden, da andere Programme zu
inkorrekten/fehlerhaften Daten, wie falsch-positiven und falsch-negativen Ergebnissen, fihren kbnnen.

= Reagenzien aus Kits mit unterschiedlichen Chargennummern dirfen nicht gemischt oder kombiniert werden.

=  Esist darauf zu achten, bei der Arbeit mit Proben eine personliche Schutzausristung zu tragen, sich an die
Richtlinien der guten Laborpraxis zu halten und die allgemeinen VorsichtsmaRnahmen anzuwenden. Die Proben
sind in entsprechend zugelassenen Einrichtungen mit biologischer Schutzstufe zu handhaben und ausschliefRlich in
zertifizierten biologischen Sicherheitswerkbanken zu 6ffnen. Fir die Aufarbeitung von DNA-Proben ist Wasser in
Molekularbiologie-Qualitat zu verwenden.

= Aufgrund der analytischen Sensitivitat dieses Tests ist die Kontamination der Reagenzien oder Amplifikationsmixe
durch Proben, Kontrollen oder amplifiziertes Material unbedingt zu vermeiden. Sémtliche Reagenzien sind auf
Anzeichen einer Kontamination hin zu Gberwachen (z. B. von Negativ-Kontrollen ausgehende positive Signale).
Reagenzien, die vermutlich kontaminiert sind, missen entsorgt werden.

= Um die Gefahr einer Kontamination zu minimieren, sollten bei der Handhabung von Proben und Reagenzien
Handschuhe getragen und die Arbeitsbereiche und Pipetten vor der PCR regelmaRig gereinigt werden.

= Das Autoklavieren kann eine Kontamination mit DNA nicht verhindern. Der Arbeitsablauf im PCR-Labor sollte stets
unidirektional ablaufen; zunachst Vorbereitung des Master-Mixes, anschlieRend Probenaufreinigung, dann
Amplifikation und abschlieRend Detektion. Amplifizierte DNA sollte nicht in den Bereich gebracht werden, der fir
die Zubereitung des Master-Mixes oder der Proben vorgesehen ist.

= Alle in einem bestimmten Laborbereich verwendeten Pipetten, Pipettenspitzen und anderen Ausstattungen
mussen in diesem Laborbereich verbleiben.

= Wannimmer moglich, ist zur Vermeidung einer Kontamination mit RNase oder DNase oder einer
Kreuzkontamination steriles Einweg-Plastik zu verwenden.

4.3, Lagerung und Handhabung

= Sofern die Assay-Kits nicht sofort verwendet werden, sind diese bei -85°C bis -65°C zu lagern.

=  Die optimale Lagertemperatur fir DNA-Kontrollen betrdgt 2°C bis 8°C, DNA-Kontrollen kénnen jedoch auch bei
Temperaturen von -85°C bis -65°C gelagert werden.

=  Alle Reagenzien und Kontrollen missen vor der Verwendung aufgetaut und griindlich gevortext und gemischt
werden, um sicherzustellen, dass sie vollstandig resuspendiert wurden. UbermaRiges Vortexen kann die DNA
zertrennen und dazu fihren, dass Primer ihre Fluorophore verlieren.

= Die Materialien sind bei korrekter Lagerung und Handhabung bis zum auf dem Etikett angegebenen
Haltbarkeitsdatum stabil. Die Kits sollten nicht nach dem Verfallsdatum verwendet werden.

= Aufgrund ihrer hohen Salzkonzentrationen sind PCR-Master-Mixe empfindlich gegeniber Einfrier- und
Auftauzyklen. Die Master-Mixe in sterile Rohrchen mit Schraubverschluss mit O-Ring aliquotieren, falls relevant.
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5. Instrumente

5.1. Thermocycler

= Verwendung oder Funktion: Amplifikation von DNA-Proben
= Leistungseigenschaften und Spezifikation:

o Temperaturmindestanforderungen: 15°C bis 96°C
o Mindestgeschwindigkeit der Temperaturerhohung: 0,8 °C/Sek.

D

= Den Installations-, Betriebs-, Kalibrierungs- und Wartungsanweisungen des Herstellers ist Folge zu leisten.
= Angaben zum Thermocyclerprogramm finden Sie in Abschnitt 7.4 Amplifikation.

5.2. ABI-Kapillarelektrophorese-Instrumente

=  Verwendung oder Funktion: Detektion und Analyse von Fragmenten
= Leistungseigenschaften und Spezifikation:

o Die folgenden Kapillarelektrophorese-Instrumente erfillen die Leistungsanforderungen dieses Assays:

e  ABI 310 Genetic Analyzer (1-capillary) (Genanalysator (1 Kapillare))

e ABI 3100 Avant Genetic Analyzer (4-capillaries) (Avant-Genanalysator (4 Kapillaren))
e  ABI 3100 Genetic Analyzer (16-capillaries) (Genanalysator (16 Kapillaren))

e  ABI 3130 Genetic Analyzer (4-capillaries) (Genanalysator (4 Kapillaren))

e ABI 3130xL Genetic Analyzer (16-capillaries) (Genanalysator (16 Kapillaren))

e  ABI 3500 Genetic Analyzer (8-capillaries) (Genanalysator (8 Kapillaren))

e ABI 3500xL Genetic Analyzer (24-capillaries) (Genanalysator (24 Kapillaren))

Den Installations-, Betriebs-, Kalibrierungs- und Wartungsanweisungen des Herstellers ist Folge zu leisten.

= Das verwendete ABI-Instrument muss mit den geeigneten Matrix Standards gemald Beschreibung in Abschnitt 7.2:
Nicht im Lieferumfang enthaltene Materialien kalibriert werden.

=  Verwenden Sie die Standardeinstellungen fir lhr Polymer und Ihren Kapillartyp.

= Angaben zur Probenvorbereitung finden Sie in Abschnitt 7.5 ABI-Fluoreszenzdetektion.
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6. Probenentnahme und -vorbereitung

6.1.

6.2.

6.3.

6.4.

6.5.

VorsichtsmalRhahmen

Humanproben kénnen potenziell infektioses Material enthalten. Sdmtliche Proben sind gemaR der OSHA-Richtlinie zu
Uber den Blutweg Ubertragenen Krankheitserregern bzw. Biologischer Schutzstufe 2 zu handhaben.

Interferierende Substanzen

Die folgenden Substanzen stéren die PCR nachweislich:

=  Divalente Kationen (Chelatbildner)

= Low-Retention-Pipettenspitzen

=  EDTA (in geringen Konzentrationen zu vernachlassigen)
=  Heparin

Anforderungen an die Proben und deren Handhabung

Dieser Assay testet genomische DNA aus folgenden Quellen:

= 5 ml peripheres Blut, Knochenmarkbiopsien oder Knochenmarkaspirat mit Heparin oder EDTA als Antikoagulans
(gelagert bei 2°C bis 8°C und Versand bei Umgebungstemperatur)

= Gewebe mit Kantenlangen von mindestens 5 mm (Versand und Lagerung in gefrorenem Zustand oder in RPMI 1640
bei Umgebungstemperatur oder auf Eis)

= 2 uggenomische DNA (gelagert bei 2°C bis 8°C und Versand bei Umgebungstemperatur)

= Formalinfixierte und paraffin-eingebettete Gewebeproben oder Probentréger (Lagerung und Versand bei
Umgebungstemperatur)

Vorbereitung der Proben

Die genomische DNA schnellstmoglich aus den Patientenproben extrahieren. Die DNA auf eine Endkonzentration von
100 pg bis 400 pg pro mlin 1/10 TE-Puffer (1 mM Tris-HCl, pH 8,0; 0,1 mM EDTA) oder in fiir die Molekularbiologie
geeignetem oder hochreinem Wasser resuspendieren. Dieses Assay-System ist robust, sodass mit einem breiten
Spektrum an DNA-Konzentrationen ein gultiges Ergebnis erzielt werden kann. Daher ist eine Quantifizierung und
Anpassung der DNA-Konzentrationen im Allgemeinen nicht notwendig. Durch eine Uberpriifung der aus der
Patientenprobe isolierten DNA mit dem Specimen Control Size Ladder (Probenkontroll-GroRenleiter) Master-Mix wird
sichergestellt, dass die DNA in ausreichender Qualitdt und Quantitat vorhanden ist, um ein glltiges Ergebnis zu erhalten.

Lagerung der Proben

Genomische DNA bis zum Gebrauch bei 2°C bis 8°C oder -85°C bis -65°C lagern.

7. Assay-Verfahren

7.1.

Im Lieferumfang enthaltene Materialien

Tabelle 3: Kit-Bestandteile

Bestellnr. Beschreibung

21020011CE IGK Tube A — 6FAM
21020021CE IGK Tube B—6FAM
20960021 Specimen Control Size Ladder — 6FAM
40880370 IVS-0007 Clonal Control DNA
40920010 IVS-0000 Polyclonal Control DNA
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7.2. Nicht im Lieferumfang (enthaltene Materialien)

Tabelle 4: Erforderliche, aber nicht im Lieferumfang (enthaltene Materialien)

Reagenz/Material Empfohlene Reagenzien/Materialien und Anbieter Bestellnummer

Roche:
e EagleTag DNA Polymerase 05206944190
DNA-Polymerase Invivoscribe, Inc.: k. A.
e FalconTag DNA Polymerase 60970130
oder gleichwertige Polymerase
Glasdistilliertes, deionisiertes
und fiir die Mikrobiologie Steril und frei von DNase und
. k. A. k. A.
geeignetes Wasser oder RNase.
hochreines Wasser
Rainin: Mdssen fir die genaue Messung
Kalibrierte Pipetten e P-2-, P-20-, P-200- und P-1000-Pipetten k. A. von Volumina zwischen 1 pl und
e Oder SL-2-, SL-20-, SL-200- und SL-1000-Pipetten 1000 pl geeignet sein.

Thermo Fisher Scientific:
e Veriti Dx Thermal Cycler
Thermocycler Bio-Rad: k. A. k. A.
e MJ Research PTC-100 oder PTC-200, PTC-220, PTC-240
Perkin-Elmer

e PE 9600 oder PE 9700

Vortexer k. A. k. A. k. A.
PCR-Platten oder -Gefale k. A. k. A. Steril
Pipettenspitzen mit Steril, RNase-/DNase-
) . k. A. k. A. )
Filterbarriere /pyrogenfrei
MikrozentrifugengefaRe k. A. k. A. Steril
ABI-Kapillarelektrophorese- ~ Applied Biosystems: A A
Instrument e ABI310-, 3100- oder 3500-Serie o o
A . Applied Biosystems:
L e Hi-Di™ Formamide 4311320 “h

Invivoscribe. Inc.:
e Hi-Di Formamide mit ROX-GroRenstandards fur ABI 3100
Applied Biosystems:
GroRenstandards e FirInstrumente der Serie ABI 3100 oder 3130: k. A.
o GeneScan™ - 400HD [ROX]™

60980061

) ; 402985
e  FirInstrumente der Serie ABI 3500:
e GeneScan - 600 [LIZ]™ v2.0 4408399
Applied Biosystems:
e  FirInstrumente der Serie ABI 3100 und 3130:
o DS-30 Matrix Standard Kit (Dye Set D) Matrix
Standard Kit (Dye Set D) 4345827
Farbstoff:?et.s zur e Fir Instrumen-te der Serie ABI 310: 402996 KA
Spektralkalibrierung o NED Matrix Standard
o und Fluorescent Amidite Matrix Standards [6FAM, 401546

TET, HEX, TAMRA, ROX]
e  Fir Instrumente der Serie ABI 3500: 4345833
o DS-33 Matrix Standard Kit (Dye Set G5)
Applied Biosystems:
o  POP-4™ Polymer Polymer:

o POP-4 fir 310 Genetic Analyzers 402838
Polymer o POP-4 fir 3100/3100-Avant Genetic Analyzers 4316355 KA
o POP-4 fir 3130/3130xL Genetic Analyzers 4352755
e  POP-7™ Polymer Polymer:
o POP-7 fiir 3130/3130xL Genetic Analyzers 4352759
o POP-7 fiir 3500/3500xL Genetic Analyzers 4393714
Puffer Applied Biosystems: Vor dem Gebrach mit sterilem
e 10X Puffer fir Genanalysatoren mit EDTA 402824 Wasser auf 1:10 verdinnen.
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7.3. Vorbereitung der Reagenzien

= Alle unbekannten Proben kénnen mit dem Specimen Control Size Ladder Master-Mix getestet werden. Dadurch
wird sichergestellt, dass keine Amplifikationsinhibitoren vorhanden sind und Qualitat und Quantitdt der DNA fir ein
glltiges Ergebnis ausreichen.

= Ergebnisse bei einfacher Assayausfihrung sind gultig, jedoch sind Assays in Duplikaten durchzufihren, soweit
moglich. Liefert die Untersuchung einer Probe im Duplikat inkonsistente Ergebnisse, ist eine erneute Untersuchung
oder Bewertung der Probe erforderlich.

= Positiv-, Negativ- und Nicht-Template-Kontrollen sollten fur jeden Master-Mix durchgefiihrt werden.

7.3.1. Die Master-Mixe mit behandschuhten Handen aus dem Gefrierschrank nehmen. Die GefdRe vollstandig
auftauen lassen und dann vorsichtig vortexen, um den Inhalt zu vermischen.
7.3.2. Unter einer Schutzhaube oder in einer Dead-Air-Box ein ausreichendes Aliquot von jedem Master-Mix in

individuelle saubere und sterile Mikrozentrifugenréhrchen geben.

=  Das Volumen der Aliguote betragt fir jede Reaktion 45 pl.

= Wir empfehlen, fur jeweils 15 Reaktionen eine zusatzliche Reaktion anzusetzen, um Pipettierfehler
auszugleichen.

=  Die Anzahl der Reaktionen (n) fur jeden Master-Mix (mit Ausnahme der Specimen Control Size Ladder)
betragt daher:

n = 2 x Anzahl an Proben (jede Probe im Duplikat durchfihren)
+1 Positiv-Kontroll-DNA (Siehe Abschnitt 7.7: Empfohlene Positivkontrollen)
+1 Negativ-Kontroll-DNA (IVS-0000 Polyclonal Control DNA)
+1 Nicht-Template-Kontrolle (Wasser)
+1 zum Ausgleich von Pipettierfehlern
n =2 x Anzahl an Proben + 4 Insgesamt

=  Daher sollte das Aliquot-Gesamtvolumen fir jeden Master-Mix = n x 45 pl betragen.
=  Der Specimen Control Size Ladder Master-Mix hat die folgende Anzahl an Reaktionen (m):

m = Anzahl an Proben (jede Probe im Duplikat durchfihren)
+1 Positiv-Kontroll-DNA (IVS-0000 Polyclonal Control DNA)
+1 Nicht-Template-Kontrolle (Wasser)
+1 zum Ausgleich von Pipettierfehlern
m = Anzahl an Proben + 3 Insgesamt

=  Das Gesamt-Aliquotvolumen fir den Master-Mix der Specimen Control Size Ladder = m x 45 pl.
7.3.3. 1,25 U (oder 0,25 wl zu 5 U/pl) Tag-DNA-Polymerase pro Reaktion zu jedem Master-Mix hinzugeben.

=  Das Gesamtvolumen der zum Master-Mix hinzugegebenen Tag-DNA-Polymerase betrdgt n x 0,25 pl und m
x 0,25 pl fir den Master-Mix der Specimen Control Size Ladder.
= Zum Vermischen behutsam vortexen.

7.3.4. Fur jede Reaktion 45 ul des relevanten Master-Mixes + DNA-Polymerase in individuelle Wells einer PCR-Platte
oder PCR-Rohrchen Uberfihren.
7.3.5. 5 pl des entsprechenden Templates (Proben-DNA, positive Kontroll-DNA, negative Kontroll-DNA oder Wasser) in

die einzelnen Wells mit den jeweiligen Master-Mix-Losungen geben.
= Zum Vermischen mehrmals auf- und abpipettieren.
7.3.6. Die PCR-Platte verschliefen oder abdecken.

=  Die Proben sind nun bereit fir die Amplifikation im Thermocycler.
=  Die PCR-Platten oder -Rdhrchen kénnen fir bis zu 24 Stunden bei 2°C bis 8°C gelagert werden, sollte die
Amplifikation nicht sofort nach der Probenvorbereitung durchgefiihrt werden kénnen.

Schnellanleitung: Fir jeden Master-Mix und n Reaktionen Folgendes vermischen:
nx45pl Master-Mix
nx 0,25 pl Tag-DNA-Polymerase

Zum Vermischen behutsam vortexen.

45 pl des Master-Mix + DNA-Polymerase-Lésung in jeden Well aliquotieren.
5 pl des entsprechenden Templates zu jedem Well hinzufugen.
Gesamtreaktionsvolumen = 50 pl
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7.4. Amplifikation

7.4.1. Proben mit dem folgenden PCR-Programm amplifizieren:
=  Verwenden Sie flr die Temperaturmessung mit den BioRad MJ Research PTC Thermocyclern die
berechnete Option.
Tabelle 5: Programmierung des Thermocyclers
1 95°C 7 Minuten 1
2 95°C 45 Sekunden
3 60°C 45 Sekunden 35
4 72°C 90 Sekunden
5 72°C 10 Minuten 1
6 15°C oo 1
7.4.2. Amplifikationsplatte oder -rohrchen aus dem Thermocycler nehmen.
" QObgleich amplifizierte DNA bei Raumtemperatur Gber einen ldngeren Zeitraum stabil ist, sollten die PCR-
Produkte bis zur Detektion bei 2 °C bis 8 °2C aufbewahrt werden.
=  Der Nachweis muss innerhalb von 30 Tagen nach der Amplifikation stattfinden.
7.5. ABI-Fluoreszenzdetektion

Bitte beachten Sie, dass bei der ABI-Fluoreszenzdetektion haufig ein vorangehender Peak angezeigt wird, bei dem es
sich um ein bei der von den ABI-Plattformen angewendeten Detektionsmethode entstehendes Artefakt handelt.
Vorangehende Peaks sind manchmal verzerrt und weisen eine Basis auf, die auf der rechten Seite in Richtung des
echten Peaks abfallt. Besonders offensichtlich ist dies beim Master-Mix der Specimen Control Size Ladder, bei dem vor
dem bei 96 Nukleotiden auftretenden Peak ein vorangehender Peak bei 84 Nukleotiden erscheint.

Multiplexen von PCR-Produkten aus verschiedenen Master-Mixen zusammen flihrt zu einer Reduktion der
Gesamtempfindlichkeit des Assays.

ABI 310-, 3100- opER 3130-Plattformen:

7.5.1.

7.5.2.

7.5.3.

7.5.4.
7.5.5.
7.5.6.
7.5.7.

7.5.8.

In einem neuen MikrozentrifugengefafR eine angemessene Menge (fir ein Gesamtvolumen von 10 pul pro
Reaktion) an Hi-Di Formamid mit ROX-GréRenstandards mischen. Gut vortexen.

In einer neuen 96-Well-PCR-Platte 10 pl Hi-Di Formamid mit ROX-GroRenstandards in die einzelnen Wells fir
jede Reaktion geben.

1 pl jeder Reaktion in einen Well mit Hi-Di Formamid mit ROX-GréRenstandards Gbertragen.

" Injedes Well nur eine Probe geben.
=  Zum Vermischen auf- und abpipettieren.

Die PCR-Platte oder -R6hrchen verschlieRen oder abdecken.

Die Proben fir 2 Minuten bei 95°C hitzedenaturieren, dann fir 5 Minuten auf Eis schockkihlen.

Ein Probendatenblatt und eine Injektionsliste fir die Proben erstellen.

Die Proben auf einem ABI-Kapillarelektrophorese-Gerat gemall dem Benutzerhandbuch vermessen.

=  Die Daten werden automatisch als gréRen- und farbspezifische Peaks angezeigt.

Profil und Kontrollen Gberprifen und Ergebnisse auslesen. (Siehe Abschnitte 8 Auswertung der Ergebnisse und
10 Erwartungswerte unten.)
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ABI 3500-Plattformen:

Hinweis: Aufgrund von Unterschieden zwischen Gerdten der ABI 3500-Plattform sind die Mengenangaben fir Formamid,
Proben und GroRenstandard im Protokoll als Startpunkt anzusehen. Das Protokoll muss eventuell fir spezifische

ABI 3500-Plattformen optimiert werden.
7.5.9. In einem neuen Mikrozentrifugengefald eine angemessene Menge (9,5 ul pro Reaktion) an Hi-Di Formamid mit

LIZ-GroRenstandards mischen. Gut vortexen.

7.5.10. In einer neuen 96-Well PCR-Platte 9,5 ul an Hi-Di Formamid mit LIZ-GréBenstandards in je ein Well fur jede

Reaktion geben.

7.5.11. 0,5 ul jeder PCR-Reaktion in das Well mit Hi-Di Formamid mit LIZ-GréRenstandards Gbertragen.

" Injedes Well nur eine Probe geben.
=  Zum Vermischen auf- und abpipettieren.

7.5.12. Die PCR-Platte verschlieRen oder abdecken.

7.5.13. Die Proben fir 3 Minuten bei 95°C hitzedenaturieren, dann fir 5 Minuten auf Eis schockkihlen.

7.5.14. Ein Probendatenblatt und eine Injektionsliste flr die Proben erstellen.

7.5.15. Die Proben auf einem ABI 3500-Kapillarelektrophorese-Gerat gemalk dem Benutzerhandbuch vermessen.

=  Die Daten werden automatisch als gréRen- und farbspezifische Peaks angezeigt.

7.5.16. Profil und Kontrollen Gberprifen und Ergebnisse auslesen. (Siehe Abschnitte 8 Auswertung der Ergebnisse und

7.6.

7.7.

10 Erwartungswerte).

Qualitatskontrolle

Positiv- und Negativkontrolle (oder Normalkontrolle) werden im Kit mitgeliefert und kénnen in einfacher Ausfiihrung
bei jeder Durchfihrung des Assays durchgefthrt werden, um die Leistung des Assays sicherzustellen. Zusatzlich sollte
aulerdem eine Nicht-Template-Kontrolle (z. B. Wasser) durchgefiihrt werden, um auf Kontaminationen des Master-
Mixes oder Kreuzkontamination der Reaktionen aufgrund falscher steriler Arbeitsweise zu prifen. AuRerdem kann eine
Pufferkontrolle hinzugefiigt werden, um auszuschlieRen, dass es zu einer Kontamination des flir die Resuspension der
Proben verwendeten Puffers gekommen ist. Die Werte flr die positiven Kontrollen finden sich in Abschnitt 10.1
Erwartete Gréfse amplifizierter Produkte Zusatzliche Kontrollen und Sensitivitatskontrollen (Verdinnungen positiver
Kontrollen in unserer negativen Kontrolle) kdnnen bei Invivoscribe bestellt werden.

Empfohlene Positivkontrollen

Die aufgefihrten AmplikongroRen wurden mithilfe einer ABI-Plattform bestimmt. Die AmplikongroRRen, die mit ihrem
spezifischen Kapillarelektrophorese-Gerat bestimmt wurden, kénnen je nach der verwendeten Nachweisplattform und
der Version der Analysesoftware um 1 bis 4 Nukleotide von den hier aufgelisteten abweichen. Nach der initialen
Identifikation stimmt die AmplikongroRe mit der auf lhrer spezifischen Plattform bestimmten Grofe lberein. Diese
Reproduzierbarkeit ist bei der Kontrolle auf ein Rezidiv einer Erkrankung dufRerst natzlich.

Hinweis: Die ,Farbe” gibt die Farbe der mit dem Master-Mix generierten Produkte an, wenn auf ABI-

Fluoreszenzdetektionssystemen die Standard-Farbzuweisung verwendet wird.

Tabelle 6: Empfohlene Positivkontrollen

Kontroll-DNA Bestellnr. Produktgrofe in nt

Glltiger GréBenbereich 120-160, 190210, 260-300
/6K Tube A Viedk Blau 150007 Clonal Control DNA 40880370 143
VK-Kge + Gliltiger GrofRenbereich 210-250, 270-300, 350 -390
/GK Tube B Intron-Kge Blau IVS-0007 Clonal Control DNA 40880370 274,282
Specimen Control Size Mehrere Blau Glltiger GréBenbereich 96, 197, 297, 397, 602°
Ladder Gene IVS-0000 Polyclonal Control DNA 40920010 96, 197, 297, 397, 602°
aHinweis: Da kleinere PCR-Fragmente bevorzugt amplifiziert werden, ist es nicht ungewohnlich, dass das 602-nt-Fragment ein weniger starkes

Signal aufweist oder ganz fehlt. Bei der ABI-Fluoreszenzdetektion wird der 602-nt-Peak bei normalen Durchgangszeiten méglicherweise nicht
angezeigt. Darlber hinaus kann die GroRe dieses Peaks um tber 30 nt abweichen, wenn die FragmentgroRe mit GeneScan — 400HD [ROX]-
GroRenstandards extrapoliert wird
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8. Auswertung der Ergebnisse

Obgleich positive Ergebnisse stark auf eine Malignitat hinweisen, sind sowohl positive als auch negative Ergebnisse im Kontext
der Gesamtheit der klinischen Daten und Laborergebnisse auszuwerten. Der GroRenbereich fir jeden Master-Mix wurde
durch Assays mit Positivkontroll- und Negativkontrollproben bestimmt. Fir eine genaue und aussagekraftige Interpretation
sollten Peaks, die auRRerhalb des geltenden GroéRenbereichs fur jeden Master-Mix liegen, ignoriert werden.

8.1. Analyse

8.1.1. Proben, die auch nach wiederholten Assays nicht amplifiziert werden kénnen, konnen im Bericht als ,,Fr diese
Probe kann kein Ergebnis aufgefuihrt werden, da die Quantitdt oder Qualitat der DNA nicht fiir die Analyse
ausreichte” aufgelistet werden.

8.1.2. Der Assay ist bei Proben zu wiederholen, wenn die positiven oder negativen Kontrollreaktionen fehlschlagen.

8.1.3. Liefern im Duplikat analysierte Proben unterschiedliche Ergebnisse, sind die Proben erneut zu testen und/oder
neu zu bewerten, um ein Vertauschen von Proben auszuschlieRen.

8.1.4. Samtliche Assay-Kontrollen missen vor der Bewertung der Analyseergebnisse untersucht werden. Liefern die
Kontrollen nicht die korrekten Ergebnisse, ist der Assay unglltig, und die Proben kénnen nicht ausgewertet
werden.

Tabelle 7: Im Folgenden werden die Analyse aller Kontrollen und die entsprechend folgerichtigen Entscheidungen beschrieben, die basierend auf den Ergebnissen zu
treffen sind.

Art der Kontrolle Erwartetes Ergebnis Abweichendes Ergebnis

Nicht-Template-Kontrolle Keine Amplifikation vorhanden: mit der Analyse fortfahren Amplifikation vorhanden, Assay wiederholen.
Die ProduktgroRe entspricht den Erwartungswerten, die in
Abschnitt 10.1 Erwartete GréfSe amplifizierter Produkte Klonale Umlagerung vorhanden. Assay
Polyklonale Kontrolle aufgefiihrt werden. Keine klonale Umlagerung vorhanden. Mit wiederholen

der Analyse fortfahren.

Positivkontrolle

(Hierbei kann es sich auch um eine Die ProduktgréRe entspricht den Erwartungswerten, die in
Extraktionskontrolle handeln, wenn Abschnitt 10.1 Erwartete Gréfse amplifizierter Produkte Assay wiederholen.
positives Kontrollmaterial durch aufgefiihrt werden. Mit der Analyse fortfahren.

Extraktionsprozesse gefuhrt wird)

Soeci G I Size Ladd Wenn die Peaks bei 96, 197, 297, 397 und 602 nt zu sehen Sind keine Banden sichtbar, den Assay
pgcnmen 9,””9 ize La et . sind, mit der Analyse fortfahren. Da kleinere PCR-Fragmente wiederholen, soweit die Probe nicht positiv ist.

(Diese Amplifikationskontrolle ist fir ol ) ; o ) 3 - .
bevorzugt amplifiziert werden, ist es nicht ungewohnlich, dass Sind nur 1, 2 oder 3 Banden sichtbar, prifen Sie

Proben unbekannter Menge und . A ) . . - .

Qualitat unverzichtbar.) das 602-nt-Fragment ein weniger starkes Signal aufweist oder die Probe auf DNA-Abbau, soweit die Probe nicht
ganz fehlt. Mit der Analyse fortfahren. positiv ist.

8.2. Interpretation der Proben

Wenn die Kontrollen die erwarteten Ergebnisse liefern, sind die klinischen Proben folgendermaRen zu bewerten:

= Ein oder zwei signifikante positive Peaks® innerhalb des gliltigen GréRenbereichs sind wie folgt anzugeben:
,Positiv auf Erkennung von klonalen Genumlagerungen der Immunglobulin-Kappa-Leichtkette in Ubereinstimmung
mit dem Vorhandensein einer klonalen Zellpopulation. Im Kontext der Gesamtheit der diagnostischen Kriterien kdnnen
klonale Zellpopulationen auf eine hdmatologische Malignitat hinweisen.”

= Die Abwesenheit positiver Peaks?® innerhalb des giltigen GroRenbereichs sind wie folgt anzugeben:
,Negativ auf Erkennung von klonalen Genumlagerungen der Immunglobulin-Kappa-Leichtkette.”

@Hinweis: Die Kriterien zur Definition positiver Peaks sind wie folgt:

= Produkte aus einer diagnostischen Probe, die innerhalb des giltigen GréRenbereichs liegen und deren Amplitude
mindestens um einen Faktor drei gréRer ist als der drittgrofRte Peak des polyklonalen Hintergrunds, sind positive
Peaks.

=  Produkte aus Proben, die nach der initialen Diagnose entnommen wurden und innerhalb des giiltigen
Probenbereichs liegen und entweder; 1) mindestens das Dreifache der Amplitude des drittgréten Peaks
betragen; oder 2) die Amplitude der benachbarten Peaks tberschreiten und deren GréRe den klonalen
Amplikonprodukten entspricht, die zuvor vom selben Patienten mit dem selben Master-Mix generiert wurden,
entsprechen einem positiven Peak.

IdentiClone /IGK Gene Clonality Assay — ABI Fluorescence Detection 280517 Rev. E | Juli 2023



Seite 14 von 15

9. Anwendungsgrenzen des Verfahrens

Dieser Assay kann nicht 100 % der klonalen Zellpopulationen erfassen.

Dieser Assay kann weniger als eine (1) positive Zelle pro 100 normaler Zellen nicht zuverlassig nachweisen.

Die Ergebnisse molekularer Klonalitdtsassays muissen immer unter Berlcksichtigung klinischer, histologischer und
immunphéanotypischer Daten interpretiert werden.

PCR-basierte Assays werden vom Abbau der DNA oder der Hemmung einer PCR durch EDTA, Heparin und andere
Wirkstoffe beeinflusst.

10. Erwartungswerte

10.1.  Erwartete GroRRe amplifizierter Produkte
Die aufgefihrten AmplikongroRen wurden mithilfe einer ABI-Plattform bestimmt. Die AmplikongroRRen, die mit ihrem
spezifischen Kapillarelektrophorese-Gerat bestimmt wurden, konnen je nach der verwendeten Nachweisplattform und
der Version der Analysesoftware um 1 bis 4 Nukleotide (nt) von den hier aufgelisteten abweichen. Nach der initialen
Identifikation stimmt die AmplikongréRe mit der auf lhrer spezifischen Plattform bestimmten GroRe Giberein. Diese
Reproduzierbarkeit ist bei der Kontrolle auf ein Rezidiv einer Erkrankung dufRerst nitzlich.
Hinweis: Die ,Farbe” gibt die Farbe der mit dem Master-Mix generierten Produkte an, wenn auf ABI-

Fluoreszenzdetektionssystemen die Standard-Farbzuweisung verwendet wird.

Tabelle 8: Erwartete GroRe amplifizier‘ter Produkte

Gultiger GroRenbereich 120-160, 190-210, 260-300
/GKTube A Vi-Jk Blau IVS-0000 Polyclonal Control DNA 40920010 135-1552
IVS-0007 Clonal Control DNA 40880370 143
Glltiger GréRenbereich -—- 210-250, 270-300, 350-390
/GKTube B Vi-Kge + Blau IVS-0000 Polyclonal Control DNA 40920010 225-245, 265-285, 4043
Intron-Kee IVS-0007 Clonal Control DNA 40880370 274,282
Specimen Control Mehrere Blau Glltiger GréRenbereich - 96, 197, 297, 397, 602°
Size Ladder Gene IVS-0000 Polyclonal Control DNA 40920010 96, 197, 297, 397, 602°¢

aHinweis: Die Normalverteilung fir IGK-Genumlagerungen ist durch die begrenzte junktionale Diversitat stark gekirzt. Eine detaillierte Erklarung findet sich
in der Veroffentlichung von Rock et al.4

bHinweis: Unter suboptimalen Bedingungen kann ein nicht-spezifisches Produkt von 404 nt in Rohrchen B nachgewiesen werden. Um zwischen spezifischen
und nicht-spezifischen Produkten zu unterscheiden, sollte eine negative Kontroll-DNA diesen Peak nicht innerhalb des gleichen Experiments
aufweisen. Ist ein Peak vorhanden, gilt der Peak als nicht-spezifisch.

Hinweis: Da kleinere PCR-Fragmente bevorzugt amplifiziert werden, ist es nicht ungewdohnlich, dass das 602-nt-Fragment ein weniger starkes
Signal aufweist oder ganz fehlt. Bei der ABI-Fluoreszenzdetektion wird der 602-nt-Peak bei normalen Durchgangszeiten moglicherweise nicht
angezeigt. Dartber hinaus kann die GroRe dieses Peaks um tber 30 nt abweichen, wenn die FragmentgréfRe mit GeneScan - 400HD [ROX]
GroRenstandards extrapoliert wird.

10.2.  Probendaten

Die links aufgefiihrten Daten wurden mit den angegebenen Master-Mixen erhalten. Die amplifizierten Produkte wurden mit einem ABI-Instrument

analysiert.
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11. Leistungseigenschaften

Dieser IdentiClone /IGK Gene Clonality PCR-Assay ist ein schnelles und zuverlassiges Verfahren fir den Nachweis von Klonalitat bei
Verdacht auf Lymphproliferation, das wesentlich empfindlicher ist als das Southern-Blot-Verfahren (SB). Die abschlieRende klinisch-
histopathologische Diagnose stimmt im Vergleich mit SB-Ergebnissen bei einer gréReren Zahl an Patienten gut mit den PCR-
Ergebnissen Uberein.??

Tabelle 9. Konkordanzstudien

PCR/SB-Konkordanz:2 PCR/SB-Konkordanz:3

IGH: 93 % Empfindlichkeit/ 92 % Spezifizitat o )
o . P IGH + IGK: 85 % Empfindlichkeit

IGK: 90 % Empfindlichkeit/ 90 % Spezifizitat

IGL: 86 % Empfindlichkeit/ 92 % Spezifizitat

TCRB: 86 % Empfindlichkeit/ 98 % Spezifizitat TCRB: 85 % Empfindlichkeit

TCRG: 89 % Empfindlichkeit/ 94 % Spezifizitat
TCRD: 83 % Empfindlichkeit/ 95 % Spezifizitat

Tabelle 10. PCR- im Vergleich zu SB-Analyse relativ zur Histopathologie und der abschlieRenden Diagnose

| pCR/sB-Konkordanz: PCR-Empfindlichkeit: SB-Empfindlichkeit:

IGH + IGK: 85% 98 % 39%
TCRB: 85 % 96 % 35%

Die Studie von Sandberg et al. war eine unabhéngige Studie an 300 Patientenproben verschiedener Probenarten. In den Féllen, in
denen sowohl PCR- als auch SB-Analysen durchgefiihrt wurden und die Ergebnisse mit histopathologischen Ergebnissen und der
abschliefenden Diagnose verglichen werden konnten, lag die diagnostische Genauigkeit ausgewahlter IdentiClone-Assays bei
mindestens 96 %. Dies ist weitaus genauer als die SB-Analyse, die in dieser Studie 23 Falle von Malignitat und sieben (7) mogliche
Malignitaten nicht erkannte. Mit den IdentiClone-Assays traten keine eindeutig falsch-positiven Ergebnisse auf und die Prazision war
sehr hoch.? Ein weiterer Vorteil dieses Assays war, dass die erhaltenen klonalen Ergebnisse den nachfolgenden Nachweis patienten-
und tumorspezifischer Genumlagerungen auf minimale Resterkrankungen erméglichten.
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Technischer Kundendienst

Kontaktdaten

wl

Invivoscribe, Inc

10222 Barnes Canyon Road | Building1 | San Diego | California 92121-2711 | USA
Telefon: +1 858 224-6600 | Fax: +1 858 224-6601 | Geschaftszeiten: 7:00 Uhr bis 17:00 Uhr PST/PDT
Technischer Kundendienst: support@invivoscribe.com | Kundenbetreuung: sales@invivoscribe.com | Webseite: www.invivoscribe.com

Vertreter des technischen Kundendienstes und des Kundendienstes stehen von Montag bis Freitag fir telefonische Anfragen
und Anfragen per E-Mail oder Gber die Website zur Verfligung.

14. Symbole

Die folgenden Symbole werden fir die Beschriftung von Invivoscribe-Diagnoseprodukten verwendet.

Katalognummer Verfallsdatum
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g Europdischen Gemeinschaft

Chargennummer Gebrauchsanweisung Beachten

Lagerbedingungen In-vitro-Diagnostikum

Eindeutige Geratekennung Hersteller

Verantwortliche Person im Vereinigten
Konigreich

os 5 = B & §
ELE@EM

UK-Konformitat Gepruift

Bevollmachtigter Schweizer C
Vertreter

2
I
m

Europaische Konformitat
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15. Rechtliche Hinweise

15.1.

15.2.

Gewahrleistung und Haftung

Invivoscribe, Inc. (Invivoscribe®) setzt sich daflr ein, hochwertigste Produkte herzustellen Invivoscribe® garantiert, dass die
Produkte, die in der Gebrauchsanweisung beschriebenen Leistungsstandards erreichen oder Ubertreffen, falls Produkt eine
derartige Packungsbeilage enthalt. Wird ein Produkt von Produktspezifikationen abgedeckt und entspricht die Leistung nicht diesen
Spezifikationen, so ist es unsere Richtlinie, das Produkt zu ersetzen oder den vollen Kaufpreis gutzuschreiben. Invivoscribe® gibt
keine sonstigen ausdriicklichen oder implizierten Garantien. Die Haftung von Invivoscribe® beschrankt sich auf den Kaufpreis des
Produkts. Invivoscribe Gbernimmt keine Haftung fir direkte, indirekte, resultierende oder inzidentelle Schaden, die sich durch den
Einsatz, die Ergebnisse eines Einsatzes oder das Unvermaégen eines Einsatzes seines Produkts ergeben; die Wirksamkeit des
Produkts im Labor des Kaufers unter vom Kaufer kontrollierten Bedingungen muss im Rahmen von vom Kaufer definierten und
kontrollierten Prozessen festgelegt und kontinuierlich Gberpriuft werden. Hierzu zahlt auch, bei jedem Probentest auch Positiv-,
Negativ- und Leerkontrollen zu testen. Die Bestellung, Akzeptanz und Verwendung des Produkts bedeutet, dass der Kaufer die
alleinige Verantwortung flr die Sicherstellung der Produktwirksamkeit akzeptiert und mit der in diesem Abschnitt dargelegten
Haftungsbeschrankung einverstanden ist.

Dieses Produkt ist ein/n-vitro-Diagnostikum und ist nicht fiir den Verkauf oder eine Anwendung in Nordamerika erhéltlich.

Patente und Marken

Dieses Produkt ist durch eines oder mehrere folgender Patente bzw Marken abgedeckt: Europaische Patentnummer 1549764,
Europaische Patentnummer 2418287, Europdische Patentnummer 2460889, Japanische Patentnummer 4708029, US-Patent
8859748 und damit zusammenhangende anstehende oder kiinftige Anwendungen. Alle diese Patente und Anwendungen sind
ausschlielRlich an Invivoscribe® lizenziert. Weitere an Invivoscribe lizenzierte Patente, die einige dieser Produkte abdecken, gelten in
anderen Bereichen. Viele dieser Produkte erfordern Methoden zur Nukleinsdaurenamplifikation, wie eine Polymerase-Kettenreaktion
(PCR). Keine Lizenz unter diesen Patenten, Amplifikationsverfahren oder -enzyme einzusetzen, wird durch den Erwerb dieses
Produkts ausdricklich oder impliziert an den Kaufer Gbertragen.

IdentiClone® ist eine eingetragene Marke von Invivoscribe®

©2023 Invivoscribe, Inc. Alle Rechte vorbehalten. Die in diesem Dokument genannten Handelsmarken sind Eigentum von
Invivoscribe, Inc. und/oder deren Tochterunternehmen oder (falls Handelsmarken Dritter genannt werden) der entsprechenden
Eigentimer.
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