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1. Verwendungszweck

Der IdentiClone Dx IGH Assay (,,Assay”) ist ein In-vitro-Diagnostikum, das fir den Kapillarelektrophorese-Nachweis der
Klonalitat in Immunglobulin-Hochketten-Genumanordnungen (/GH) in peripheren Blutproben als Zusatzmethode zur
Diagnose von Patienten mit Verdacht auf eine lymphoproliferative B-Zell-Erkrankung bestimmt ist.

Positive Ergebnisse (d. h. der Nachweis der Klonalitat) sollten nicht das einzige Kriterium zur Bestimmung des Vorliegens
einer Erkrankung sein. Negative Ergebnisse schlieRen eine lymphoproliferative Erkrankung nicht aus. Die Verwendung
zusatzlicher Labortests (z. B. Leukozytenzahl [WBC], Morphologie, Imnmunhistochemie, Nachweis von
Treibermutationen, Durchflusszytometrie usw.) und das klinische Erscheinungsbild missen bei der endgltigen
Diagnose einer lymphoproliferativen Erkrankung bertcksichtigt werden.

Dieser qualitative, nicht automatisierte Assay ist zur Verwendung auf den ABI 3500xL Dx und ABI 3500xL Genetic
Analyzers bestimmt.

2. Indikationen/Kontraindikationen

Es wurden keine Kontraindikationen identifiziert.

3. Glossar und Abkdrzungen
Glossar

Tabelle 1. Glossar der fir den IdentiClone Dx /GH Assay spezifischen Begriffe

Begriff Definition

Amplikon Multiplizierte Kopien des DNA-Fragments, das durch Amplifikation erstellt wurde (z. B.
PCR).

Amplifikation Anfertigung mehrerer Kopien eines Gens oder einer DNA-Sequenz (z. B. PCR).

Artefakt Ein roter Peak, der durch Fragmentanalyse auf dem ABI 3500xL Dx Genetic Analyzer

erkannt wurde und innerhalb von 0,5 Basenpaaren von bis zu 5 héchsten blauen oder
grinen Peaks liegt. Wenn die Artefaktspitze den zugehorigen blauen oder griinen Peak
erreicht oder Uberschreitet, wird das zugehorige Mastermix-Ergebnis (MM) als ungtltig
betrachtet.

Clan IGH-Genumlagerungen werden mit dem IdentiClone Dx IGH Assay durch die Verwendung
von Primern identifiziert, die auf die 7 IGHV-Subgruppengene, IGHV1-7, abzielen. Die IGHV-
Subgruppengene kénnen basierend auf ihrer Sequenzahnlichkeit weiter in IGHV-Gen-Clans
(Clan I, I und I1l) kategorisiert werden.> Clan | umfasst die Subgruppengene IGHV1, IGHV5
und IGHV7, Clan Il umfasst die Subgruppengene IGHV2, IGHV4 und IGHV6 und Clan IlI
umfasst das Subgruppengen IGHV3.

Klonal e Ein Probenkennung-Ergebnis (Gesamtwert), bei dem die Klonalitat erkannt wird.
e Ein Probenname-Ergebnis (fiir einen MM), bei dem ein signifikanter Peak im glltigen
GroRenbereich erkannt wird.

Erkennung Teil des Assays, bei dem Amplikons durch Kapillarelektrophorese getrennt und als Peaks
detektiert werden.

In-vitro Tritt auBerhalb eines lebenden Organismus auf.

Unbestimmt Ein Probenergebnis, bei dem alle 3 Mastermix-Ergebnisse (MM) unbestimmte Ergebnisse

generierten, oder ein MM-Ergebnis, bei dem das Vorliegen oder Fehlen der Klonalitat nicht
bestimmt werden kann (d. h. mehrdeutiges Ergebnis)

Ungdltig Ein Probenergebnis, bei dem die 3 Mastermix-Ergebnisse unglltig sind, oder ein
MM-Ergebnis, das die Giltigkeitskriterien nicht erfillt (siehe Tabelle 8).

Lymphoproliferative Eine Erkrankung, die durch die abnorme Proliferation von Lymphozyten gekennzeichnet ist.

Erkrankung

Mastermix-Produkt Bei der Amplifikation von 3 verschiedenen MM erzeugte Amplikons: IGH-Réhrchen A (FR1)

MM, IGH-Rohrchen B (FR2) MM, IGH-Réhrchen C (FR3) MM.

Negativkontrolle Eine Pufferldsung, die polyklonale DNA enthalt; es wird erwartet, dass diese Kontrolle mit
jedem Mastermix ein nicht-klonales Ergebnis erzeugt.

Nicht-klonal Ein Probenergebnis, bei dem keine Klonalitdt nachgewiesen wird, oder ein MM-Ergebnis,
bei dem kein signifikanter Peak innerhalb des glltigen GréRenbereichs nachgewiesen wird.

IdentiClone Dx IGH Assay PI-00021 Rev. A | Marz 2026
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Tabelle 1. Glossar der fiir den IdentiClone Dx /GH Assay spezifischen Begriffe

Begriff CDefiniton

Plattenbeschickung oder
Plattenlayout

Visuelle Darstellung einer Detektionsplatte, die in den ABI Genanalysator importiert wurde.
Diese Datei enthalt eine Plattenbeschickung fiir eine 96-Well-Platte, das zugehorige
Durchlaufinformationen enthalt, einschlieRlich Probenkennung, Probenname, Probentyp
und Mastermix fur jede Wellposition.

Positivkontrolle

Eine Pufferlésung, die DNA enthalt, die zur Beurteilung der Validitdt des Assays verwendet
wird; es wird erwartet, dass diese Kontrolle mit jedem Mastermix ein klonales Ergebnis
erzeugt.

Probenkennung

Eindeutige Identifizierung im Zusammenhang mit einer Patientenprobe. Jede
Probenkennung muss mit jedem Mastermix (N = 3) getestet werden, der dem Assay
beiliegt. Einzelne Mastermix- und laufspezifische Testergebnisse werden mit dem
Probennamen identifiziert. Jeder Probenkennung sind mindestens 3 Probenname-
Ergebnisse zugeordnet. Ein Beispiel ist in Abbildung 10 dargestellt.

Probenname

Eindeutige Identifizierung im Zusammenhang mit Mastermix und laufspezifischen
Testergebnissen im Zusammenhang mit einer Probenkennung (Patientenprobe). Ein
Beispiel ist in Abbildung 10 dargestellt.

Sattigung

Vorliegen eines Peaks mit GbermaRig hoher RFU (> 30.000)

GroRenqualititsfehler (SQ)

Ein ABI 3500xL oder ABI 3500xL Dx Genetic Analyzer hat einen Fehler festgestellt, bei dem
die berechnete Ahnlichkeit zwischen dem Fragmentmuster des spezifischen
GroRenstandardfarbstoffs und der beobachteten Verteilung der GréRenstandard-Peaks in
einer Probe den vorgegebenen Schwellenwert nicht tGberschreitet.

Signifikanter Peak

Ein dominanter Peak innerhalb eines gliltigen GroRenbereichs.

Abkilrzungen

Tabelle 2. Definitionen der Abkirzungen

Akronym Definition

bp Basispaar

CE Kapillarelektrophorese; eine elektrokinetische Methode zur GroRentrennung von Amplikons.

Kl Konfidenzintervall

DNA Desoxyribonukleinsaure

FNC Dateinamenkonvention; ein Regelwerk zur Benennung von Dateien auf eine Art und Weise, die
beschreibt, was sie enthalten und wie sie mit anderen Dateien in Verbindung stehen.

FSA Vom Kapillarelektrophorese-Instrument erstellte Fragmentanalysedatendatei.

gDNA Genomische DNA

IFU Gebrauchsanweisung

I1GH Immunglobulin-Schwerketten-Gen

IGHFR1/2/3 Die konservierten Framework-Regionen 1, 2 und 3, wenn das IGH-Gen

IUO Nur fir Forschungszwecke

IVD In-vitro-Diagnostikum

LL Unterer Grenzwert

LoB Leerwertgrenze

LoD Nachweisgrenze

MM Mastermix

k. A. Nicht zutreffend

NTC Nicht-Template-Kontrolle (Wasser); es wird erwartet, dass diese Kontrolle keine amplifizierten Peaks
innerhalb des gultigen GroRenbereichs erzeugt.

NPA Negative prozentuale Ubereinstimmung

IdentiClone Dx IGH Assay
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Tabelle 2. Definitionen der Abkirzungen

Akronym Definition

OPA Gesamtlbereinstimmung in Prozent

PB Peripheres Blut

PCR Polymerase-Kettenreaktion

PPA Positive prozentuale Ubereinstimmung

PPB Gepooltes peripheres Blut

RPR Relatives Peak-Verhéltnis, der Wert, der zur Bestimmung der Klonalitdt verwendet wird.

RUO Nur fur Forschungszwecke

SQ GroRenqualitat; eine numerische Darstellung der Ahnlichkeit zwischen dem Fragmentmuster fiir den in

der GroRenstandarddefinition angegebenen GroRenstandardfarbstoff und der tatsachlichen Verteilung
der GroRenstandard-Peaks in der Probe.

XLSX Ein Dateiformat, das mit Office-2010-Versionen und hoher kompatibel ist. Dieses Dateiformat kann
verwendet werden, um den Plattendatensatz auf den ABI 3500xL Dx und ABI 3500xL Genetic Analyzers
zu erstellen.

XML Datei zum Speichern und Transportieren von Daten in Extensible Markup Language (Erweiterbare

Markierungssprache). Dieses Dateiformat wird fiir die IdentiClone Dx /GH Assay-Instrumentenparameter,
Ergebnisgruppe und Dateinamenkonvention fiir die ABI 3500xL Dx und ABI 3500xL Genetic Analyzers
(im Lieferumfang von 91010111 enthalten) verwendet.

4. Zusammenfassung und Erlduterung des Assays

4.1.

N

Hintergrund

Schatzungen zufolge werden jedes Jahr weltweit Gber 900.000 neue Falle lymphoproliferativer B-Zell-
Erkrankungen diagnostiziert, unter Bericksichtigung der Vielzahl von Krankheiten, die in diese Kategorie
fallen.»?* Lymphoproliferative B-Zell-Erkrankungen wie Lymphome und Leukdmien entstehen hiufig aufgrund
einer Dysregulation der normalen Prozesse der B-Zell-Entwicklung, insbesondere bei Genumlagerungen der
schweren Immunglobulinkette (IGH).

Wahrend der Ontogenie von B-Lymphozyten wird das IGH-Gen einem Prozess namens V(D)J-Rekombination
unterzogen, wobei die Variable (Vu), Diversitadt (Du), und verbindende (Ju) Gensegmente nach dem Zufallsprinzip
umgelagert werden.*® Diese umgelagerten Gensegmente erhdhen die genetische Vielfalt, indem sie ca. 102
eindeutige DNA-Sequenzen generieren und es dem Immunsystem ermdglichen, eine Vielzahl von Antigenen zu
erkennen.*>® Bei lymphoproliferativen B-Zell-Erkrankungen breitet sich ein einzelner B-Zell-Klon jedoch mit einer
bestimmten /GH-Reanordnung abnorm aus, was zu einer Population von B-Zellen mit identischen (oder klonalen)
IGH-Genumlagerungen fuhrt. Der Nachweis dieser klonalen Expansionen ist ein Kennzeichen von B-Zell-
Malignitaten.*>678°

Wenn die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) auf diese Genumlagerungen angewendet wird, entstehen fir jede
Zelle Produkte, die in Ldnge und Sequenz einzigartig sind.®”#° Somit kann diese Methodik zur Identifizierung von
Lymphozytenpopulationen angewendet werden, die aus einer einzigen Zelle stammen, indem die einzigartigen
V-J-Genumlagerungen innerhalb des IGH-Lokus identifiziert werden.®®%1° Das Vorhandensein klonaler
IGH-Umlagerungen wird zur Bestdtigung der Diagnose von B-Zell-Lymphoproliferativen Erkrankungen verwendet,
um maligne von benignen lymphoiden Proliferationen zu unterscheiden 111314

Zusammenfassung

Der IdentiClone Dx IGH Assay umfasst drei PCR-Mastermixes (MMs), eine positive (IGH POS [+]) Kontrolle, eine
negative (NEG [-]) Kontrolle, eine Nicht-Template-Kontrolle (NTC), Tag-DNA-Polymerase und das IdentiClone Dx
IGH Softwarepaket. Assay-Mastermixe verwenden mehrere fluoreszierend markierte Konsensprimer, die auf die
konservierten Framework-Regionen (FR1, 2 und 3) innerhalb der Vu- und Ju-Regionen des IGH-Lokus abzielen.
Nach der Amplifikation werden die mit Fluorophor markierten Amplikons nach GréRe fraktioniert, wodurch
Amplikonprofile fir jeden PCR-Mastermix erzeugt werden. Die resultierenden Daten werden dann zur Analyse in
die IdentiClone Dx IGH Software hochgeladen, um die Gultigkeit und den Klonalitdtsstatus zu bestimmen. Giltige
Ergebnisse flr jeden Mastermix werden zusammengestellt, um den Klonalitdtsstatus fur jede Probe zu ermitteln:
Clonal (Klonal), Non-Clonal (Nicht-klonal), Invalid (Ungltig) oder Indeterminate (Unbestimmt).

IdentiClone Dx IGH Assay PI-00021 Rev. A | Marz 2026
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5. Verfahrensgrundlagen

5.1.

o
N

(Oa}
w

Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Da die variable Region (Vk) somatischen Mutationen unterliegt, ist es schwierig, einen einzigen Satz PCR-Primer
zu verwenden, um auf alle konservierten Regionen abzuzielen, die Vu-Ji-Reanordnungen flankieren. Aus diesem
Grund verwendet der IdentiClone Dx /GH Assay mehrere Konsensus-PCR-Primer, die auf drei Framework-
Regionen (FR1, FR2 und FR3) und die Ju-Region des IGH-Gens abzielen. Die Konsensusprimer sind mit
Fluoreszenzfarbstoffen konjugiert und in drei einzelnen Mastermixen enthalten: MMA, MMB und MMC.
(Abbildung 1) Diese Mastermixe amplifizieren die drei Framework-Regionen (FR) und zwei
komplementéritatsbestimmende Regionen (CDRs) aus genomischer DNA (gDNA), die aus peripheren Blutproben
isoliert wurde.

Abbildung 1. Die Organisation eines umgelagerten Immunglobulin-Schwerkettengens auf Chromosom 14. Schwarze Pfeile
zeigen die relativen Positionen der Primer, die die konservierte Framework-Region (FR1/2/3) und die downstream liegenden
Consensus-Jy-Gensegmente. Die Amplikonprodukte, die aus jeder dieser Regionen erzeugt werden, kénnen unter
Verwendung von fluoreszierenden Primersets in Kapillarelektrophorese-Instrumenten mit differentieller
Fluoreszenzdetektion voneinander unterschieden werden.

VH Dn JH

Vu-FR1-Primer Vu-FR2-Primer Vu-FR3-Primer Ju-Primer
L (Konsensprimer)

Vu-Familien-Primer

/GH FR1 Primer + Ju-Konsensus-Primer

IGH FR2 Primer + Jy-Konsensus-Primer
IGH FR3 Primer + Jy-Konsensus-Primer

Fluoreszenzdetektion

Nach der Amplifikation wird jedes PCR-Produkt auf einem ABI 3500xL Dx oder ABI 3500xL Genetic Analyzer
verarbeitet, in denen Fluorophor-markierte Amplikons nach GréRe fraktioniert werden. Assayspezifische
Durchlaufparameter wie Instrumenteneinstellungen, Ergebnisgruppe und Dateinamenkonventionen sind als
XML-Dateien im IdentiClone Dx /GH Softwarepaket enthalten und missen vor der ersten Durchfiihrung des
Assays konfiguriert werden. Nach der Konfiguration werden die Amplikonprofile jedes PCR-Mastermixes im
FSA-Dateiformat erfasst und zur Interpretation in die IdentiClone Dx /IGH Software hochgeladen.

Softwareanalyse

Die IdentiClone Dx IGH Software wurde entwickelt, um den IdentiClone Dx /IGH Assay zu ergdnzen und die
Subjektivitat der Elektropherogramminterpretation zu eliminieren. Die von den Assay-Amplikons mit
Fluoreszenzdetektion generierten Rohdatendateien werden auf Giltigkeit und Klonalitatsstatus analysiert,
wahrend auf eine konfigurierte Plattenbeschickung zur Rickverfolgbarkeit der Probe verwiesen wird.

Da fir diesen Assay drei Mastermixe erforderlich sind, um den Klonalitatsstatus zu bestimmen, wird eine
Benennungshierarchie verwendet, um die Mastermix-Ergebnisse, die durch einen Probennamen identifiziert
werden, mit der Patientenprobe zu korrelieren, die durch eine Probenkennung identifiziert wird (siehe
Abbildung 9). Jeder Mastermix-Testsatz, einschlieRlich Proben, einer Positivkontrolle, einer Negativkontrolle und
einer Nicht-Template-Kontrolle, gilt als ,,Durchlauf” und kann mit der Funktion Software Plate Setup (Software
Platteneinrichtung) einzeln konfiguriert und auf dieselbe Platte geladen werden, die zusatzliche Durchlaufe
enthalt. Nach Abschluss der Detektion werden die Datendateien in die Software hochgeladen, die mit der
Analyse fortfahrt und sich auf die Plattenbeschickung bezieht, um die Zwischenanalyse fiir diesen Mastermix
abzuschlieBen. Wenn Laufe fir alle drei Mastermixe als glltig eingestuft werden, werden die Daten verarbeitet,
um Zwischenergebnisse zu generieren, die nach Probennamen dargestellt werden und die dem Benutzer
angezeigt werden, um den Klonalitatsstatus fur jede Probenkennung auszuwéhlen und zu generieren. Fir weitere
Einzelheiten siehe die Gebrauchsanweisung der entsprechenden IdentiClone Dx /GH Software.
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5.4.  Endnutzer und vorgesehenes Verwendungsumfeld

54.1.
5.4.2.
5.4.3.

6. Reagenzien
6.1.

Reagenzienbestandteile

Tabelle 3. Verfigbare Kits

Katalognummer

Beschreibung

Seite 7 von 41

Das Produkt ist nur fur die professionelle Verwendung in einem klinischen Labor vorgesehen.
Das Produkt ist nicht fiir patientennahe Tests oder Selbsttests bestimmt.
Das Gerat ist kein Begleitdiagnostik-Assay.

91010101

IdentiClone Dx /IGH Assay

33 Reaktionen

Tabelle 4. Reagenzienkomponenten (Komponenten im Kit)

Reagenz

Mastermixe

Artikelnummer

21010191

Reagenzienbestandteile
(Wirkstoffe)

IGH FR1

Mehrere Oligonukleotide, die auf die
FR-Region 1 des Immunglobulin-
Schwerketten-Gens abzielen, in
gepufferter Salzlosung.

einheit

1500

Anzahl | Lagertem-
der peratur
Einhei-

ten

1 Jf -15°C
-30°C

21010201

IGH FR2

Mehrere Oligonukleotide, die auf die
FR-Region 2 des Immunglobulin-
Schwerketten-Gens abzielen, in
gepufferter Salzlésung.

1500 pl

21010211

IGH FR3

Mehrere Oligonukleotide, die auf die
FR-Region 3 des Immunglobulin-
Schwerketten-Gens abzielen, in
gepufferter Salzlsung.

1500 pl

DNA der /GH-
Positivkontrolle

40883460

IGH

gDNA aus kultivierten Zellen in
gepufferter Salzlésung

100 pl

DNA fir die
Negativkontrolle

40920070

CONTROL -|

gDNA aus kultivierten Zellen in
gepufferter Salzlésung

100 pl

Nicht-Template-
Kontrolle (NTC)

40930010

[CONTROL/NTC|
Wasser

100 pl

FalconTag® DNA-
Polymerase

60970150

FalconTag DNA-Polymeraseenzym

50 ul

IdentiClone Dx /GH
Softwarepaket

91010111

IdentiClone Dx /GH Software
e |dentiClone-Dx-IGH-Software-
1.2.x.IVD.msi

Parameter des IdentiClone Dx /GH

Assay
e |GH_IP.xml
e |GH_FNC.xml
e |GH_RG.xml

1
Software-
paket

1 /Y30°C
16°C

IdentiClone Dx IGH Assay
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Lagerung und Handhabung von Reagenzien

6.2.1.
6.2.1.1.

6.2.2.
6.2.3.

ACHTUNG!

6.2.3.1.
6.2.3.2.
6.2.3.3.

Sofern das Assay-Kit nicht sofort verwendet wird, ist es bei -30 °C bis -15 °C zu lagern.
PCR-Mastermixe im Dunkeln lagern, um mit Fluorophor markierte Primer zu schitzen.

Nach dem Offnen des Assay-Kits jedes Reagenz visuell auf Schaden und/oder Undichtigkeiten untersuchen.

Alle Reagenzien und Kontrollen vor Gebrauch auftauen und griindlich vortexen, um sicherzustellen, dass

sie vollstandig resuspendiert und homogen sind.

UbermiRiges Mischen auf dem Vortex kann die DNA scheren und dazu fiihren, dass markierte
Primer ihre Fluorophore verlieren. Das R6hrchen mit der Tag DNA-Polymerase NICHT vortexen.

Das Volumen 5 bis 15 Sekunden lang bei maximaler Geschwindigkeit vortexen.

2 bis 5 Sekunden zentrifugieren.

Bei weisungsgemadlRer Lagerung und Handhabung sind gedffnete Materialien 6 Monate, 5 Einfrier-
Auftau-Zyklen oder bis zum auf dem Etikett angegebenen Verfallsdatum stabil. Kits nicht nach Ablauf
des Verfallsdatums verwenden.

Warn- und Vorsichtshinweise

6.3.1.

6.3.2.

6.3.3.
6.3.4.
6.3.5.

6.3.6.

6.3.7.

6.3.8.
6.3.9.

6.3.10.

6.3.11.

6.3.12.

6.3.13.

Dieses Produkt ist nur fir den professionellen Gebrauch bestimmt.

Dieses Assay-Kit als System verwenden. Keine Reagenzien anderer Hersteller verwenden. Verdiinnung,
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 Kits bereitgestellt werden.

Optimale Leistung und Reproduzierbarkeit kbnnen nur bei Einhaltung des Protokolls gewahrleistet werden.
Sicherstellen, dass das korrekte Thermocycler-Programm verwendet wird, da andere Programme zu
inkorrekten/fehlerhaften Daten, wie zum Beispiel zu falsch-positiven und falsch-negativen Ergebnissen,
flhren kénnen.

Nicht verwendete Reagenzien gemald lokal, regional oder national giiltigen Bestimmungen entsorgen.
Reagenzien aus Kits mit unterschiedlichen Chargennummern nicht kombinieren.

Laborpersonal muss bei der Arbeit mit Proben persénliche Schutzausristung tragen, sich an die Richtlinien
der guten Laborpraxis halten und die allgemeinen VorsichtsmalRnahmen anwenden. Proben missen stets
in zugelassenen biologischen Sicherheitsbereichen gehandhabt und dirfen nur in zugelassenen
Sicherheitswerkbanken geoffnet werden.

Aufgrund der analytischen Empfindlichkeit dieses Tests ist die Kontamination der Reagenzien oder
Amplifikationsmixe durch Proben, Kontrollen und/oder amplifiziertes Material unbedingt zu vermeiden.
Samtliche Reagenzien sind auf Anzeichen einer Kontamination hin zu Gberwachen (z. B. Negativkontrollen,
die positive Signale geben). Reagenzien, bei denen der Verdacht einer Kontamination besteht, sind zu
entsorgen.

Zur Minimierung des Kontaminationsrisikos Handschuhe tragen, wenn Proben und Reagenzien verarbeitet
werden, und Arbeitsbereiche und Pipetten vor der PCR regelmaRig reinigen.

Autoklavieren beseitigt keine DNA-Kontamination.

Der Arbeitsablauf im PCR-Labor sollte unidirektional zwischen verschiedenen Arbeitsbereichen

ablaufen: zunachst Vorbereitung des Mastermix, anschlieBend Probenaufbereitung, dann Amplifikation
und abschlieBend Nachweis. Keine Amplikons (d. h. PCR-Platte nach der Amplifikation) in die fir den
Mastermix oder die Probenvorbereitung vorgesehenen Bereiche bringen.

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

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

Sobald ein POP-7-Polymerbeutel Raumtemperatur erreicht hat, das Innere des Halses am Installationsort
untersuchen. Sicherstellen, dass der Beutel frei von getrocknetem oder kristallisiertem Polymer ist. Den
Beutel nicht auf dem ABI 3500xL Dx Genetic Analyzer installieren, wenn Kristallisation beobachtet wird, da
Kristallisation die Leistung des Assays und/oder Instruments beeintrachtigen kann. Den Kundendienst von
Thermo Fisher Scientific hinzuziehen.

Jeder schwerwiegende Vorfall in Bezug auf das Produkt muss dem Hersteller und der zustandigen Behorde
im Mitgliedstaat des Nutzers und/oder Patienten gemeldet werden.
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Reagenzien, Materialien und Ausristung
Alle Ausristungsgegenstdande gemal den Anweisungen des Herstellers warten. Tabelle 5 sind die erforderlichen
Reagenzien, Materialien und Ausristung aufgefihrt, die nicht im Kit enthalten sind.

Tabelle 5. Zusatzliche Reagenzien, Materialien und erforderliche Ausriistung (nicht im Lieferumfang enthalten)

Reagenz/Material/ Empfohlene Lieferanten und Anmerkungen

Ausriistung Reagenzien/Materialien/Ausristung

8-Deckelstreifen k. A. Ohne RNase, DNase, DNA, PCR-Hemmer
Septa mit 96 Wells Thermo Fisher Scientific: k. A.

e Septa fir 3500xL Dx Genetic Analyzers, 96 Wells
e Septa fur 96-Well-Platten, fiir 3500/SeqStudio™ Flex

Klebefolie zum Versiegeln | k. A. Ohne RNase/DNase
der Platte
Behélter fiir Anodenpuffer | Thermo Fisher Scientific: Ohne RNase/DNase
e Anodenpufferbehalter fiir 3500 Dx/3500xL Genetic
Analyzers

e Anodenpufferbehalter (ABC), fir 3500/SeqStudio Flex

Kalibrierte Pipetten k. A. Mussen flr die genaue Messung von
Volumina zwischen 1 pl und 1000 pl geeignet
sein.

Kapillar-Array Thermo Fisher Scientific: k. A.

e 3500xL Dx Genetic Analyzer 24-Kapillar-Array, 50 cm
e 3500xL Genetic Analyzer 24-Kapillar-Array, 50 cm

Kapillarelektrophorese- Thermo Fisher Scientific: Sicherstellen, dass das Instrument mit dem
Instrument e (EU) 3500xL Dx Genetic Analyzer mit 3500 Dx Series DS-33 Matrix Standard Kit (Farbstoffset G5)
Data Collection Software 3 IVD v3.0 mit GeneScan 600 LIZ Size Standard v2.0

e (USA) 3500xL Dx Genetic Analyzer mit 3500 Dx Series kalibriert ist.
Data Collection Software 3 IVD v3.2

e 3500xL Genetic Analyzer mit 3500 Series Data
Collection Software v1.0

Kathodenpufferbehalter Thermo Fisher Scientific: k. A.
e Kathodenpufferbehalter fiir 3500 Dx/3500xL
Dx Genetic Analyzers
e Kathodenpufferbehalter (CBC), fir 3500/SeqStudio
Flex

Kathodenpuffer Septa Thermo Fisher Scientific: k. A.

e Septa-Kathodenpufferbehalter fiir 3500 Dx/3500xL
Dx Genetic Analyzers

e Septa-Kathodenpufferbehalter, fir 3500 und
SeqStudio Flex

Konditionierungsreagenz Thermo Fisher Scientific: k. A.
e Konditionierungsreagenz fiir 3500 Dx/3500xL

Dx Genetic Analyzers
e Konditionierungsreagenz, fir 3500/SeqStudio Flex

Pipettenspitzen mit Filter k. A. Steril, ohne RNase/DNase/Pyrogene

Hi-Di Formamide Thermo Fisher Scientific: k. A.
e Hi-Di™ Formamide, Serie 3500 Dx
e Hi-Di Formamide
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Reagenz/Material/ Empfohlene Lieferanten und Anmerkungen
Ausriistung Reagenzien/Materialien/Ausristung
R&hrchen mit geringer k. A. Zur Aufbewahrung von gDNA; RNase, DNase,
Bindung DNA, PCR-Inhibitorfrei
LIZ Size Standards Thermo Fisher Scientific: k. A.
e GeneScan™ 600 LIZ® GréRe Standard v2.0 — Dx
e GeneScan 600 LIZ ™ Dye Size Standard v2.0
Mikrozentrifuge k. A. Steril
Mikrovolumen-UV-Vis- k. A. Kann Absorption bei 260 nm zur Berechnung

Spektralphotometer

der Nukleinsdure-konzentration messen

PCR-Platten oder - k. A. Ohne RNase, DNase, DNA, PCR-Hemmer
R&hrchen
Plattenzentrifuge k. A. Zentrifuge fir 1000 RCF
POP-7 Polymer Thermo Fisher Scientific: k. A.

e POP-7™ (384) Performance Optimized Polymer 3500

Dx Series

e POP-7 Polymer, fuir 3500/SeqStudio™ Flex

Halter und Basisset Thermo Fisher Scientific: k. A.

e Retainer & Base Set (Standard) ftir 3500 Dx/3500xL Dx
Genetic Analyzers, 96-Well

e Retainer & Base Set (Standard) ftir 3500/3500xL
Genetic Analyzers, 96-Well

Steriles Wasser k. A. Steril, DNase-/RNase-frei
Thermocycler Thermo Fisher Scientific: k. A.
e Veriti™ Dx
Tris-EDTA (TE) Puffer k. A. Losung aus 10 mM Tris-HCl, pH 8,0 und
1 mM EDTA
Hinweis: 1:10 mit Wasser verdinnen
Vortexmischer k. A. k. A.

Artikelnummern in lhrer Region beim Hersteller erfragen.

IdentiClone Dx IGH Assay
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7. Probenentnahme und -vorbereitung

7.1.  VorsichtsmaRnahmen
Biologische Proben von Menschen kdnnen potenziell infektidse Stoffe enthalten. Sdmtliche Proben sind gemafR
der OSHA-Richtlinie zu Gber den Blutweg Ubertragenen Krankheitserregern bzw. biologischer Schutzstufe 2 zu

handhaben.
7.2.  Storsubstanzen
Es ist bekannt, dass die folgenden Substanzen die PCR-Amplifikation stéren. Nach Moglichkeit vermeiden:
7.2.1. Divalente Kationen (Chelatbildner)
7.2.2. Low-Retention-Pipettenspitzen
7.2.3. EDTA (in geringen Konzentrationen zu vernachldssigen)
7.2.4. Heparin

7.3.  Anforderungen und Stabilitat von Proben
Flr diesen Assay sind mindestens 0,5 ml mit EDTA antikoaguliertes peripheres Blut erforderlich.

7.3.1. Die Probe kann vor dem Test bis zu 7 Tage bei 2 °C bis 8 °C aufbewahrt werden.
7.3.2. Die Probe kann mit einer Kiihlpackung geliefert werden; sie darf niemals eingefroren werden.

7.4.  Probenvorbereitung

7.4.1. Die gDNA aus Proben < 7 Tage nach der Entnahme extrahieren.
7.4.2. Die extrahierte gDNA mit einem Mikrovolumen-UV-Vis-Spektralphotometer quantifizieren.
7.4.3. Eine Verdinnung von gDNA in 50 ng/ul mit 1/10 TE ansetzen.
7.4.3.1. Fir die Amplifikation mit jedem Mastermix sind 5 ul gDNA in einer Konzentration von 50 ng/pl

erforderlich.
= Mindestens 15 ul bis 20 ul verdiinnte gDNA vorbereiten.

7.4.3.2. Wenn die verfligbare gDNA-Konzentration < 50 ng/ul betrégt, die Patientenproben erneut
extrahieren.
'.5.  Probenlagerung
7.5.1. gDNA bis zu 7 Tage vor Gebrauch bei 2 °C bis 8 °C oder bis zu 3 Jahre vor Gebrauch bei -30 °C bis -15 °C
aufbewahren.
7.5.2. Verdinnte gDNA-Proben in Réhrchen mit geringer Bindung aufbewahren.
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8. Assay-Verfahren
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Anmerkung: Dieser Assay erfordert die Verwendung dieses Dokuments in Verbindung mit der Gebrauchsanweisung der IdentiClone Dx /GH Software.

Probenvorb-
ereitung

Abbildung 2. Arbeitsablaufdiagramm des Assays
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Mastermix-Vorbereitung
= Beijedem Durchlauf Durchlaufkontrollen (Positiv-, Negativ- und Nicht-Template-Kontrolle) mit einbeziehen.
= Fir den Test mit jedem Mastermix ist ein Probenreplikat erforderlich.

8.1.1. Mastermix(e), Positivkontrolle, Negativkontrolle, NTC und verdinnte gDNA-Probe (50 ng/ul) aus der Lagerung
nehmen und das/die Rohrchen bei Raumtemperatur vollstandig auftauen lassen. AnschlieBend ca. 15 Sekunden
lang bei maximaler Geschwindigkeit vortexen.

8.1.2. Die Tag DNA Polymerase aus der Lagerung nehmen und kalt halten (d. h. auf Eis oder auf einem Kihlblock).
ACHTUNG! Das Taq-DNA-Polymerase-Enzymréhrchen NICHT vortexen.
8.1.2.1. Mithilfe einer Mikrozentrifuge die Rohrchen 2 bis 5 Sekunden zentrifugieren.

Anmerkung: Die Zentrifugierschritte sind erforderlich, um die gesamte Flissigkeit am Boden eines Rohrchens oder eines
Plattenwells aufzufangen. Ungefdhre Geschwindigkeiten und Zeiten kénnen verwendet werden, wenn der
Benutzer die erfolgreiche Erfassung visuell bestatigt. Die aufgefiihrten Geschwindigkeiten und Dauern sind
als Empfehlung aufgefihrt.

8.1.3. Anhand der nachstehenden Richtlinien die Gesamtzahl der Reaktionen (N) fir jeden Mastermix berechnen.
"  Mindestens ein zusatzliches Reaktionsvolumen mit einschlieRen, um den Pipettierfehler zu
bericksichtigen.

n Anzahl der Proben

+1 Positivkontroll-DNA (IGH PQOS (+))

+1 Negativkontroll-DNA (NEG (-))

+1 Nicht-Template-Kontrolle (NTC)

+1 zusatzliches Reaktionsvolumen

N=(n+4) Anz. Proben + 3 Kontrollen + 1 zuséatzliches Reaktionsvolumen

8.1.3.1. Das berechnete Volumen fiur jeden Mastermix in separate, beschriftete Réhrchen mit N x 45 pl geben.
8.1.3.2. Das berechnete Volumen der Tag DNA Polymerase mit N x 0,25 pl zu jedem Mastermix hinzufigen.
8.1.3.3. Mastermix + Tag DNA-Polymeraseldsung(en) 5 bis 15 Sekunden lang bei maximaler Geschwindigkeit

vortexen.
=  Die Taqg DNA-Polymerase NICHT vor der Zugabe zu jedem Mastermix vortexen. Erst nach der
Formulierung mit dem Mastermix vortexen.

8.1.3.4. Die Rohrchen in einer Mikrozentrifuge zwischen 2 und 5 Sekunden zentrifugieren.

8.1.4. Flr jede Reaktion 45 pl des MM und der Tag-DNA-Polymerase-Losung(en) mit 5 pl der Vorlage (verdinnte
gDNA-Probe in 50 ng/ul, Positivkontrolle, Negativkontrolle oder NTC) in die entsprechenden einzelnen Wells in
einer PCR-Platte oder Réhrchen geben.

8.1.4.1. Mehrmals pipettieren und anschliefend das Rohrchen verschlieRen oder die Platte mit Deckelstreifen
oder Versiegelungsfolie versiegeln; ODER

8.1.4.2. Das Rohrchen verschlieRen oder die Platte mit Deckelstreifen oder Versiegelungsfolie versiegeln.
Anschliefend ca. 15 Sekunden lang bei maximaler Geschwindigkeit vortexen.

8.1.4.3. Bei Verwendung eines PCR-ROhrchens mit einer Mikrozentrifuge 2 bis 5 Sekunden lang zentrifugieren.

Bei Verwendung einer PCR-Platte die Platte ca. 30 Sekunden lang bei 1000 RCF zentrifugieren.
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8.2.  PCR-Amplifikation

8.2.1. Das/Die Rohrchen bzw. die Platte gemalk den PCR-Parametern in Tabelle 6 amplifizieren.
8.2.1.1. Sicherstellen, dass Reaction Volume (Reaktionsvolumen) auf 50 ul und Cover Temperature
(Deckeltemperatur) auf 105 °C eingestellt sind.
8.2.1.2. Sicherstellen, dass Reaction Volume (Reaktionsvolumen) auf 50 ul und Cover Temperature
(Deckeltemperatur) auf 105 °C eingestellt sind.
8.2.2. Nachdem das PCR-Programm abgeschlossen ist, die Amplifikationsplatte aus dem Thermocycler nehmen.
8.2.2.1. PCR-Produkte kénnen vor dem Nachweis bei 2 °C bis 8 °C bis zu 7 Tage oder bei -30 °C bis -15 °C bis zu
3 Monate gelagert werden.
8.2.2.2. Vor dem Fortfahren mit Abschnitt 8.3 den Abschnitt Create Platemap (Plattenbeschickung erstellen) in der

Software-Gebrauchsanweisung befolgen, um eine Plattenbeschickung zu erstellen.
Tabelle 6. PCR-Parameter

Schritt Temperatur Dauer Zyklen ‘ Rampenrate
1 95°C 7 Minuten 1 75 %
2 95 °C 45 Sekunden 35
3 60 °C 45 Sekunden
4 72 °C 90 Sekunden
5 72°C 10 Minuten 1
6 15°C o Hold
(Halten)

8.3.  Detektionsplatte vorbereiten

Anmerkung: Sicherstellen, dass die Plattenbeschickung gemaR dem Abschnitt Plattenbeschickung erstellenin der
Software-Gebrauchsanweisung erstellt wurde.

8.3.1. Eine geeignete Anzahl Hi-Di-Formamide-Réhrchen bei Raumtemperatur auftauen lassen.
®  Hi-Di Formamide, die EinheitsgroRe der 3500 Dx Series betragt 5 ml.

Anmerkung: Um Einfrier-Auftau-Zyklen zu vermeiden, kann Hi-Di Formamide aufgetaut, gemischt und in 2-ml-Réhrchen
mit einem Volumen von 1 ml aliquotiert und geméaR den Anweisungen des Herstellers gelagert werden.

8.3.2. Ein Rohrchen LIZ Size Standard v2.0 Dx aus dem Lager nehmen.
8.3.3. Sowohl Hi-Di Formamide als auch LIZ Size Standard 5 bis 15 Sekunden lang bei maximaler Geschwindigkeit
vortexen.
8.3.4. Die Réhrchen etwa 2 bis 5 Sekunden zentrifugieren.
8.3.5. In einem neuen volumengerechten Rohrchen die erforderliche Menge Hi-Di Formamide mit den LIZ Size
Standards kombinieren.
8.3.5.1. Das endgdltige Verhaltnis muss 0,056 betragen (56 pl LIZ Size Standard + 1000 ul Hi-Di Formamide).
= Sicherstellen, dass das Volumen der LIZ:Hi-Di-L6sung ausreicht, um 19 pl pro Reaktion zu
aliquotieren.
8.3.5.2. Die Losung 5 bis 15 Sekunden lang bei maximaler Geschwindigkeit vortexen und anschlieRend 2 bis
5 Sekunden zentrifugieren.
8.3.6. Die Amplifikationsplatte bzw. die R6hrchen aus Abschnitt 8.2.2 30 Sekunden lang bei 1000 RCF zentrifugieren.
8.3.7. In einer neuen PCR-Platte mit 96 Wells 19 pl LIZ:Hi-Di-Lésung mit 1 pl PCR-Produkt pro Well kombinieren.

= Sicherstellen, dass nur eine Reaktionsvorlage (d. h. Probe, Positivkontrolle, Negativkontrolle, Nicht-
Template-Kontrolle) pro Well vorhanden ist.

8.3.8. 20 ul Hi-Di Formamide in alle leeren Wells innerhalb der 24-Wells-Injektion geben.
= Jede Injektion auf dem ABI 3500xL Dx oder ABI 3500xL Genetic Analyzer beurteilt jeweils 24 Wells.
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8.3.9. Die Detektionsplatte mithilfe einer der beiden folgenden Methoden mischen:
8.3.9.1. Mehrmals auf und ab pipettieren und anschliefend die Platte mit Deckelstreifen oder Versiegelungsfolie
versiegeln; ODER
8.3.9.2. Die Platte mit Deckelstreifen oder Versiegelungsfolie versiegeln und anschliefend 15 Sekunden lang bei
maximaler Geschwindigkeit vortexen.
8.3.9.3. Die Platte 30 Sekunden lang bei 1000 RCF zentrifugieren.
8.3.9.4. Die Detektionsplatte gemall den Parametern in Tabelle 7 auf dem Thermocycler denaturieren.

Anmerkung: Siehe Abschnitt 8.3.1, um zu bestatigen, dass die ABI-Reagenzvolumina fiir den Durchlauf ausreichend sind.

Tabelle 7. Denaturierungsparameter

Schritt Temperatur DENg ‘ Zyklen ‘ Rampenrate
1 95°C 3 Minuten 1 75%
2 4°C 5 Minuten 1
8.3.9.5. Sicherstellen, dass Reaction Volume (Reaktionsvolumen) auf 20 pl und Cover Temperature

(Deckeltemperatur) auf 105 °C eingestellt sind.

8.3.10. Den Durchlauf starten.
8.3.10.1. Nach Abschluss des Denaturierungsprogramms die Detektionsplatte aus dem Thermocycler nehmen und
30 Sekunden lang bei 1000 RCF zentrifugieren.

8.4.  Assayparameter installieren

Die Assayparameter kdnnen aus der mitgelieferten /GH IP.xm/-Datei importiert werden, die im Paket der IdentiClone
Dx IGH Software (IREFl 91010111) enthalten ist und die ABI 3500 Dx Series Data Collection Software 3 IVD Library
erfordert.

Anmerkung: Abschnitt 8.4 ist fUr die erste Verwendung dieses Assays mit einem ABI-Instrument erforderlich.
Anmerkung: Vor dem Fortfahren mit Abschnitt 8.5 bestatigen, dass die Assayparameter korrekt eingestellt sind.

ACHTUNG! Die Parameter des Instrumenten- und GréBenbestimmungsprotokolls bestimmen, wie die Proben
verarbeitet werden (d. h. Fragmentanalyse). Die Sicherstellung, dass die richtigen Parameter mit dem
richtigen Assaynamen (IGH Instrument Parameters (IGH-Instrumentenparameter)) gespeichert
werden, ist fiir die korrekte Assayausfiihrung unerlasslich.

8.4.1. Die Instrumentenparameter des IdentiClone Dx /IGH Assay in das ABIl-Instrument importieren.
8.4.1.1. Auf das Symbol ABI 3500 Dx doppelklicken, um die Data Collection Software 3 IVD der 3500 Dx Serie zu
offnen.
8.4.1.1.1. Im Dashboard-Men auf Library (Bibliothek) () klicken.
8.4.1.1.2. Auf Manage (Verwalten) (* Manage ) klicken und dann Assays (Assays) aus dem Dropdown-Meni
auswahlen.
8.4.1.1.2.1. Das Symbol Import (Importieren) (/& Import) wihlen, dann zum Dateipfad fiir das
Softwarepaket navigieren und /GH-IP.xm/wahlen.
8.4.2. Die Konvention fiir den Dateinamen des IdentiClone Dx /IGH Assay in das ABI-Instrument importieren.
8.4.2.1.1. Auf Manage (Verwalten) (* Marage) klicken und dann File Name Convention
(Dateinamenkonvention) aus dem Dropdown-Men( auswéhlen.
8.4.2.1.1.1. Das Symbol Import (Importieren) (E Impert) wihlen, dann zum Dateipfad fiir das
Softwarepaket navigieren und /GH-FNC.xm/wéhlen.
8.4.3. Die Ergebnisgruppe des IdentiClone Dx /IGH Assay in das ABI-Instrument importieren.
8.4.3.1.1. Auf Manage (Verwalten) (* Manage) klicken und im Dropdown-Menii die Option Results Group

(Ergebnisgruppe) auswéahlen.

8.4.3.1.1.1. Das Symbol Import (Importieren) (/& Import) auswahlen, dann zum Dateipfad fiir das
Softwarepaket navigieren und /GH-RG.xm/wahlen.
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Sicherstellen, dass die richtigen Parameter flr das Instrument Protocol (Instrumentenprotokoll) (Abbildung 3)
und das Sizecalling Protocol (Gréfsenbestimmungsprotokoll) (Abbildung 4) korrekt konfiguriert und in der

Assay-Bibliothek der ABI 3500 Data Collection Software gespeichert wurden.

Abbildung 3. Instrument Protocol (Instrumentenprotokoll)

?.d!j IGH Instrument Parameters - Edit Instrument Protocel IC_Dx_IP

Setup an Instrument Protocol

Application Type: |Fragment -

Instrument Protocol Setup Help @

Polymer: |POP7

Capillary Length: |5Cl - cm

Instrument Protocol Properties

Dizable Narne Filter

* Run Medule: [FragmentAnalyslsS(!_POP?xl

VI Run Modules for 24 capillary are only available in the list.

* Protecel Mame: ‘ 1IC_Dx IP ‘ Locked
Description:
OvenTemperature (°C): 60 | RunVoltage (Volts): 195  PreRunVoltage (kVolts: 15 Injection Voltage (kVolts): 1
Run Time (sec.): W PreRun Time (sec.): T Injection Time (sec): 7 Data Delay (sec.): 1—
= Advanced Options
Following values are not recormmended to be changed.
Voltage Tolerance (Kolts): 07 Voltage £ of Steps (nk): 30 Voltage Step Interval (sec): 15
First Read Out Time (ms): 200 Second Read Out Time (ms): 200
Mermalization Target:  4500.0 Mermalization Factor Threshold Min: 0.3 Mermalization Factor Threshold Max: 3.0
Apply to Assay | | Save to Library

Abbildung 4.  Registerkarten fiir das GroRenskalierungsprotokoll

Setup a Sizecalling Protocol

* Protocol Name: | IC_Dx JGH_SP I Locked
Deseription:
SueStandard: | GSB0OLE =
Sizecaller: SuzeCallervil0 ~|
[‘Analysis Settings | QC Settings|
(7]
AnalysisRange:  [Full = SingRange:  [Full  ~ Size Caling Method: [Local Southem ~|

Analysis Start Point: | 0 Sizing Start Size: 0 Primer Peak:
Analysis Stop Point: | 1000000 Sizing Stop Size: | 100000
Blue 4 Green [ Yelow [ Red 4] Purple P
Minimum Peak Height m m m m m 50
Commen Settings
Use Smocthing
Use Baselining (Baseline Window (Pts)) [ = s1
Minimurn Peak Half Width | 2
PeskWindowSize | 15
Polynomial Degree 5
Stape Theeshold Pesk Start | 00
Slope Thresheld PeakEnd | 00

Apply to Assay | | Saveto Library

Setup a Sizecalling Protocol

* Protocol Name: | 1C_Dx IGH_SP [[ILocked
Description:

Sizecaller

Analysis Settings | QC Settings

Size Quality
Fail if Value is

Suspect Range
025-0.75

Passif Value is

Assume Linearity from (bp): 0

To (bp): 800

PullUp

Actuate Pull-Up flag if Pull-Up Ratio s 01  and Pull-UpScans 1

Close

Apply to Assay | | Saveto Library
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8.4.4.1. Die Assayparameter in der Bibliothek des ABI 3500 Dx Assay unter dem Namen /C_Dx_/Pfir das
Instrumentenprotokoll und /C_Dx _IGH_SPfir das GréRenbestimmungsprotokoll speichern, genau wie in
Abbildung 5 dargestellt.
Abbildung 5. Assay instrument parameters (Assay-Instrumentenparameter)
;_E Edit Assay IGH Instrument Parameters [ = |
Setup an Assay Egi
Assay Setup Help @
* Assay Name: | IGH Instrument Parameters [ Locked Color
Application Type: [ Disable Filters
Protocols
Do you wish to assign multiple instrument protocols to this assay? @ Mo () Yes
* Instrument Protocol: [IIC_D)(_IP v]
* Sizecalling Protocol: [1c_DxJGH 5P -
8.4.4.2. Im Abschnitt File Name Conventions (Konventionen fir Dateinamen) auf das Stiftsymbol ._d klicken, um
sicherzustellen, dass die Einstellungen flir Dateinamenkonvention (FNC) mit denen in Abbildung 6
Ubereinstimmen und als /C_Dx FNCgespeichert werden (genau wie dargestellt).
8.4.4.2.1. Die FNC legt fest, welche Datenfelder und in welcher Reihenfolge die resultierenden Datendateien
(FSA-Dateien) enthalten werden.
8.4.4.2.2. Uberprifen, ob die ausgewishlten Attribute mit der in Abbildung 6 dargestellten Reihenfolge
Ubereinstimmen.
ACHTUNG: Bestatigen, dass das Feld Sample Name (Probenname) in der Liste Selected Attributes (Ausgewdhite

IdentiClone Dx IGH Assay

Attribute) an erster Stelle steht.

Abbildung 6. Attribute der Dateinamenkonvention

B Edit File Name Convention IC_Dx_FNC

X
7
Setup a File Name Convention Ggi
Q

v

* Name: | IC_Dx FNC [JLocked Color: | Black
Select File Name Attributes

Preview of File Name:  <Sample Name>_<Well Position>_<Date of Run>_<Time of Run>

Available Attributes Selected Attributes
Polymer Type ~ Add > Sample Name
Run Name Underscore (_)
Sample Type << Remove Well Position
Specimen Name Underscore (_)
Unique Time Stsmp Integer Date of Run
User Defined Field 1 Move Up Underscore _)

User Defined Field 2 Time of Run
S s Move Down

 Delimiters

Select a delimiter Underscore [_) b

[ Add between attributes Add >>

Add 3 custom value to available attributes (optional)

Custom Text 1: Custom Text 2: Custom Text 3:

Select File Location
@ Default File Location  D:\Applid Biosystems\3500\Data

(O Custom File Location Browse...

——
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8.4.5. Im Abschnitt Results Group (Ergebnisgruppe) auf das Stiftsymbol /! klicken, um sicherzustellen, dass die
Einstellungen der Results Group (Ergebnisgruppe) (RG) mit denen in Abbildung 7 Gbereinstimmen und als
IC_Dx_RG gespeichert werden (genau wie dargestellt).

8.4.5.1. Die Ergebnisgruppe wird verwendet, um die Ordner, in denen Probendatendateien gespeichert sind, zu
benennen, zu sortieren und anzupassen.
8.4.5.2. Uberpriifen, ob die ausgewahlten Attribute mit der in Abbildung 7 dargestellten Reihenfolge

Ubereinstimmen.

ACHTUNG: Die Dateinamenkonvention und die Ergebnisgruppe wie oben angegeben korrekt einrichten, um
Datenanalysefehler zu vermeiden.

Abbildung 7. Attribute der Results Group (Ergebnisgruppe)

B Edit Results Group IC_Dx_RG =
Setup a Results Group Ea
(7]

Neme: [1C_0x RG [FLocked Color: [Black -
Select Results Group Attributes

Preview of Results Group Name:  <Plate Name>_<Assay Name>_IC_Dx RG

Avalsble Attributes Selected Attributes
Injection Number - dd > > Plate Mame
1P Neme Underscore ()
Logged in User Name | R A
PA Protocol Name | ;
Prefix | Morve Up Res:
Start Instrument Run Date/Time Stamp
Cutfie

» Delimiters

Enter 2 custom value 2 either the Prefix or Suffix (optional)
Prefixc Suffoc

Select Reinjection Folder Option
@ Store reinjection sample files in a separate Reinjection folder (same level a5 Injection folders

Store reinjection sample files with original sample files (same level)

Select Folder Option
@ Default file location  D:\Applied Biosystems\3500'Data\ <IR Folder>\<Plate Name>_<Assay Mame>_IC_Dx_RG\<Inj Folder>
Custom file location
lInclude znInstrument Run Name folder
| Include & Result Group Name folder

W] Include &n Injection folder

8.5.  Fragmentanalyse mittels Kapillarelektrophorese
8.5.1. Den Status der Verbrauchsmaterialien des Instruments Uberprifen.
8.5.1.1. Im ABI-Instrumenten-Dashboard auf Refresh (Aktualisieren) klicken, dann die verbleibende
Instrumentenzeit und die Anzahl der fur die Verbrauchsmaterialien durchgefihrten Injektionen
(Abbildung 8) Gberprifen, um Folgendes zu verifizieren:

8.5.1.1.1. Ausreichende ABI-Reagenzvolumina fir den/die Kapillarelektrophorese-Durchlauf/Durchlaufe (CE),

8.5.1.1.2. Puffer, Polymer und Kapillaren haben die maximal zuldssige Zeit auf dem Instrument nicht
Uberschritten,

8.5.1.1.3. Die Anzahl der fir jede Komponente verbleibenden Injektionen reicht fir die Anzahl der
Injektionen aus, die fir den CE-Durchlauf bzw. die CE-Durchlaufe erforderlich sind, und

8.5.1.1.4. Der verbleibende POP7 ist ausreichend fir die Anzahl der Proben im Durchlauf bzw. den

Durchlaufen.

8.5.1.2. Wenn ein Verbrauchsmaterial abgelaufen ist oder ausgetauscht werden muss, die Anweisungen des
Herstellers befolgen, um die erforderliche Wartung durchzufiihren, bevor fortfahren.

IdentiClone Dx IGH Assay PI-00021 Rev. A | Marz 2026



Seite 19 von 41

Abbildung 8. ABI Dashboard — Verbrauchsmaterialien

Quick View
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Set Temperature to;
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roment Door Clooe Detection Cell Temperature (°C): 23.1 @5 (°C) | Start Pre-Heat
= Consumables Information Refresh e
e e e e
Anode Buffer EC 1Day 19.3 Hrs 29-Jan-2022 11. 2105141 4393925
Cathode Buffer  [MDJCBC 1Day 19.1 Hrs 05-O«t-2021 11... 2101145 4408258
Capillary Array ~ [VDJ50cm - 24 cap 146 Injections Rem: 7Days 1.7 Hrs 22-Jan-2022 11... P8 4404688 - Serial # M3520LP805
~ Calendar Reminders Q
Name. ‘Pvmnty |Nonﬁ<amn Date Action -
Cleanthe anode buffer cup pin-..  HIGH  20-Aug-2021 12:00:00 AM er cup pin-valve assembly on the polymer del... 3
B e ey x
rcontaine..  HIGH  10-Aug-2021 12:00:00 AM ®
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8.5.1. Die mit der IdentiClone Dx IGH Software erstellte fertiggestellte ABI-Plattenbeschickung (CSV) importieren
(siehe Abschnitt Plattenbeschickung erstellen in der Software-Gebrauchsanweisung).
ACHTUNG! Sicherstellen, dass eine LIVS-Datei erstellt wurde, als die Plattenbeschickung erstellt wurde. Wenn die
LIVS-Datei fehlt, kann die IdentiClone Dx IGH Software die Ergebnisanalyse NICHT durchfiihren.
8.5.1.1. Auf Create New Plate (Neue Platte erstellen) klicken und einen Namen fir die Platte eingeben.
8.5.1.2. 96 als Number of Wells (Anzahl der Wells) auswahlen.
8.5.1.3. Fragment (Fragment) als Plate Type (Plattentyp) auswahlen.
8.5.1.4. 50 cm als Capillary Length (Kapillarldnge) auswahlen.
8.5.1.5. POP7 als Polymer Type (Polymertyp) auswahlen.
8.5.1.6. Auf Assign Plate Contents (Platteninhalt zuweisen) klicken.
8.5.1.7. Auf Import (Importieren) klicken.
8.5.2. Sicherstellen, dass die korrekten Plattenbeschickungsattribute importiert wurden.
8.5.2.1. Die mit der IdentiClone Dx IGH Software erstellte ABI-Plattenbeschickung (CSV) 6ffnen.
8.5.2.1.1. Sicherstellen, dass alle Proben- und Kontrollwells korrekt benannt sind und jedem Well der

korrekte Assay (Assay), die korrekte File Name Convention (Dateinamenkonvention) und die
korrekte Results Group (Ergebnisgruppe) zugewiesen sind (siehe Abschnitte 8.4.5 bzw. 8.4.3).

8.5.2.2. Wenn die Plattenbeschickung nicht mit der vorgesehenen Einrichtung Gbereinstimmt, eine neue
ABI-Plattenbeschickungsdatei beginnend mit Abschnitt 8.5.1 erstellen.

ACHTUNG! Die Plattenbeschickung NICHT mit dem ABI Genanalysator modifizieren. Die Software verwenden,

um die Plattenbeschickung zu dandern, um sicherzustellen, dass die zugehorige LIVS-Datei ebenfalls
aktualisiert wird.

Wenn die Plattenbeschickungs- und LIVS-Dateien falsch ausgerichtet sind, kann die Software die
Ergebnisanalyse NICHT durchfiihren.

8.5.2.3. Alle Wells auswahlen, die keine Reaktion (Probe oder Kontrolle) enthalten, mit der rechten Maustaste
klicken und Delete (Loschen) wahlen, um die Erzeugung von Ergebnissen zu verhindern.

Anmerkung: Wenn dieser Schritt nicht ausgefthrt wird, kann es zu SQ-Fehlern und/oder Schiden an der Kapillare
kommen.

8.5.2.4. Auf Save Plate (Platte speichern) klicken und dann auf Link Plate for Run (Platte fiir Durchlauf verkniipfen)
klicken.
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8.5.3. Die Platte auf dem ABI 3500xL Dx oder ABI 3500xL Genetic Analyzer analysieren.
8.5.3.1. Die entsprechende Detektionsplatte (gemall Abschnitt 8.3) gemalk den Anweisungen des Herstellers in das
ABI-Instrument laden.
8.5.3.1.1. Sicherstellen, dass alle besetzten Wells in der Detektionsplatte frei von Luftblasen sind und sich der
Inhalt am Boden des Wells befindet.
8.5.3.1.2. Sicherstellen, dass die Platte korrekt ausgerichtet ist, wenn sie im Instrument platziert wird.
8.5.3.1.3. Sicherstellen, dass die Plattenposition auf dem ABI-Instrument korrekt ausgewahlt ist (Platte A bzw.
Platte B).
8.5.3.2. Auf Start Run (Durchlauf starten) klicken.

=  Das Instrument flhrt die Initialisierung durch. Wenn alle internen Qualitatskontrollprifungen mit
dem Status Pass (Bestanden) ausfallen, beginnt der Durchlauf.

8.5.3.2.1. Sicherstellen, dass der Durchlauf begonnen hat; sicherstellen, dass der Hintergrund des
Probensatzes in der ersten Injektion auf der Plattenanzeige griin wird.

8.5.4. Durchlaufdaten fir die Analyse vorbereiten
8.5.4.1. Nach dem ABI-Durchlauf Gberprifen, ob der Durchlauf ohne Fehler abgeschlossen wurde, und zum
Dateispeicherort navigieren, der die Durchlaufergebnisse im FSA-Format enthalt.
= Der Speicherort der FSA-Datei wird von der Results Group (Ergebnisgruppe) bestimmt, die in
Abschnitt 8.4.1, Abbildung 5, gespeichert ist.

8.5.4.1.1. Die FSA-Dateien an den gleichen Speicherort kopieren, der die von der Software generierten LIVS-

Dateien enthalt.
= Der Speicherort der LIVS-Datei wird wahrend der Platteneinrichtung (siehe Software-
Gebrauchsanweisung) zum Zeitpunkt des Speicherns der Plattenbeschickung festgelegt.

8.5.4.1.2. Mit der Datenanalyse mit der IdentiClone Dx IGH Software fortfahren, siehe Abschnitt Result
Analysis (Ergebnisanalyse) in der entsprechenden Software-Gebrauchsanweisung.

8.5.4.2. Die Platte von der Basis des ABI-Instruments entfernen und entsorgen.

Qualitatskontrolle

Positive, negative und Nicht-Template-Kontrollen werden mit dem Kit geliefert und missen bei jeder Assay-
Durchfthrung mitgeftihrt werden. Die vom Assay generierten Daten werden von der IdentiClone Dx /IGH Software
interpretiert, wie in Abschnitt 9 beschrieben.
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9. Interpretation der Ergebnisse

9.1. Software-Prifpunkte
Die IdentiClone Dx IGH Software interpretiert die vom ABI-Instrument generierten Daten nach einer vorgegebenen
Logik, die Validitatsprufpunkte erfordert, um mit dem nachfolgenden Analyseschritt fortzufahren (siehe Abbildung 9).
Der Probenklonalitatsstatus (d. h. das Probenkennungs-Ergebnis) erfordert mindestens ein Ergebnis aus einem giiltigen
Durchlauf fur jeden Mastermix (d. h. Probennamen-Ergebnisse [Sample Name]).

Abbildung 9: Assay-Interpretationsdiagramm

e  Die Ergebnisse von 3 Sample Names (Probennamen)werden kombiniert, um das endgiiltige Klonalitatsergebnis fiir die Sample ID
(Probenkennung) zu bestimmen.

e Das endgtltige Klonalitatsergebnis erfordert ein Sample Name (Probennamen-Ergebnis) aus 1 gultigen Durchlauf (fir jeden
Mastermix), der aus jedem der 3 Mastermixe generiert wurde. Diese Ergebnisse missen von einem gultigen Durchlauf stammen
und kénnen ungiltige und unbestimmte Ergebnisse enthalten.

e  Derjedem Mastermix zugewiesene Sample Name (Probenname)ist mit der Sample ID (Probenkennung)verknlpft.

- . 1GH FR1 MMA Somple Nome_ M4 Somple Nome_ M4 -
IGH FRI Réhrchen A — Giligkait dar Giiligksit der Proba Klonoliatsstotus
SampleN ame _MiA Durchloufkontrolla r r
gDNA-
Vorlage IGH FR2 MMB "\‘Dn‘pr Mome_Mig Sormpie Norme_ MAME-
IGH FR2-Réhrchen B Gitigksit dar Gikigksit der Proba KlonoliGtsstatus
Somple 1D | B SampleN ame _MMB i Durchioufkontrolla
(Probenkannung)
1GH FR3 MMC Somple Mome_MMC Sompie Mome_»MWC-
IGHFR3 Réhrchen C Guligkeit der Giitigkait der Proba Klonalittestatus
SampleN ame _MMC mdll Durchloufkontrolla

Sample ID
(Probenkennung)

Klonaitdtstatus

Dern Mastermix Durchlaufgiltigkeit Probenvalidierung Probenklonalitat Proben-ID
Znge'-.-'-.fiesen@r Kontrollleistung noch Probenleistung pro pro MMastermix guiltige Mastermix-
. mastermix rAastermmix Ergebnisse ==
Probenname;

. Probenklonalitotsstatus
an eing Proben-10 gabundan

9.1.1. Durchlaufkontrollen werden evaluiert, um die Gultigkeit des Durchlaufs zu bestimmen.
9.1.1.1. Ein glltiger Durchlaufstatus erfordert, dass die 3 Arten von Durchlaufkontrollen (Positiv, Negativ und
Nicht-Template) gliltige Ergebnisse erzeugen; andernfalls ist der Durchlaufstatus ungultig.
9.1.1.2. Alle Probennamen-Ergebnisse (Sample Name), die in einem ungdltigen Durchlauf enthalten sind, werden

automatisch als ungultig betrachtet und die Analyse wird nicht fortgesetzt.

ACHTUNG! Nur giiltige Laufe, bei denen alle 3 Kontrollen giiltig sein miissen, werden mit dem néachsten Schritt
fortgesetzt.
9.1.2. Probennamen-Ergebnisse (Sample Name) eines glltigen Durchlaufs werden auf Giltigkeit (pro einzelnem
Mastermix) bewertet.
9.1.2.1. Ein unglltiges Probennamen-Ergebnis (Sample Name) wird nicht mit der weiteren Analyse fortgesetzt
(d. h. Mastermix-Klonalitatsstatus).
9.1.3. Gultige Probennamen-Ergebnisse (Sample Name) werden auf Klonalitat (pro einzelnem Mastermix) bewertet.
9.1.3.1. Clonal (Klonal)
9.1.3.2. Non-Clonal (Nicht-klonal)
9.1.3.3. Indeterminate (Unbestimmt)
9.1.4. Gultige Probennamen-Ergebnisse (Sample Name) fir alle 3 Mastermixe werden beurteilt, um den
Probenklonalitatsstatus (Probenkennungs-Ergebnis (Sample ID)) zu bestimmen, siehe Abbildung 10.
9.1.4.1. Wenn eines oder mehrere Probennamen- (Sample Name) (oder Proben-Mastermix-)Ergebnisse klonal
sind, lautet das Probenkennungs-Ergebnis (Sample ID) Clonal (klonal).
9.14.2. Wenn alle Probennamen- (Sample Name) (oder Proben-Mastermix-)Ergebnisse nicht-klonal sind, lautet
das Probenkennungs-Ergebnis (Sample ID) Non-Clonal (nicht-klonal).
9.1.4.3. Wenn die Probennamen- (Sample Name) (oder Proben-Mastermix-)Ergebnisse eine Mischung aus

Unbestimmt- und Nicht-klonal-Ergebnissen (Indeterminate bzw. Non-Clonal) sind, ist das Probenkennungs-
Ergebnis (Sample ID) Indeterminate (Unbestimmt).

9.14.4. Wenn ein Probennamen- (Sample Name) oder Proben-Mastermix-Ergebnis ungiltig ist und andere
Ergebnisse nicht-klonal oder unbestimmt sind, ist das Probenkennungs-Ergebnis (Sample ID) ungltig.
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Ungultige Probennamen- (Sample Name) (oder Proben-Mastermix-)Ergebnisse eines giltigen
Durchlaufs kénnen gemaR Abschnitt 10 erneut getestet werden, um den Klonalitatsstatus

der Sample ID (Probenkennung) aufzulésen.

Abbildung 10. Probeninterpretationsschema

Gilltig Giltig Gilltig

MARAR, (IGH FR1)- MMB (IGH FR2) MMC (IGH FR3)

Ergebnis Ergebnis Ergebnis

Ist ein
Mastermix-
Ergebnis klonal?

Sind alle
3 Mastermix-

Ergebnisse
Nicht eindeutig?

Sind
Mastermix-
Ergebnisse

ungiiltig?
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10.1. Ungiiltige Durchlaufe

10.1.1. Ein Durchlauf, bei dem eine der Kontrollen die Gultigkeitskriterien nicht erfillt, ist ein Invalid Run (Ungultiger
Durchlauf). Den Durchlauf mit allen Proben, Positivkontrolle, Negativkontrolle und NTC wiederholen. Jeder
Mastermix wird unabhéangig voneinander analysiert.

10.1.2. Den Durchlauf gemaR der zugehorigen Software-Gebrauchsanweisung wiederholen, basierend auf dem/den
Fehlercode(s), der/die im Durchlaufbericht der IdentiClone Dx IGH Software aufgefihrt ist/sind.

10.2. Ungiiltige Proben in einem giiltigen Durchlauf
Unglltige Probenname-Ergebnisse (Sample Name), die aus einem gultigen Durchlauf generiert wurden, missen erneut
getestet werden, wenn die Probenname-Ergebnisse (Sample Name) der anderen Mastermixe Non-Clonal (Nicht-klonal)
und/oder Indeterminate (Unbestimmt) sind; andernfalls ist kein erneuter Test erforderlich. Siehe Abbildung 11 fur die
Hierarchie der Wiederholungstests.

10.2.1. Wenn die Ergebnisse eines der Mastermixe Clonal (klonal) sind (innerhalb eines gliltigen Durchlaufs), ist kein
Wiederholungstest erforderlich.

10.2.2. Wenn die Ergebnisse aller Mastermixe Non-Clonal (Nicht-klonal) sind (innerhalb giltiger Laufe), ist kein
Wiederholungstest erforderlich.

10.2.3. Wenn die Ergebnisse aller Mastermixe Non-Clonal (Nicht-klonal), Indeterminate (Unbestimmt) und Invalid
(Ungtiltig) sind, die Sample Names (Probennamen) mit dem Ergebnis Invalid (Ungultig) und die zugehorigen
Durchlaufkontrollen gemalR dem Fehlercode erneut testen (siehe Abbildung 11).

10.3. Fehlerbeschreibungen und Testwiederholung

Bis zu vier Wiederholungstestereignisse sind zuldssig, wenn die Fehler auf eine andere Ursache zurickzufthren sind
(d. h. 1. Runde = Sample Name (Probennamen)-Ergebnis Invalid (Ungultig) aufgrund eines unglltigen Durchlaufs;
2.Runde = Sample Name (Probennamen)-Ergebnis Invalid (Unglltig) aufgrund eines Artefakts; 3. Runde = Sample
Name (Probennamen)-Ergebnis Invalid (Ungultig) aufgrund einer Sattigung; 4. Runde = Sample Name

(Probennamen)-Ergebnis Invalid (Unglltig) aufgrund eines SQ-Fehlers).

Abbildung 11. Testwiederholung
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11. Verfahrenseinschrankungen

= Nachweisgrenze: 2,5 % B-Zell-Klonalitat
= Mit diesem Assay kdnnen nicht 100 % der klonalen Zellpopulationen identifiziert werden.
=  Die Ergebnisse molekularer Klonalitdtsassays mussen immer unter Berlcksichtigung klinischer, histologischer und
immunphéanotypischer Daten interpretiert werden.
=  PCR-basierte Assays werden vom Abbau der DNA oder der Hemmung einer PCR-Amplifikation durch EDTA, Heparin
und andere Wirkstoffe beeinflusst.

12. Leistungseigenschaften
Proben- und Probenvalidierungen — Stabilitat der Proben

12.1.1.

Seite 24 von 41

Diese Studie liefert eine Validitatsbewertung des Probentyps zur Unterstltzung der vorgeschlagenen Angaben

in der Gebrauchsanweisung; das Prifprodukt ist fr mit EDTA antikoaguliertes peripheres Blut validiert. Der
Zweck dieser Studie ist die Bestimmung der Stabilitdat von peripherem Blut, das mit EDTA-Probentyp flr den
IdentiClone Dx /GH Assay antikoaguliert wurde, indem objektive Nachweise aus Tests von Proben vor und nach
verschiedenen Lagerbedingungen mit dem Priifprodukt im Vergleich zu probenspezifischen Baseline-

Testergebnissen geliefert werden. Diese Studie wurde an 2 Replikaten von 15 Proben (10 B-Zellen,

klonal/positiv, 5 nicht-klonal/negativ) durchgefiihrt, die zu 5 verschiedenen Zeitpunkten mit 1 Reagenziencharge
auf mehreren ABI 3500xL Dx Instrumenten von mehreren Bedienern lber mehrere Tage getestet wurden. Zu
den getesteten Zeitpunkten gehoren:
"  Timepoint-0: Baseline
= Timepoint-1: Gekihlt (2-8 °C) 5 Tage lang
=  Timepoint-2: Gekihlt (2-8 °C) 7 Tage lang
=  Timepoint-3: Raumtemperatur (15-30 °C) 5 Tage lang
= Timepoint-4: Raumtemperatur (15-30 °C) 7 Tage lang

12.1.2.

Tabelle 8 enthélt das Testergebnis fir jedes getestete Replikat der 15 Proben. Alle Probentestergebnisse

(2 Replikate fur jede der 15 Proben) waren gultig (100,0 % Probenvaliditatsrate, 30/30). Beide Replikate jeder
nicht-klonalen und klonalen Probe generierten die erwarteten Ergebnisse, was auf eine Ubereinstimmung von
100,0 % zwischen Timepoint-0 und Timepoint-1, Timepoint-0 und Timepoint-2, Timepoint-0 und Timepoint-3
und Timepoint-0 und Timepoint-4 hinweist.

Tabelle 8. Zusammenfassung der Ergebnisse des Klonalitadtsstatus

Teilneh- Replikat Klonalitatsstatus
eI Zeitpunkt O Zeitpunkt 1 Zeitpunkt 2 Zeitpunkt 3 Zeitpunkt 4
CS189 1 Non-Clonal Non-Clonal Non-Clonal Non-Clonal Non-Clonal
(Nicht-klonal) (Nicht-klonal) (Nicht-klonal) (Nicht-klonal) (Nicht-klonal)
2 Non-Clonal Non-Clonal Non-Clonal Non-Clonal Non-Clonal
(Nicht-klonal) (Nicht-klonal) (Nicht-klonal) (Nicht-klonal) (Nicht-klonal)
030723-1 1 Non-Clonal Non-Clonal Non-Clonal Non-Clonal Non-Clonal
(Nicht-klonal) (Nicht-klonal) (Nicht-klonal) (Nicht-klonal) (Nicht-klonal)
2 Non-Clonal Non-Clonal Non-Clonal Non-Clonal Non-Clonal
(Nicht-klonal) (Nicht-klonal) (Nicht-klonal) (Nicht-klonal) (Nicht-klonal)
030723-2 1 Non-Clonal Non-Clonal Non-Clonal Non-Clonal Non-Clonal
(Nicht-klonal) (Nicht-klonal) (Nicht-klonal) (Nicht-klonal) (Nicht-klonal)
2 Non-Clonal Non-Clonal Non-Clonal Non-Clonal Non-Clonal
(Nicht-klonal) (Nicht-klonal) (Nicht-klonal) (Nicht-klonal) (Nicht-klonal)
041223-4 1 Non-Clonal Non-Clonal Non-Clonal Non-Clonal Non-Clonal
(Nicht-klonal) (Nicht-klonal) (Nicht-klonal) (Nicht-klonal) (Nicht-klonal)
2 Non-Clonal Non-Clonal Non-Clonal Non-Clonal Non-Clonal
(Nicht-klonal) (Nicht-klonal) (Nicht-klonal) (Nicht-klonal) (Nicht-klonal)
CS231 1 Non-Clonal Non-Clonal Non-Clonal Non-Clonal Non-Clonal
(Nicht-klonal) (Nicht-klonal) (Nicht-klonal) (Nicht-klonal) (Nicht-klonal)
2 Non-Clonal Non-Clonal Non-Clonal Non-Clonal Non-Clonal
(Nicht-klonal) (Nicht-klonal) (Nicht-klonal) (Nicht-klonal) (Nicht-klonal)
CS201 1 Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal)
2 Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal)
DLS08 1 Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal)
2 Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal)
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Zeitpunkt 4

DLS09 1 Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal)
2 Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal)
DLS10 1 Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal)
2 Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal)
DLS11 1 Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal)
2 Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal)
DLS12 1 Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal)
2 Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal)
DLS13 1 Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal)
2 Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal)
DLS14 1 Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal)
2 Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal)
DLS15 1 Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal)
2 Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal)
DLS16 1 Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal)
2 Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal) | Clonal (Klonal)
12.1.2.1. Die Ergebnisse dieser Studie haben ergeben, dass die Stabilitdt des mit EDTA-Probentyp antikoagulierten

peripheren Bluts bei Lagerung bei 2 °C bis 8 °C oder Raumtemperatur (15 °C bis 30 °C) fur die Verwendung
mit dem IdentiClone Dx IGH Assay > 5 Tage betragt.

Klinischer Grenzwert
12.2.1. Diese Studie fuhrt eine vergleichende Beurteilung der historischen Daten aus dem IdentiClone Dx IGH Assay mit klinischen
Proben durch, die zuvor als positiv fir klonale IGH-Genumlagerungen identifiziert wurden, um den klinischen Grenzwert
des relativen Peak-Verhaltnisses (RPR) zu ermitteln. Die beiden ausgewahlten Referenzmethoden umfassen 1) einen
handelstblichen IVD-Assay (zum Zeitpunkt der Studie), der eine Sequenzierung der nachsten Generation (NGS) zum
Nachweis von klonalen IGH-Genumlagerungen (Referenzassay) anwendet, mit einem Verwendungszweck dhnlich dem
Prifprodukt, dem IdentiClone Dx IGH Assay und 2) die klinische Diagnose basierend auf den ICD-10-Codes fiir die
lymphoproliferative B-Zell-Erkrankung (zugewiesenes klonales) oder Gesund (zugewiesenes nicht-klonales).
Insgesamt wurden die Ergebnisse von 170 Proben bewertet. Der erste Datensatz umfasste 114 Proben, die
sowohl mit dem Referenzassay (IVD) als auch mit dem IdentiClone Dx /GH Assay (IUO) ein glltiges Ergebnis
generierten; diese wurden auf prozentuale (%) Ubereinstimmung der von den beiden Assays generierten
Ergebnisse bewertet. Die Bewertung erfolgte mit 3 verschiedenen RPR-Werten als Grenzwert: 2,0, 3,0 und 4,0.
Der zweite Datensatz umfasste 145 Proben, die ein glltiges Ergebnis mit dem IdentiClone Dx /GH Assay in
Verbindung mit einer bekannten klinischen Diagnose auf der Grundlage des ICD-10-Codes oder des gesunden
Status generierten. Dieser Datensatz wurde auf die prozentuale Ubereinstimmung zwischen den
2 Klassifikationen (Klonal oder Nicht-Klonal) mit einem Grenzwert von 3,0 bewertet. Zur Beurteilung wurden
verschiedene Untergruppen von Testergebnissen aus den 170 Proben verwendet, da einige Proben ungultige
Ergebnisse mit dem IdentiClone Dx /GH Assay (IUO) oder dem Referenzassay (IVD) generierten oder weil keine
klinischen Diagnoseinformationen (ICD-10-Code oder gesunder Status) verfligbar waren.
Der erste Datensatz aus 114 Proben verglich die mit dem IdentiClone Dx IGH Assay erzielten Klonalitatsergebnisse
mit dem Referenzassay, wobei der RPR-Wert auf > 3,0 als Grenzwert eingestellt wurde. OPA, PPA und NPA
gegeniber dem Referenzassay betrugen 92,1 %, 93,8 % bzw. 87,9 %. Der untere Grenzwert des 95-%-KI, die mit
der zweiseitigen Bewertungsmethode flr PPA und NPA berechnet wurde, betrug 86,4 % bzw. 72,7 %. (Tabelle 9)
Um die Robustheit eines RPR-Werts fir den klinischen Grenzwert von 3,0 zu gewahrleisten, wurden dieselben
Daten anhand von RPR-Werten sowohl unterhalb als auch oberhalb eines RPR = 3,0 (d. h. RPR = 2,0 und RPR =4,0)
neu analysiert. Der auf > 3,0 eingestellte RPR-Wert flir den klinischen Grenzwert erwies sich als optimal, da er den
besten prozentualen Ubereinstimmungswert zwischen dem Priifprodukt und dem Referenzassay ergab, wobei der
grolRere Abstand vom RPR-Wert sofort niedriger eingestuft wurde.

12.2.2.

12.2.2.1.
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Tabelle 9. Bewertung gegeniiber dem Referenzassay (IVD)
IdentiClone Dx /GH Assay Referenztest (IVD)

(lUo)

Klonal

Nicht-klonal

Klonal 76 4

Nicht-klonal 5 29 34
Gesamt 81 33 114
OPA 92,1%

PPA

93,8 % (95-%-KI: 86,4 %—97,3 %)

NPA

87,9 % (95-%-KI: 72,7 %-95,2 %)

12.2.2.2. Der zweite Datensatz bestand aus 145 Proben und verglich eine bekannte klinische Diagnose (ICD-10-Code

oder gesunder Status) mit den mit dem IdentiClone Dx IGH Assay generierten Klonalitdtsergebnissen unter
Verwendung eines RPR-Werts von > 3,0 als Grenzwert. Die daraus resultierenden OPA, PPA und NPA im
Vergleich zur klinischen Diagnose betrugen 91,7 %, 92,8 % bzw. 90,3 %. Das mit der zweiseitigen
Bewertungsmethode fir PPA und NPA berechnete LL-95-%-KI betrug 85,1 % bzw. 80,5 %. (Tabelle 10)

Tabelle 10. Bewertung mit klinischer Diagnose als Referenzmethode

IdentiClone Dx /GH Assay Klinische Diagnose (Referenz) Gesamt

e Lymphoproliferative B- Gesund

Zell-Erkrankung

Klonal 77 6

Nicht-klonal 6 56 62

Gesamt 83 62 145

OPA 91,7 %

PPA 92,8 % (95-%-Kl: 85,1-96,6 %)

NPA 90,3 % (95-%-KI: 80,5-95,5 %)

12.2.3. Die mit dem IdentiClone Dx /IGH Assay erzielten klinischen Probentestergebnisse zeigen eine hohe

Ubereinstimmung mit den Referenzmethoden, wobei der RPR-Wert des klinischen Grenzwerts auf > 3,0 gesetzt
wird, was auch der RPR-Grenzwert zur Bestimmung der Klonalitat ist. Die LL von 95 % Kl fir PPA und NPA lag
beide Gber 70 % im Vergleich zum NGS-basierten Referenzassay, einem handelsiblichen IVD-Assay oder im
Vergleich zur klinischen Diagnose.

12.3. Analytische Empfindlichkeit Leerwertgrenze (LoB)

12.3.1.

12.3.2.

In dieser Studie wird die Leerwertgrenze (Limit of Blank, LoB) fir den IdentiClone Dx /GH Assay ermittelt, indem
20 Proben von nicht-klonalen Spendern (jeweils 3 Replikate) mit 2 Reagenzienchargen auf mehreren ABI 3500xL
Dx Genetic Analyzers von mehreren Bedienern Gber mehrere Tage getestet werden (60 Datenpunkte pro
Mastermix, pro Reagenziencharge).

Alle (100 %) der getesteten LoB-Testpanelproben waren nicht-klonal (negativ) mit einem RPR < 3,0. Das hochste
beobachtete RPR (2,9) wurde durch Testung einer negativen klinischen Probe mit MMA, Reagenziencharge 2,
generiert. Flr jede Reagenziencharge wurden 60 Testergebnisse vom RPR eingestuft. Das 95. Perzentil
entspricht dem 57,5. Rang; daher wurde der Durchschnitt des 57. und 58. RPR fir jeden Mastermix flr jede
Reagenziencharge berechnet. (Tabelle 11) Zusammenfassend wird unter Verwendung des konservativen
Ansatzes die Gesamt-LoB des Assays als RPR von 2,0 bestimmt.

Tabelle 11. Zusammenfassung der LoB-Ergebnisse

Reagenziencharge | MM Rang Durchschnittliches
RPR der Einstufungen
57 + 58
1 A 57 1,7 1,8
58 1,8
B 57 1,9 2,0
58 2,0
C 57 1,7 1,7
58 1,7

IdentiClone Dx IGH Assay

PI-00021 Rev. A | Marz 2026



Seite 27 von 41

Tabelle 11. Zusammenfassung der LoB-Ergebnisse

Reagenziencharge | MM Rang Durchschnittliches
RPR der Einstufungen
57 + 58
2 A 57 1,8 1,9
58 1,9
B 57 1,8 1,9
58 1,9
C 57 1,8 1,9
58 1,9

12.4. Analytische Empfindlichkeit Nachweisgrenze (LoD)

12.4.1. Diese Studie legt eine Nachweisgrenze (Limit of Detection, LoD) fir den IdentiClone Dx IGH Assay fest, indem sie
objektive Nachweise aus Ergebnissen liefert, die mit klinischer gDNA aus peripherem Blut gewonnen wurden,
die die IGH-Clans (I, Il und Ill) reprasentiert, die mit gDNA aus gepooltem peripherem Blut (PPB) von gesunden
Spendern verddnnt wurden.

12.4.2. Insgesamt 20 Proben (10 gesunde Spender und 10 Spender mit Verdacht auf B-Zell-Lymphoproliferationen mit
nicht-klonalem Status) umfassten die PBB, die zur Herstellung der 7 Verdiinnungen von gDNA fir jede IGH-Clan
(1/11/11) verwendet wurde, die fur Tests mit dem Prifprodukt verwendet wurden: 0,0 %, 0,3 %, 1,0 %, 3,0 % und
10,0 %. Die resultierenden RPR-Werte von Proben, die ein klonales Ergebnis generierten, wurden anhand der
Tabelle der Klonalitdtsstandards (Tabelle 12) verifiziert, die die Korrelation zwischen dem fiir jeden Mastermix
generierten RPR-Wert und jeder IGH-Clan und dem Prozentwert der Verdinnung der klonalen IGH-Umlagerung
liefert. Mit dem IdentiClone Dx IGH Assay wurden fir jede /GH-Clan bei jeder Verdinnung und jeder
Reagenziencharge mindestens 20 gltige Ergebnisse erzielt. Diese Studie wurde mit 2 Reagenzienchargen auf
mehreren ABI3500xL Dx Instrumenten von mehreren Bedienern tber mehrere Tage durchgefiihrt.

Tabelle 12. Tabelle der Klonalitdtsstandards
% Verdinnung | Mastermix-RPR-Werte

e IGH-Clan IA IGH-Clan II® IGH-Clan III€
Klonalitat

MMA MMB MMA MMA MMB
25% 65,2 121,9 131,5 91,2 119,5 149,7 169,1 162,8
10% 52,6 96,0 92,5 26,5 40,5 53,0 57,3 79,9
5% 30,4 48,0 50,4 12,1 18,1 28,7 31,8 34,2
2,5% 14,9 25,7 29,9 6,3 8,6 11,8 11,7 15,9
1,0% 5.1 10,8 13,3 2,3 3,0 3,9 48 71
0,5 % 2,9 4,7 5,9 1,3 1,6 1,8 2,0 33
0,25 % 1,4 2,3 31 1,3 1,3 1,4 1,3 1,8
0,1% 1,4 1,4 1,4 1,3 1,4 1,3 1,5 1,5
0,05 % 1,3 1,4 1,3 1,5 1,3 1,2 1,2 1,4

AlVS-0019-Zelllinie wird als klonaler Standard fir die Schatzung der Klonalitat von IGH-Clan | verwendet
BIVS-0002-Zelllinie wird als klonaler Standard fur die Schatzung der Klonalitat von IGH-Clan Il verwendet
€IVS-0003-Zelllinie wird als klonaler Standard fur die Schatzung der Klonalitat von IGH-Clan Ill verwendet

12.4.2.1. Die 1,0%ige Verdinnung von IGH-Clan | amplifiziert mit Mastermix C (Reagenzcharge 1 — 95 % positiv,
durchschnittliches RPR = 4,1) und die 3,0%ige IGH-Clan 1 Verdinnung mit MMA, MMB und MMC
(Reagenzcharge 2 MMA — 100 % positiv, durchschnittliches RPR = 9,9; Reagenziencharge 2 MMB — 100 %
positiv, durchschnittliches RPR = 12,8; Reagenziencharge 2 MMC — 100 % positiv, durchschnittliches
RPR =13,2) sind die niedrigstprozentigen Verdinnungen mit einem positiven Prozentwert von > 95 % pro
Reagenziencharge des Mastermix. (Tabelle 13 und Tabelle 14). Da die LoD auf der Grundlage der
schlechtesten Leistung ermittelt werden soll, wurde das Ergebnis der héherprozentigen Verdinnungen
aus den beiden Reagenzienchargen (RPR-Werte, die durch die 3,0%ige-Verdinnung von IGH-Clan | mit
Reagenziencharge 2 generiert wurden) zur Bewertung ausgewahlt. Die RPR-Werte, die durch die
Verdinnung von 3,0 % IGH-Clan | mit jedem Mastermix generiert wurden, wurden anhand der Tabelle der
klonalen Standards bewertet, um die prozentuale Verdliinnung in die prozentuale Klonalitdt umzuwandeln.
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GemaR der Tabelle der klonalen Standards liegen die MMA-, MMB- und MMC-RPR-Werte innerhalb

des Bereichs, der dem Klonalitatsbereich von 1,0 % bis 2,5 % fir MMA (RPR-Bereich = 5,1-14,9),

1-2,5 % fur MMB (RPR-Bereich = 10,8-26,7) und 0,5-1 % fiir MMC (RPR-Wertbereich = 5,9-13,3)
entspricht. Unter Anwendung eines konservativen Ansatzes wurde die LoD fur /IGH-Clan | als 2,5 %
Klonalitat bestimmt.

Die mit MMB amplifizierte 3,0%ige-Verdinnung von /IGH-Clan 2 ist die niedrigstprozentige Verdinnung,
bei der positive Prozentwerte von > 95 % beobachtet wurde (Reagenziencharge — 100 % positiv,
durchschnittliches RPR = 8,5; Reagenzcharge 2 — 100 % positiv, durchschnittliches RPR = 8,3). Die
RPR-Werte von 8,5 und 8,3 fir MMB korrelieren mit einer Klonalitat von 1,0 % bis 2,5 % gemald der
Tabelle der klonalen Standards. Daher wird die LoD fur /IGH-Clan 2 als 2,5 % Klonalitat bestimmt.

Die niedrigstprozentige Verdinnung, bei der der Prozentsatz positiv von > 95 % flr IGH-Clan Ill beobachtet
wurde, ist die 1,0%ige Verdinnung mit MMC (100 % positiv, durchschnittliches RPR = 6,3) mit beiden
Reagenzienchargen. Unter Verwendung der Klonalitatsstandardtabelle liegt ein RPR von 6,3 innerhalb
eines Bereichs von RPR-Werten, die einem Bereich von 0,5 % bis 1,0 % Klonalitat entsprechen. Daher wird
die LoD fur IGH-Clan Il als 1,0 % Klonalitat bestimmt.

12.4.3. Da die LoD fur /IGH-Clan I, Il und lll als 2,5 %, 2,5 % und 1 % Klonalitat bestimmt wurde und ein konservativer
Ansatz angewendet wurde, wird die LoD des Assays insgesamt als 2,5 % bestimmt.

Tabelle 13. Zusammenfassung der LoD-Ergebnisse fiir Reagenziencharge 1

% MMA MMB MMC
Verdin- | valide %pos  Durch- Valide % pos Valide
Kol N schn. N N
RPR
k. A. 0,0 19 0 1,4 20 0 1,4 20 0 1,4
| 0,1 20 0 1,4 20 0 1,4 20 0 1,4
0,3 20 0 1,3 20 0 1,4 20 0 1,3
1,0 18 50,0 3,0 19 89,5 3,8 20 95,0 4,1
3,0 20 100,0 10,2 20 100,0 13,3 20 100,0 12,9
10,0 19 100,0 40,3 20 100,0 52,7 20 100,0 45,9
30,0 20 100,0 91,4 20 100,0 144,5 20 100,0 111,2
Il 0,1 20 0 1,4 20 0 1,5 20 0 1,4
0,3 20 0 1,3 20 0 1,6 20 0 1,4
1,0 19 0 13 20 50,0 2,9 20 0 13
3,0 19 0 19 20 100,0 8,5 20 0 1,4
10,0 20 100,0 6,9 20 100,0 30,7 19 0 1,3
30,0 20 100,0 28,8 20 100,0 99 20 0 1,3
m 0,1 20 0 1,4 20 0 1,4 20 0 1,3
0,3 20 0 2,0 20 0 1,5 20 0 1,9
1,0 20 100,0 5,8 20 95,0 4,4 19 100,0 6,3
3,0 20 100,0 17,5 19 100,0 14 20 100,0 19,2
10,0 20 100,0 59,3 20 100,0 52,8 20 100,0 67,6
30,0 20 100,0 113,9 20 100,0 132,5 20 100,0 147,4
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IGH- % MMA MMB MMC
€5 xs;‘;ﬂn- Valide n % pos Durch- Valide n Valide n
N klonal schn. N klonal [\ klonal
RPR

k. A. 0,0 20 0 0,0 1,4 20 0 0,0 1,4 20 0 0,0 1,4

| 0,1 20 0 0,0 1,3 20 0 0,0 1,4 20 0 0,0 1,3
0,3 20 0 0,0 1,3 20 0 0,0 1,4 20 0 0,0 1,5
1,0 20 10 50,0 3,0 19 16 84,2 3,8 19 17 89,5 3,9
3,0 18 18 100,0 9,9 20 20 100,0 | 12,8 20 20 100,0 | 13,2
10,0 20 20 100,0 37,4 20 20 100,0 | 53,7 19 19 100,0 | 46,3
30,0 20 20 100,0 90,4 20 20 100,0 | 118,7 | 20 20 100,0 | 114,9

1] 0,1 20 0 0,0 1,3 20 0 0,0 1,4 20 0 0,0 1,4
0,3 20 0 0,0 1,4 20 0 0,0 1,6 20 0 0,0 1,4
1,0 20 0 0,0 1,3 20 10 50,0 3,1 20 0 0,0 1,4
3,0 20 0 0,0 1,7 20 20 100,0 | 8,3 20 0 0,0 1,4
10,0 20 20 100,0 6,5 20 20 100,0 | 28,9 19 0 0,0 1,3
30,0 20 20 100,0 28,3 20 20 100,0 | 82,8 20 0 0,0 14

1 0,1 20 0 0,0 1,4 20 0 0,0 1,3 20 0 0,0 14
0,3 20 0 0,0 2,1 20 0 0,0 1,7 20 0 0,0 2,1
1,0 19 19 100,0 6,1 19 18 94,7 5,2 20 20 100,0 | 6,3
3,0 20 20 100,0 18,7 20 20 100,0 | 14,6 20 20 100,0 | 18,9
10,0 19 19 100,0 65,9 20 20 100,0 | 54,3 20 20 100,0 | 63,7
30,0 20 20 100,0 133,9 | 20 20 100,0 | 125,7 | 20 20 100,0 | 131,5

12.5. Analytische Spezifitat: Storsubstanzen

12.5.1.

12.5.2.

12.5.3.

Dieses Studiendesign basierte auf den CLSI-Normen EPO7-A3 und EP37-Ed1 und umfasst die Bewertung der
Wirkung von 6 verschiedenen, potenziell stérenden Substanzen, wenn sie in mit dem IdentiClone Dx /GH Assay
getesteten Proben vorhanden sind. Die getesteten Substanzen waren Bilirubin, Hdmoglobin, Cholesterin, EDTA,
Triglycerid und 70%iges Ethanol, das nach der Extraktion in gDNA-Proben gespikt wurde, da die potenzielle
Einfihrung dieser Substanz in den Assay-Arbeitsablauf nach der gDNA-Extraktion erfolgen wirde. Andernfalls
wurden die anderen Substanzen vor der gDNA-Extraktion frischen PB-Proben zugesetzt.

In dieser Studie wurden insgesamt 24 Proben von frischem (niemals eingefrorenem) peripheren Blut
verwendet, das in EDTA von gesunden Spendern (negativ/nicht-klonal) oder Spendern mit diagnostiziertem
B-Zell-Lymphoproliferationssyndrom (positiv/klonal) antikoaguliert und bis zu 7 Tage vor der gDNA-Extraktion
bei 2 °C bis 8 °C gelagert wurde. Jede Probe wurde doppelt, ungespikt oder gespikt getestet, bestehend aus

10 klonalen Proben pro Substanz und 5 nicht-klonalen Proben pro Substanz. Diese Studie wurde mit

2 Reagenzienchargen auf mehreren ABI3500xL Dx Instrumenten von mehreren Bedienern Uiber mehrere

Tage durchgefihrt.

Die Ergebnisse dieser Studie gehen aus Tabelle 15 hervor und zeigen bei den getesteten Konzentrationen keine
Stérung durch die 6 Substanzen. Alle Proben generierten den erwarteten Klonalitatsstatus (klonal oder nicht-
klonal), wenn sie ungespikt oder gespikt getestet wurden. Jede Storsubstanz wurde mit 5 nicht-klonalen und
10 klonalen Proben getestet, mit Ausnahme der Substanz Cholesterin. Cholesterin wurde mit 5 nicht-klonalen
und 11 klonalen Proben getestet und jede ungespikte und gespikte Probe wurde doppelt getestet. Insgesamt
wurden 30 Klonalitatsergebnisse fir jede Stérsubstanz vor und nach dem Spiken bestimmt, mit Ausnahme von
Cholesterin (32 abschlieRende Ergebnisse). Alle Ergebnisse des Klonalitdtsstatus, die mit gespikten Proben
erzielt wurden, stimmten mit den Ergebnissen des Klonalitatsstatus Gberein, die mit den entsprechenden
ungespikten Proben erzeugt wurden, was zeigt, dass die getesteten Substanzen bei der getesteten
Konzentration keine Storung des Assays verursachten. Der untere Grenzwert des 95-%-Konfidenzintervalls fur
die prozentuale Ubereinstimmung fiir jede Stérsubstanz lag bei oder tiber 88,4 %. (Tabelle 15)
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12.6.
12.6.1.

12.6.2.

12.6.3.

IdentiClone Dx IGH Assay

Storsubstanz
(Endgultige

Testkonzentration)

Probenart

Testergebnisse gesamt

Ungespikt  Gespikt

Tabelle 15. Prozentuale Ubereinstimmung des endgiiltigen Ergebnisses, ungespikt im Vergleich zur Stérsubstanz

Konkordantes
Gesamtergebnis?
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% Uberein-
stimmung
(95-%-Ki)3

Cholesterin Non-Clonal (Nicht-klonal) | 5 32 32 32 100,0 %
(4,0 mg/ml) Clonal (Klonal) 11 (89,1-100,0)
Triglycerid Non-Clonal (Nicht-klonal) | 5 30 30 30 100,0 %
(15,0 mg/ml) Clonal (Klonal) 10 (88,4-100,0)
Hamoglobin Non-Clonal (Nicht-klonal) | 5 30 30 30 100,0 %
100 mg/mi) Clonal (Klonal) 10 (88,4-100,0)
Bilirubin Non-Clonal (Nicht-klonal) | 5 30 30 30 100,0 %
(0,4 me/ml) Clonal (Kional) 10 (88,4-100,0)
EDTA Non-Clonal (Nicht-klonal) | 5 30 30 30 100,0 %
(5,4 mg/ml) Clonal (Kional) 10 (88,4-100,0)
70%iges Ethanol Non-Clonal (Nicht-klonal) | 5 30 30 30 100,0 %
L el=2) Clonal (Klonal) 10 (88,4-100,0)

1Zwei Replikate pro Probe, die vor und nach dem Spiken mit Stérsubstanzen getestet wurden.
2Gespikte Testergebnisse , die mit dem entsprechenden ungespikten Testergebnis aus denselben Proben tUbereinstimmten.
3 Exakte Methode (nach Clopper-Pearson).

Analytische Spezifitat: Verschleppung/Kreuzkontamination

In dieser Studie wurde die Verschleppungs- und Kreuzkontaminationsrate wahrend des Arbeitsablaufs des
IdentiClone Dx /IGH Assay bei der PCR-Einrichtung und der Analyse der Kapillarelektrophoresefragmente
bewertet. Die Tests wurden an 106 simulierten negativen Proben fir Verschleppung und 126 simulierten
negativen Proben fir Kreuzkontamination durchgefiihrt. Angesetzte negative (nicht-klonale) Proben wurden mit
100%iger IVS-0000 polyklonalen Kontrolle vorbereitet; angesetzte positive (klonale) Proben wurden mit
100%iger DNA der 1VS-0019 klonalen Kontrolle vorbereitet.

Das Plattenlayout bestand aus abwechselnden positiven und negativen Proben in einem Schachbrettmuster,
das darauf ausgelegt war, das Auftreten von Verschleppungen und Kreuzkontamination zu maximieren. Diese
Proben wurden mit Mastermix A (MMA) amplifiziert, der als reprdsentativer Mastermix ausgewahlt wurde, da
Kontamination vom Amplikonsignal und nicht vom Mastermix abhangig ist. Die Tests wurden auf mehreren
Platten mit wechselnden Probenlayouts auf 2 verschiedenen ABI 3500xL Dx Genetic Analyzers von 1 Bediener
mit 1 Reagenziencharge Uber mehrere Tage durchgefihrt.

Vor der Durchfiihrung einer Kapillarelektrophorese-Fragmentierung an Testproben wurde eine Basislinie
erstellt, indem eine Platte aus einer Liz/HIDI-Losung durch das Instrument analysiert wurde, um zu bestatigen,
dass kein kontaminierendes Signal aus friiheren Untersuchungen vorhanden war. Die Verschleppung wurde
anhand von Daten aus negativen Proben von Platten mit demselben Probenlayout (insgesamt 10 Injektionen,
106 kombinierte negative Proben) beurteilt. Alle 105 negativen Probenergebnisse, die fir die
Verschleppungsbewertung qualifiziert waren, generierten nicht-klonale Ergebnisse, und der Prozentsatz der
falschen Ergebnisse aufgrund einer Verschleppung betrégt 0,0 % (0/105) mit einem 95 % niedrigeren Kl von
96,5 %. Die Kreuzkontamination wurde anhand von Daten evaluiert, die aus negativen Proben von Platten mit
einem alternativen Probenlayout (im Vergleich zu denen, die auf Verschleppung beurteilt wurden) generiert
wurden; insgesamt 12 Injektionen, 126 kombinierte negative Proben; der Prozentsatz der falschen Ergebnisse
aufgrund einer Kreuzkontamination betragt 0,0 % (0/125) mit einem niedrigeren 95-%-Kl von 97,1 %. Von den
129 positiven Probenergebnissen waren alle klonal, mit Ausnahme von 2 unbestimmten Ergebnissen, die beide
im Vergleich zu anderen positiven Proben hohe RFU-Peaks generierten und als glltige und potenziell
kontaminierende Signale eingestuft wurden. Positive Probenergebnisse auf zwei Instrumenten ergaben

einen durchschnittlichen RPR-Wert von 100,4 und der durchschnittliche RPR-Wert negativer Probenergebnisse
auf zwei Instrumenten, die flr die Verschleppungsbewertung und Kreuzkontamination qualifiziert waren,
betrug 1,2 bzw. 1,2. (Tabelle 16)

Tabelle 16. Durchschnittliche RPR-Werte nach ABI-Instrument

ABI-Instrument N (Nein) Durchschnittliches
RPR
Klonal 1 65 97,8 30,2
2 62 103,2 36,3
Kombiniert 127 100,4 33,5
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Tabelle 16. Durchschnittliche RPR-Werte nach ABI-Instrument

Typ ABI-Instrument N (Nein) Durchschnittliches | %VK
RPR

Verschleppung 1 63 1,2 4,3

(Nicht-klonal) 5 62 12 50
Kombiniert 125 1,2 4,6

Kreuzkontamination | 1 53 1,2 43

(Nicht-klonal) 5 3 12 28
Kombiniert 105 1,2 4,6

12.7. Analytische Spezifitat: Laborinterne Prazisionsstudie

12.7.1.

12.7.2.

Die Prazision des IdentiClone Dx /GH Assay wurde ermittelt, indem dasselbe Probenpanel von 3 Bedienern ber
20 Tage auf 3 Instrumenten mit 3 Reagenzienchargen getestet wurde. Das Probenpanel bestand aus

1 negativen gDNA-Probe, die aus einem Pool negativer klinischer Proben prapariert wurde, und 6 positiven
Proben, die aus positiven klinischen Proben gDNA gemischt mit gepoolter negativer klinischer gDNA-Probe bei
1,5-facher LoD und 3X LoD prapariert wurden. Jede Probe im Panel wurde dreifach getestet und die Tests
wurden im Abstand von mindestens 20 Tagen durchgefihrt.

Alle Paneltestergebnisse stimmten mit dem erwarteten Klonalitatsergebnis tGberein (100,0 %). Die negative
Probe ergab in allen (100,0 %) Replikaten nicht-klonale Ergebnisse. Die schwach positiven Proben (1,5-fach LoD)
generierten klonale Ergebnisse bei allen (100,0 %) Replikaten und die stark positiven Proben generierten
ebenfalls klonale Ergebnisse bei allen (100,0 %) Replikaten. Der %VK des RPR-Werts, der von jedem Mastermix
erzeugt wird, ist in Tabelle 17, der von den schwach positiven Proben mit den klonalen Mastermixes erzeugt
wird, ist unten dargestellt.

12.7.2.1. RPR-Wert fir MMA, der beobachtete %VK betrug 12,2 %
12.7.2.2. RPR-Wert fir MMB, der beobachtete %VK betrug 10,5 %
12.7.2.3. RPR-Wert fiur MMC, der beobachtete %VK betrug 8,5 %

12.7.3. Die Gesamtvariation zwischen Bediener, Instrumenten, Reagenzienchargen und Variation innerhalb eines
Durchlaufs ist in Tabelle 17 dargestellt.
12.7.3.1. Die Ergebnisse des Chargenfaktors ergaben die grofSte Variabilitdt innerhalb eines Durchlaufs fur alle
Proben (durchschnittliche Variabilitat = 7,9 %; Minimum =0 % und Maximum = 42,3 %).
12.7.3.2. Die Ergebnisse des Bedienerfaktors generierten einen Durchschnitt von 3,1 % (Minimum = 0 % und
Maximum = 21,7 %).
12.7.3.3. Die dem ABI-Instrument zugeschriebene prozentuale Varianz betrug durchschnittlich 2,2 %
(Minimum =0 % und Maximum = 8,5 %).
12.7.3.4. Die Ergebnisse des intrinsischen Faktors wurden einer durchschnittlichen Varianz von 86,9 %
zugeschrieben (Minimum = 55,4 % und Maximum = 99,9 %).
12.7.4. Insgesamt stimmten alle Probentestergebnisse mit dem erwarteten Klonalitdtsergebnis tGberein (100,0 %).

Der RPR-Wert %VK betrug < 25 fir schwach positive Proben mit MMA, MMB bzw. MMC Uber 3 Bediener,
3 Instrumente und 3 Reagenzienchargen.

Tabelle 17. Variabilitat der Assayprazision (innerhalb des Labors)

P alide D ariatio D esa
: : . orhalb eine atio
Bediene enten  Reagenzie > D 6
PML | A 52 1,59 0,08 (7,7 %) 0,07 (59%) | 0,05(3,3%) 0,26 (83,2 %) 028 | 17,7
B 53 1,67 0,00 (0,0 %) 0,05 (3,3 %) 0,06 (3,7 %) 0,28 (93,0 %) 029 | 17,2
C 54 1,52 0,06 (7,1 %) 0,04 (3,4%) | 0,06(52%) 0,22 (84,3 %) 024 | 16,0
V2 | A 54 16,49 0,72 (12,8 %) 0,00 (0,0%) | 1,02 (25,7 %) 1,58 (61,5 %) 2,02 | 122
B 54 22,09 0,00 (0,0 %) 0,05(0,1%) | 0,00(0,0%) 2,16 (99,9 %) 2,16 |98
C 54 1,40 0,00 (0,0 %) 0,05(8,5%) | 0,00(0,0%) 0,17 (91,5 %) 017 | 12,4
VER I 54 1,32 0,02 (1,3 %) 0,01(0,5%) | 0,00(0,0%) 0,18 (98,2 %) 018 | 13,4
B 53 23,57 0,20 (0,7 %) 0,60(59%) | 1,53(38,0%) 1,84 (55,4 %) 247 | 105
C 53 1,38 0,04 (5,6 %) 0,00 (0,0%) | 0,00(0,0%) 0,16 (94,4 %) 017 | 121
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Tabelle 17. Variabilitat der Assayprazision (innerhalb des Labors)
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D O D esa
- - x orhalb eine atio
Bediene enten  Reagenzie D D 6
PM4 | A 53 25,94 0,56 (1,4 %) 0,00 (0,0%) | 0,00 (0,0 %) 4,72 (98,6 %) 4,76 | 183
B 54 42,10 0,14 (0,0 %) 0,00 (0,0%) | 2,41 (13,8 %) 6,04 (86,2 %) 6,50 | 154
C 52 37,59 0,00 (0,0 %) 0,41(1,6%) | 0,00 (0,0%) 3,17 (98,4 %) 320 |85
PM5 | A 54 33,44 0,00 (0,0 %) 0,00 (0,0%) | 2,05 (12,4 %) 5,46 (87,6 %) 583 | 17,4
B 54 49,18 0,00 (0,0 %) 0,78 (2,3%) | 0,00 (0,0 %) 5,03 (97,7 %) 509 | 104
C 54 1,39 0,00 (0,0 %) 0,03(2,2%) | 0,00(0,0%) 0,18 (97,8 %) 0,18 | 131
PM6 | A 52 1,34 0,01 (1,0 %) 0,00 (0,0%) | 0,00 (0,0 %) 0,14 (99,0 %) 0,14 | 106
B 54 10,82 0,27 (6,3 %) 0,00 (0,0%) | 0,40 (14,4 %) 0,95 (79,3 %) 1,06 | 938
C 54 1,37 0,00 (0,0 %) 0,04 (51%) | 0,00(0,0%) 0,16 (94,9 %) 017 | 121
PM7 | A 54 54,44 0,00 (0,0 %) 1,97 (3,6 %) | 0,00 (0,0 %) 10,13 (96,4%) | 10,32 | 19,0
B 54 93,12 0,00 (0,0 %) 0,00 (0,0%) | 10,30(42,3%) | 12,02(57,7%) | 1583 | 17,0
C 53 77,58 4,16 (21,7 %) 1,52 (2,9%) | 2,12 (57 %) 7,46 (69,7 %) 893 | 11,5

Messgenauigkeit: Multizentrische Reproduzierbarkeitsstudie
12.8.1.

12.8.2.

12.8.3.

Der Zweck dieser Studie war es, festzustellen, ob der IdentiClone Dx IGH Assay bei Tests an 3 separaten Zentren
wie vorgesehen funktioniert. Die Tests wurden an einem Panel durchgefiihrt, das 6 positive (3 niedrig-positive
und 3 mittel-positive) und eine negative Probe mit dem Prifprodukt in dreifacher Ausfiihrung enthielt, wobei

2 Bediener an 3 verschiedenen Testzentren in 5 verschiedenen Testfallen eine Reagenziencharge verwendeten.
Die negative Panelprobe wurde aus einem Pool klinischer Proben-gDNA prépariert, die zuvor als nicht-klonal fiir
IGH bestimmt wurde, und die positiven Panelproben bestanden aus klinischer Proben-gDNA (zuvor als klonal fur
IGH bestimmt), die mit negativer gepoolter klinischer Proben-gDNA bei 1,5-facher LoD (niedrig-positiv) und 3X
LoD (mittel-positiv) gemischt wurde.

Die negative Panelprobe ergab in allen glltigen Fallen (100,0 %, 88/88) an allen drei Zentren nicht-klonale
Ergebnisse. Die niedrig- und mittel-positiven Panelproben generierten in allen gultigen Fallen (100,0 %, 90/90
bzw. 100,0 %, 90/90) klonale Ergebnisse an allen drei Zentren. Die Gesamtvariation der RPR-Werte je nach
Zentrum, Bediener, Instanz, innerhalb eines Durchlaufs und dem RPR-Wert %VK fir jede Panelprobe ist in
Tabelle 18 dargestellt (dominanter Mastermix mit hochstem RPR nur fir positive PMs, alle drei Mastermixe fir
negative PM).

Insgesamt lah die prozentuale Varianz, die dem Standort zugeschrieben wurde, im Durchschnitt bei 15,4 % und
im Bereich von 0,0 % bis 50,9 %.

12.8.3.1. Die dem Bediener zugeschriebene prozentuale Varianz lag im Durchschnitt bei 0,5 % und im Bereich von
0,0 % bis 4,3 %.

12.8.3.2. Die der Testinstanz zugeschriebene prozentuale Varianz lag im Durchschnitt bei 9,9 % und im Bereich von
0,0 % bis 20,8 %.

12.8.3.3. Die % Varianz, die innerhalb eines Durchlaufs zugeschrieben wurde, lag im Durchschnitt bei 75,5 % bzw.

31,7 % bis 100,0 %.

Tabelle 18. Prazisionsvariabilitit des IdentiClone Dx /GH Assay von Zentrum zu Zentrum nach RPR-Wert

Kontrol- MM N Ubersichtsstatistik Variationstyp Gesamtva-
lentyp (Nein) riation
Min. Mittel Max. | Zwischen Zwischen Zwischen Innerhalb ») %VK
Zentren Bedienern Fallen? eines
Durchlaufs
Niedrig- A 88 | 7,00 | 2291 | 29,70 | 0,00(0,0%) 0,04 (0,0 %) 0,00 (0,0 %) 3,44 (100 %) 3,44 15,0
positiv B 90 | 15,10 | 20,16 | 27,00 | 0,78 (10,0%) | 0,00 (0,0 %) 1,09 (19,6 %) | 2,07(704%) | 2,47 12,2
c 90 | 31,10 | 54,81 | 72,20 | 2,40(10,0%) | 0,43 (0,3 %) 3,07(16,4%) | 6,50(73,3%) | 7,59 13,8
Mittel- A 90 | 30,00 | 48,81 | 75,60 | 4,71(35,1%) | 0,00 (0,0 %) 2,13 (7,2 %) 6,04 (57,7%) | 7,95 16,3
positiv B 90 | 26,00 | 38,83 | 59,10 | 2,77 (20,3%) | 0,00 (0,0 %) 2,80(20,8%) | 4,72(589%) | 6,15 15,8
C 89 | 3430 [ 98,63 | 141,4 | 17,36 (50,9%) | 5,06 (4,3 %) 8,80 (13,1%) | 13,69 (31,7%) | 2432 | 24,7
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Tabelle 18. Prazisionsvariabilitit des IdentiClone Dx /GH Assay von Zentrum zu Zentrum nach RPR-Wert

Kontrol- MM N Ubersichtsstatistik Variationstyp Gesamtva-
lentyp (Nein) riation
Min. Mittel Zwischen Zwischen Zwischen Innerhalb ») %VK
Zentren Bedienern Fallent eines
Durchlaufs
Negativ A |88 |110 |146 | 200 | 0,00(0,0%) 0,00 (0,0 %) 0,07(12,3%) | 0,20(87,7%) | 0,21 14,4
B 90 | 1,10 | 143 | 230 | 0,00(0,0%) 0,00 (0,0 %) 0,00 (0,0 %) 0,21(100%) | 0,21 15,0
¢ |9 [|110 |1243 |19 | 0,00(00%) 0,00 (0,0 %) 0,00 (0,0 %) 0,18 (100%) | 0,18 12,5

1Testdurchldufe; finf pro Zentrum.

12.9. Validierung des Assay-Arbeitsablaufs: DNA-Extraktionsstudie
12.9.1. Diese Studie liefert objektive Nachweise, dass drei gangige, kommerziell erhéltliche Extraktionsmethoden fir
genomische DNA (gDNA) eine ausreichende gDNA-Menge fiir den IdentiClone Dx IGH Assay erzeugen. Drei (3)
verschiedene, im Handel erhéltliche Extraktionsmethoden wurden bewertet: 1) Isolierung der
Siliziumdioxidsaule, 2) automatisierte Extraktion auf Magnetkugelbasis (mit King Fisher Flex) und
3) Niederschlag wurden zur Extraktion von gDNA aus peripheren Blutproben verwendet, die in EDTA von
2 eindeutigen Spendern mit lymphoproliferativer B-Zell-Diagnose (klonal) und 8 eindeutigen gesunden
Spendern (nicht-klonal) entnommen wurden. In Tabelle 19 sind die Kits nach Anbieter und
Extraktionsmethode aufgefiihrt.
Tabelle 19: Extraktionskits nach Extraktionsmethode
Methode Kitname Anbieter Extraktionsmethode
1 QlAamp DNA Blood Mini Kit (QIA) QIAGEN Siliziumdioxidmembran
2 Promega Wizard® Genomic DNA Purification Kit Promega Niederschlag
(PWIZ)
3 MagMAX DNA Multi-Sample Ultra 2.0 Kit (KFF) Thermo Fisher Magnetkugel
Scientific
12.9.2. Die Proben wurden gemaR den Anweisungen des jeweiligen Herstellers extrahiert und die resultierende gDNA
wurde mit einem UV-VIS-Spektralphotometer und NanoDrop 2000 quantifiziert. Nach der Quantifizierung
wurde die gDNA (1 Replikat pro Extraktionsmethode) mit dem IdentiClone Dx IGH Assay getestet; die
Datenanalyse erfolgte innerhalb von 48 Stunden nach der Extraktion.
12.9.3. Alle drei Extraktionsmethoden generierten nachweislich die fir den Assay erforderliche Menge an gDNA, wobei

jede Probe unabhéngig von der Extraktionsmethode > 250 ng gDNA erzeugte. Die Gesamt-gDNA-Menge wurde
aus dem Durchschnitt aus 3 Replikaten von Nanodrop-Messwerten fir jede der 10 Proben fir jede
Extraktionsmethode berechnet. (Tabelle 20) Zur Erfullung der Anforderungen fir jedes Extraktionskit wurden
verschiedene Volumina verwendet:

12.9.3.1. Das PWIZ-Kit benotigte 300 pl peripheres Blut und gDNA wurde in 100 pl eluiert, was einen Bereich von
6846,7 ng bis 26.336,7 ng Gesamt-gDNA ergab.

12.9.3.2. Das QIA-Kit benotigte 200 I peripheres Blut und gDNA wurde in 50 Jl eluiert, was einen Bereich von
2656,7 ng bis 10.963,3 ng Gesamt-gDNA ergab.

12.9.3.3. Das KFF-Kit bendtigte 300 yl peripheres Blut und gDNA wurde in 50 pl eluiert, was einen Bereich von

6795,0 ng bis 33.338,3 ng Gesamt-gDNA ergab.

Tabelle 20: Zusammenfassung der Gesamt-gDNA-Extraktion

Probennr. KFF
durchschnitt- Gesamt- Durchschnitt Gesamt- durchschnitt-
liche gDNA- gDNA gDNA gDNA liche gDNA
Konzentration (ng) Konzentration (ng) Konzentration
(ng/pl) (ng/pl) (ng/ul)

1 7230,0 144,6 19.163,3 191,6 22.101,7 442,0

2 3651,7 73,0 7593,3 75,9 10.471,7 209,4

3 2656,7 53,1 6846,7 68,5 8313,3 166,3

4 4238,3 84,8 9586,7 95,9 9535,0 190,7

5 4908,3 98,2 13.496,7 135,0 14.426,7 288,5
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Tabelle 20: Zusammenfassung der Gesamt-gDNA-Extraktion
Probennr. QlA PWIZ PWIZ- KFF

durchschnitt- Gesamt- Durchschnitt durchschnitt-
liche gDNA- gDNA gDNA liche gDNA
Konzentration (ng) Konzentration Konzentration
(ng/ul) (ng/ul) (ng/ul)

6 5496,7 109,9 13.506,7 135,1 16.171,7 3234

7 3981,7 79,6 11.896,7 119,0 14.963,3 299,3

8 4403,3 88,1 11.990,0 119,9 6975,0 139,5

9 8776,7 175,5 17.043,3 170,4 20.606,7 412,1

10 10.963,3 219,3 26.336,7 263,4 33.338,3 666,38

12.9.4. Alle 30 Replikate (10 mit 3 Extraktionsmethoden getestete Proben) generierten mindestens 250 ng gDNA
(30/30, mit einem unteren Grenzwert des 95-%-Konfidenzintervalls > 80 %). Die aus den PWIZ- und KFF-
Methoden gewonnene Gesamt-gDNA war ahnlich, da das gleiche periphere Bluteingangsvolumen (300 pl) pro
Extraktion verwendet wurde, im Vergleich zur QIA, das ein niedrigeres peripheres Bluteingangsvolumen (200 pl)
verwendete. Beim Testen mit dem IdentiClone Dx IGH Assay zeigte die extrahierte gDNA dhnliche RPR-Werte
(%VK im Bereich von 1-21 %) und konkordante Mastermix-Ergebnisse bei allen drei Extraktionsmethoden.
(Tabelle 21) Die Probenverarbeitung (einschlielich DNA-Extraktion) bis zum Ergebnis (einschliefRlich
Datenanalyse) dauerte fir alle Proben héchstens 28 Stunden.

Tabelle 21: Zusammenfassung der Ergebnisse des IdentiClone Dx /GH Assay mit den 3 Extraktionsmethoden

Probe MM oder Gesamt  QIA RPR PWIZ RPR KFF RPR %VK
PM1 A 1,5 15 1,3 7%
B 1,6 1,8 1,2 16 %
C 1,4 1,3 1,4 3%
Gesamt Nicht-klonal Nicht-klonal Nicht-klonal k. A.
PM2 A SQ-Fehler* 1,4 1,3 4%
B 1,3 1,3 1,5 7 %
C 1,8 1,1 1,4 20%
Gesamt k. A. Nicht-klonal Nicht-klonal k. A.
PM3 A 1,3 1,6 1,5 9%
B 1,5 11 1,6 15 %
C 1,8 1,2 1,2 20%
Gesamt Nicht-klonal Nicht-klonal Nicht-klonal k. A.
PM4 A Ungiiltig 1,2 1,4 8%
B 1,8 1,4 1,4 12 %
C 1,2 1,4 1,3 6 %
Gesamt k. A. Nicht-klonal Nicht-klonal k. A.
PM5 A 1,5 1,4 1,2 9%
B 1,4 11 1,5 13 %
C 1,2 1,2 1,1 4%
Gesamt Nicht-klonal Nicht-klonal Nicht-klonal k. A.
PM6 A 1,6 1,2 1,2 14 %
B 1,2 1,5 Ungiiltig 11%
C 14 1,6 1,6 6 %
Gesamt Nicht-klonal Nicht-klonal k. A k. A.
PM7 A 1,2 1,3 1,6 12 %
B 1,5 1,7 1,3 11%
C 1,7 1,4 1,2 14 %
Gesamt Nicht-klonal Nicht-klonal Nicht-klonal k. A.
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Probe MM oder Gesamt QIA RPR PWIZ RPR KFF RPR %VK
PMS8 A 1,3 1,2 Ungiiltig 4%
B 1,5 1,7 1,5 6 %
C 1,3 1,3 1,6 10 %
Gesamt Nicht-klonal Nicht-klonal k. A k. A.
PM9 A 1,7 1,3 1,6 11%
B 66,3 112,8 86,9 21%
C 76,5 65,9 71,5 6 %
Gesamt Klonal Klonal Klonal k. A.
PM10 A 145,9 185,7 165,9 10 %
B 196,7 192,6 196,9 1%
C 233,2 199,1 216,5 6 %
Gesamt Klonal Klonal Klonal k. A.

*Wurde nicht erneut getestet.
N. zutr. = Nicht zutreffend

12.10. Validierung des Assay-Arbeitsablaufs: DNA-Eingabestudie

12.10.1.

12.10.2.

IdentiClone Dx IGH Assay

Zweck dieser Studie ist es, objektive Nachweise fiir die gDNA-Eingabeanforderungen fir den IdentiClone Dx IGH
Assay zu liefern. Die Bewertung von 5 verschiedenen gDNA-Eingabemengen (500 ng, 250 ng, 200 ng, 125 ng
und 25 ng) wurde mit dem IdentiClone Dx /IGH Assay an 10 klinischen Proben (5 mit positiver klinischer Diagnose
und 5 mit negativer klinischer Diagnose einer B-Zell-Lymphoproliferation) durchgefihrt. Die Konzentration aller
gDNA-Proben wurde mit demselben Nanodrop 2000 Spektralphotometer gemessen. Die Tests wurden in
doppelter Ausfiihrung Gber 6 Durchldufe auf 1 ABI 3500xL Dx Instrument von 1 Bediener mit 1
Reagenziencharge tUber mehrere Tage durchgefiihrt.

Von den 100 moglichen Klonalitatsstatusergebnissen (10 Proben wurden doppelt fir 5 verschiedene
Eingabebedingungen getestet) ergaben 96 Gesamtergebnisse (unter Verwendung aller 3 Mastermixe). Die

4 Proben, die keine Gesamtergebnisse generierten, enthielten den niedrigsten DNA-Eingabespiegel (25 ng), bei
dem Replikate aufgrund einer niedrigen Amplifikation in einem oder mehreren Mastermixen ungtltige
Ergebnisse aufwiesen. Die wahrscheinliche Ursache dieser ungiiltigen Ergebnisse ist ein unzureichende
DNA-Eingabe, daher wurden diese unglltigen Ergebnisse nicht erneut getestet. Von den insgesamt 96 erzielten
Ergebnissen stimmten 95 mit den erwarteten Ergebnissen Uberein; die Gesamtlbereinstimmung betragt

99,0 %; Tabelle 22 zeigt die Ubereinstimmung der Ergebnisse des Klonalititsstatus pro Panelprobe und
DNA-Eingabekonzentration. Das 1 diskordante Ergebnis trat in PMQ9 auf, das den niedrigsten DNA-Input-Spiegel
(25 ng) enthielt; ein Replikat dieser erwarteten nicht-transparenten Panelprobe ergab mit Mastermix B das
Ergebnis Clonal (Klonal), was einen RPR-Wert von 3,2 erzeugte, der (ber dem Assay-Grenzwert von 3,0 liegt.
Dieses diskordante Ergebnis war moglicherweise auf die niedrige DNA-Eingabe zuriickzufihren, die
moglicherweise die Hintergrundpeak-RFU (den Nenner fir die RPR-Berechnung) um mehr als die RFU des
hochsten Peaks (den Zahler fir die RPR-Berechnung) reduziert hat, wodurch das RPR kinstlich in die Hohe
getrieben wurde, sodass es leicht Gber dem Grenzwert-RPR von 3,0 lag. Von den 20
Klonalitatsstatusergebnissen, die mit der vorgesehenen DNA-Eingabe (250 ng) generiert wurden, stimmten

alle mit den erwarteten Ergebnissen Uberein. Die Gesamtergebniskonkordanz fir die vorgesehene
DNA-Eingabekonzentration betragt 100,0 %.

Tabelle 22: Gesamtergebnis-Konkordanz

Panelprobe @ Erwartete Gesamtergebnis-Konkordanz

Klonalitat 500 ng 250 ng

(Vorgesehen)

PMO1 Clonal (Klonal) | 100% (2/2) | 100%(2/2) | 100% (2/2) | 100 % (2/2) | 100 % (2/2)
PMO2 Clonal (Klonal) | 100% (2/2) | 100%(2/2) | 100% (2/2) | 100 % (2/2) | 100 % (2/2)
PMO3 Clonal (Klonal) | 100% (2/2) | 100%(2/2) | 100% (2/2) | 100 % (2/2) | 100 % (2/2)
PMO4 Clonal (Klonal) | 100% (2/2) | 100%(2/2) | 100% (2/2) | 100 % (2/2) | 100 % (2/2)
PMO5 Clonal (Klonal) | 100% (2/2) | 100%(2/2) | 100% (2/2) | 100 % (2/2) | 100 % (2/2)
PMO6 Non-Clonal 100% (2/2) | 100% (2/2) | 100% (2/2) | 100 % (2/2) | k. A.

(Nicht-klonal)
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Tabelle 22: Gesamtergebnis-Konkordanz

Panelprobe Erwartete Gesamtergebnis-Konkordanz
Klonalitat 500 ng 250 ng
(Vorgesehen)
PMO7 Non-Clonal 100% (2/2) | 200%(2/2) | 100% (2/2) | 100% (2/2) | k. A.
(Nicht-klonal)
PMOS Non-Clonal 100% (2/2) | 100% (2/2) | 100% (2/2) | 100 % (2/2) | 100 % (2/2)
(Nicht-klonal)
PMO09 Non-Clonal 100% (2/2) | 200%(2/2) | 100% (2/2) | 100 % (2/2) | 50 % (1/2)
(Nicht-klonal)
PM10 Non-Clonal 100% (2/2) | 100% (2/2) | 100% (2/2) | 100 % (2/2) | 100 % (2/2)
(Nicht-klonal)
Gesamt 100 % 100 % 100 % 100 % 93,8 %
(20/20) (20/20) (20/20) (20/20) (15/16)

12.11. Validierung des Assay-Arbeitsablaufs: Aquivalenz: 3500xL gegeniiber 3500xL Dx

12.11.1. Diese Studie zeigt, dass die Ergebnisse des IdentiClone Dx /GH Assay bei Verwendung von zwei verschiedenen
Versionen eines dhnlichen Instruments gleichwertig sind:
12.11.1.1.  Der Applied Biosystems 3500xL Genetic Analyzer (RUO) und
12.11.1.2.  der Applied Biosystems 3500xL Dx Genetic Analyzer (CE-IVD)
12.11.2.  Proben, die aus 15 Amplikonen aus 10 klonalen und 5 nicht-klonalen Proben bestanden (zusatzlich zu den
Amplikonen der zugehdérigen Durchlaufkontrollen), wurden mit dem IdentiClone Dx IGH Assay auf jeweils
5 verschiedenen ABI 3500 Instrumenten (2 RUO und 3 CE-IVD) getestet.
12.11.3. Insgesamt wurden 75 giltige Ergebnisse von den 5 verschiedenen Instrumenten (15 Amplikons x 1 Replikat
x 5 Instrumente) generiert. Diese Ergebnisse wurden weiter evaluiert, um das relative Peak-Verhiltnis (RPR),
die Ergebnisse des Klonalitdtsstatus, das durchschnittliche RPR nach Instrumententyp und die durchschnittliche
RPR-Differenz zwischen Instrumententypen zu berechnen. (Abbildung 12)
12.11.4. Die mit den 15 Amplikons (10 klonal/positiv und 5 nicht-klonal/negativ) erzielten Testergebnisse entsprachen

100 % den erwarteten Ergebnissen auf allen 5 Instrumenten. Die von den positiven Amplikons generierten RPR-
Werte lagen im Bereich von 17,0-97,0 und die von den negativen Amplikons generierten RPR-Werte im Bereich
von 1,2—-1,6. Eine Differenz von maximal 61,9 % wurde aus den durchschnittlichen RPR-Werten berechnet, die
von den verschiedenen Instrumenten erzeugt wurden. Dies kann jedoch auf einen , AusreifRer” des RUO-
Testergebnisses zurlickgefuhrt werden, das im Vergleich zu den Ergebnissen der anderen vier Instrumente
einen signifikant niedrigeren RPR-Wert ergab (40,1 im Vergleich zu 70,4, 78,0, 93,3, 97,0 bzw. 78,0). Da es sich
bei diesem Amplikon um ein hoch positives Amplikon handelt (hohe Klonalitat in %), ist es unwahrscheinlich,
dass es beim Testen auf einem Instrumententyp einen Unterschied im klonalen Statusergebnis verursacht. Die
hochste beobachtete prozentuale Differenz fur die verbleibenden positiven und negativen Amplikons betrug
18,1 % bzw. 4,2 %. Insgesamt zeigen die 100,0 % konkordanten Ergebnisse der 5 verschiedenen Instrumente,
dass die Leistung des IdentiClone Dx IGH Assay auf den Genanalysatoren ABI 3500xL Dx und ABI 3500xL
gleichwertig ist.

Abbildung 12: Von jedem Amplikon erzeugte RPR-Werte, nach Instrumententyp (CE-IVD gegeniiber RUO), pro Instrumenten-ID
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Klinische Validierung
12.12.1.  Uberblick tiber die klinische Pivot-Genauigkeitsstudie

12.12.1.1.

12.12.1.2.

Diese Pivot-Genauigkeitsstudie wurde konzipiert, um die Gleichwertigkeit der klinischen Leistung zwischen
dem IdentiClone Dx IGH Assay (dem Prifprodukt) und einem Vergleichsprodukt bei retrospektiver und
restlicher anonymisierter DNA zu bewerten, die aus Proben aus peripherem Blut (PB) von Personen mit
Verdacht auf B-Zell-Lymphoproliferationen extrahiert wurde. Das Vergleichsprodukt ist ein im Handel
erhaltlicher IVD-Assay (zum Zeitpunkt der Studie), der NGS zum Nachweis von klonalen IGH-
Genumlagerungen (Referenzassay) anwendet, wobei der Verwendungszweck dem Priifprodukt, dem
IdentiClone Dx IGH Assay, bei demselben Probentyp dhnelt.

Der IdentiClone Dx IGH Assay wurde von Invivoscribe als In-vitro-Diagnostikum entwickelt, das fir den
qualitativen kapillaren Elektrophorese-basierten Nachweis von klonalen Immunglobulin-Starkketten(/GH)-
Genumanordnungen in genomischer DNA, die aus peripherem Blut von Patienten mit vermuteter
Lymphoproliferation extrahiert wurde, bestimmt ist. Der Referenzassay verwendet die NGS-Technologie,
um klonale IGH Vh-Ju-Reanordnungen, die zugehorigen DNA-Sequenzen der Vu-Ju-Region und die
Haufigkeitsverteilung der Nutzung von Vi- und Ju-Regionssegmenten zu identifizieren.

12.12.2. Studienziele

12.12.2.1.

Die Ziele dieser Pivotal-Genauigkeitsstudie waren 1) der Nachweis der Ubereinstimmung zwischen den
Ergebnissen des IdentiClone Dx IGH Assay und des Referenzassays durch Bewertung der positiven und
negativen prozentualen Ubereinstimmung zwischen den beiden Assays und 2) die Einschatzung der
Beziehung zwischen Krankheitsdiagnosen und dem Nachweis der Klonalitat.

12.12.3. Patientenpopulation

12.12.3.1.

Insgesamt wurden 303 Proben in die Studie aufgenommen; 54 Proben waren jedoch nicht fiir einen
Vergleich zwischen dem Referenzassay und dem Prifrodukt (IdentiClone Dx IGH Assay) geeignet. Von
diesen wurden 4 Proben nicht an das Testzentrum geschickt und 50 Proben waren entweder nicht
ausreichend (Quantity Not Sufficient, QNS) oder hatten Ergebnisse, die mit mindestens einem Assay nicht
bewertet werden konnten, sodass sie fir die Aufnahme in die Vergleichsanalyse ungeeignet waren. Die
Gbrigen 249 Proben bestanden aus zwei Analysepopulationen, 1) einem Analyseset mit gesunden
Probanden (n=249), das DNA aus peripherem Blut von Probanden mit Verdacht auf lymphoproliferative
Erkrankung mit negativen B-Zell-Klonalitdtsergebnissen oder aus normalen, gesunden peripheren
Blutproben extrahierte DNA enthielt, und 2) einem Analyseset ohne gesunde Probanden (n=203), das
DNA-Proben von Patienten mit Diagnose einer lymphoproliferativen B-Zell-Erkrankung enthielt.

12.12.3.1.1.  Alle in die Studie aufgenommenen Studienteilnehmer (Proben) wurden in das Aufnahmeset (ES)

aufgenommen. Die Ubereinstimmungsanalyse zwischen dem IdentiClone Dx /GH Assay und dem
Referenzassay verwendete die ES-Population.

12.12.3.1.2.  Der primdre Analysesatz (Primary Analysis Set, PAS) umfasst Proben aus der Population mit

positiven, negativen oder ungultigen/nicht bestimmbaren Ergebnissen aus den Ergebnissen des
IdentiClone Dx /GH Assay und positiven oder negativen Ergebnissen aus der Referenzmethode.

12.12.4. Auswahl von Patienten und Aliquots fir den IdentiClone Dx IGH Assay

12.12.4.1.

12.12.4.2.

Das Studiendesign verwendete anonymisierte restliche DNA-Proben aus klinischen Tests und war daher
von der Notwendigkeit der Einwilligung einzelner Studienteilnehmer ausgenommen.

Es wurde nur eine Probe pro Studienteilnehmer in den abschlieRenden Analysesatz aufgenommen, der zur
Beurteilung der primaren Ziele verwendet wurde.

12.12.5. Sicherheitsanalyse

12.12.5.1.

Es wird nicht erwartet, dass der IdentiClone Dx IGH Assay ein direktes Risiko fur die Sicherheit der
Probanden darstellt, und es wurden keine Behandlungsentscheidungen basierend auf den Ergebnissen des
IdentiClone Dx IGH Assay getroffen.

12.12.6.  Wirksamkeit

12.12.6.1.

Primare klinische Validierung des IdentiClone Dx IGH Assay

12.12.6.1.1.  Die priméare Absicht dieser klinischen Studie begriindet die Ubereinstimmung zwischen dem

Prifprodukt (IdentiClone Dx IGH Assay) und einem Referenzassay (einem handelsiblichen IVD-
Assay [zum Zeitpunkt der Studie], der NGS zum Nachweis von klonalen IGH-Genumlagerungen
anwendet, wobei der Verwendungszweck dem Priifprodukt dhnelt).

12.12.6.1.2.  Die Ubereinstimmung zwischen dem Priifprodukt (IdentiClone Dx /GH Assay) und den

IdentiClone Dx IGH Assay

Klonalitatsergebnissen des Referenzassays ist in Tabelle 23. Von den 249 mit der Referenzmethode
auswertbaren evaluierbaren Proben berichteten 243 dasselbe Ergebnis mit beiden Methoden.
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Tabelle 23: Ubereinstimmung zwischen dem IdentiClone Dx /GH Assay (IUO) und
dem Referenzassay (IVD), einschlieBlich gesunder Probanden

IdentiClone Dx /GH Assay Referenztest (IVD)

(Vo) Gesamt

+

Gesamt

In Tabelle 24 ist die Ubereinstimmung basierend auf der Ubereinstimmung zwischen den
Klonalitatsergebnissen des IdentiClone Dx /GH Assay (IUO) und des NGS-basierten Referenzassays
(IVD) aufgefluhrt. Von den 249 getesteten auswertbaren Proben stimmten 114 der 115 negativen
(-) Proben zwischen beiden Methoden Uberein, 129 von 134 der positiven (+) Proben stimmten
Uberein, wobei die NPA 99,1 % und die PPA 96,3 % betrug. Der untere Grenzwert des 95-%-
Konfidenzintervalls (KI) fir die NPA betragt 95,3 %, wahrend der untere Grenzwert des 95-%-KI fur
die PPA 91,5 % betrégt; in Tabelle 24 ist die Ubereinstimmung zwischen dem Priifprodukt und der
Referenzmethode beschrieben. Die positiven und negativen Wahrscheinlichkeitsquotienten sind in
Tabelle 25 aufgefiihrt.

Tabelle 24: Ubereinstimmung zwischen dem Priifprodukt und dem Referenzassay

Mal der

Ubereinstimmung
NPA

Prozentuale

95-%-KI*

Ubereinstimmung (n/N)

99,1 % (114/115)

(95,3 %, 100,0 %)

PPA

96,3 % (129/134)

(91,5 %, 98,8 %)

1 Das 95-%-KI wird mittels der exakten Methode (nach Clopper-Pearson) berechnet.

Tabelle 25: Wahrscheinlichkeitsquotient zwischen dem IdentiClone Dx /GH Assay
und dem Referenzassay (IVD), einschlieflich gesunder Probanden

Negativer Wahrscheinlichkeitsquotient

Positiver Wahrscheinlichkeitsquotient

110,709 0,038

Tabelle 26 zeigt die Ubereinstimmung zwischen den Klonalititsergebnissen des Prifprodukts und
des Referenzassays ohne gesunde Probanden. Von den 203 evaluierbaren Proben, die mit der
Referenzmethode auswertbar waren, berichteten 197 dasselbe Ergebnis mit beiden Methoden.

Tabelle 26: Ubereinstimmung zwischen dem IdentiClone Dx /GH Assay (IUO) und dem
Referenzassay (IVD), ausgenommen gesunde Probanden

IdentiClone Dx /GH Assay NGS-basierter Referenzassay (IVD)
(luo) -

+

Gesamt

Die Konkordanz basiert auf der Ubereinstimmung zwischen dem Priifprodukt und dem
Referenzassay unter Ausschluss gesunder Probanden (Tabelle 27). Von den 203 getesteten
auswertbaren Proben stimmten 69 der 70 negativen (-) Proben zwischen beiden Methoden
Uberein, 128 von 134 der positiven (+) Proben stimmten {berein, bei einer NPA von 98,6 % und
einer PPA von 96,2 %. Der untere Grenzwert des 95-%-KI fir die NPA betragt 92,3 %, wahrend der
untere Grenzwert des 95-%-KI fur die PPA 91,4 % betrédgt. Die positiven und negativen
Wahrscheinlichkeitsquotienten sind in Tabelle 28.

Tabelle 27: Ubereinstimmung zwischen dem IdentiClone Dx /GH Assay (IUO) und dem
Referenzassay (IVD), ausgenommen gesunde Probanden

Mal der

Ubereinstimmung
NPA

Prozentuale Ubereinstimmung
(n/N)
98,6 % (69/70)

95-%-KI*

(92,3 %, 100,0 %)

PPA

96,2 % (128/133)

(91,4 %, 98,8 %)

1Das 95-%-KI wird mittels der exakten Methode (nach Clopper-Pearson) berechnet.
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Tabelle 28: Wahrscheinlichkeitsquotient zwischen dem IdentiClone Dx /GH Assay und
dem Referenzassay (IVD), ausgenommen gesunde Probanden

Positiver Wahrscheinlichkeitsquotient Negativer Wahrscheinlichkeitsquotient

67,368 0,038

12.12.7.  Schlussfolgerungen
12.12.7.1.  Diese klinische Bewertung des IdentiClone Dx IGH Assay bestatigt, dass das Prifprodukt klonale Ereignisse
im Immunglobulin-Schwerkettengen (/IGH-Gen) genau nachweist.
12.12.7.2.  Diese Pivot-Genauigkeitsstudie liefert einen dokumentierten Nachweis dafir, dass das Prifprodukt und
die Referenzmethode (Vergleichsprodukt) dhnliche Nachweisraten fur klonale /GH-Ereignisse aufweisen.
Die priméaren Ubereinstimmungsziele wurden auf 70 % eines unteren Grenzwerts eines 95-%-K| sowohl fiir
NPA als auch fur PPA festgelegt, da diese beiden Technologien recht unterschiedlich sind. Die
Studienergebnisse belegen jedoch, dass diese beiden Technologien klonale Ereignisse mit einer sehr
ahnlichen Rate identifizieren.
12.12.7.3.  Mit beiden Methoden wurde restliche anonymisierte DNA, die aus Proben aus peripherem Blut (PB) von
Personen mit Verdacht auf lymphoproliferative B-Zell-Erkrankungen extrahiert wurde, getestet. Eine
Untergruppe von 249 Proben erzielte auswertbare Ergebnisse mit beiden Assays und das
Akzeptanzkriterium der Studie wurde erfullt:
12.12.7.3.1. Der untere Grenzwert des exakten 95-%-KI der NPA musste groRer oder gleich 70 % sein.
Der untere Grenzwert betrug 95 %.
12.12.7.3.1.1. Die diagnostische Spezifitdt wurde mit 0,991 berechnet.
12.12.7.3.1.2. Negativer Wahrscheinlichkeitsquotient: 0,038

12.12.7.3.2. Der untere Grenzwert des exakten PPA-95-%-KI war gréer oder gleich 70 %. Der untere Grenzwert
betrug 92 %.
12.12.7.3.2.1. Diagnostische Sensitivitdt, berechnet auf 0,963.
12.12.7.3.2.2. Positiver Wahrscheinlichkeitsquotient 110,709

12.12.7.4.  Bei der Prifmethode gab es ein falsch-positives und funf falsch-negatives Ergebnis.

12.12.7.5.  Diese klinische Bewertung des IdentiClone Dx IGH Assay bestatigt, dass das Prifprodukt klonale Ereignisse
im IGH-Gen genau nachweist.

12.12.7.6.  Wahrend der Durchfihrung dieser Studie wurden keine Sicherheitsbedenken festgestellt.
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= |dentiClone Dx IGH Software Instructions for Use — English (Invivoscribe E@: 310000)
= ABI 3500xL Dx Genetic Analyzer User Manual (Thermo Fisher: 100079380 Revision D)
= ABI 3500xL Genetic Analyzer User Manual (Thermo Fisher: 4401661 Revision C)

Technischer Support und Kundendienst

Vertreter des technischen und Kundendiensts stehen montags bis freitags zur Verfligung, um Anfragen per Telefon, E-Mail
oder Uber die Webseite zu beantworten.

Invivoscribe, Inc
10222 Barnes Canyon Road | Building 1 | San Diego, CA | 92121-2711 | USA

Website: www.invivoscribe.com | Geschdftszeiten: 7:00 Uhr bis 17:00 Uhr PST/PDT
Telefon: +1858 224-6600 | Fax: +1 858 224-6601

Technischer Kundendienst: support@invivoscribe.com | Kundendienst: sales@invivoscribe.com
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15. Symbole

Die folgenden Symbole werden fir die Beschriftung dieses Produkts verwendet:

Katalognummer Tag-DNA-Polymerase
Reagenzvolumen IGH IGH-Positivkontrolle
Chargennummer Negativkontrolle

vl lg ~ B F &

Lagerbedingungen |CONTROL‘ NTC| Nicht-Template-Kontrolle (NTC)
Individuelle Geratekennung IGH FR1 MMA IGH FR1 (Mastermix A)
Verfallsdatum IGH FR2 MMB IGH FR2 (Mastermix B)

’f:ilf‘ Vor Licht schitzen IGH FR3 MMC IGH FR3 (Mastermix C)
Hersteller Gebrauchsanweisung beachten

C € Européische Konformitat Bevollmdchtigter Schweizer Vertreter

) ) . Autorisierter Vertreter in der

In-vitro-Diagnostikum .
Européaischen Gemeinschaft

Verantwortliche Person im Vereinigten

Konigreich

m o

16. Haftungshinweis

Rechtliche Hinweise zu diesem Produkt finden Sie unter: https://invivoscribe.com/legal-notices/

17. Versionsverlauf

Tabelle 29: Revisionsverlauf des IdentiClone Dx /GH Assay und Validierung durch benannte Stelle

Revision der Ausgabedatum  Beschreibung der Anderung Von der Benannten Stelle validierte
Gebrauchsanweisung Revision
H Dezember Erste Freigabe zur Einreichung bei der MJa
2025 Benannten Stelle. Validierungssprache: Englisch
CINein
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	8.3.8. 20 µl Hi-Di Formamide in alle leeren Wells innerhalb der 24-Wells-Injektion geben.
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	8.4.3. Die Ergebnisgruppe des IdentiClone Dx IGH Assay in das ABI-Instrument importieren.
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	8.5.1.6. Auf Assign Plate Contents (Platteninhalt zuweisen) klicken.
	8.5.1.7. Auf Import (Importieren) klicken.

	8.5.2. Sicherstellen, dass die korrekten Plattenbeschickungsattribute importiert wurden.
	8.5.2.1. Die mit der IdentiClone Dx IGH Software erstellte ABI-Plattenbeschickung (CSV) öffnen.
	8.5.2.1.1. Sicherstellen, dass alle Proben- und Kontrollwells korrekt benannt sind und jedem Well der korrekte Assay (Assay), die korrekte File Name Convention (Dateinamenkonvention) und die korrekte Results Group (Ergebnisgruppe) zugewiesen sind (sie...

	8.5.2.2. Wenn die Plattenbeschickung nicht mit der vorgesehenen Einrichtung übereinstimmt, eine neue ABI-Plattenbeschickungsdatei beginnend mit Abschnitt 8.5.1 erstellen.
	8.5.2.3. Alle Wells auswählen, die keine Reaktion (Probe oder Kontrolle) enthalten, mit der rechten Maustaste klicken und Delete (Löschen) wählen, um die Erzeugung von Ergebnissen zu verhindern.
	8.5.2.4. Auf Save Plate (Platte speichern) klicken und dann auf Link Plate for Run (Platte für Durchlauf verknüpfen) klicken.

	8.5.3. Die Platte auf dem ABI 3500xL Dx oder ABI 3500xL Genetic Analyzer analysieren.
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	8.5.3.2.1. Sicherstellen, dass der Durchlauf begonnen hat; sicherstellen, dass der Hintergrund des Probensatzes in der ersten Injektion auf der Plattenanzeige grün wird.


	8.5.4. Durchlaufdaten für die Analyse vorbereiten
	8.5.4.1. Nach dem ABI-Durchlauf überprüfen, ob der Durchlauf ohne Fehler abgeschlossen wurde, und zum Dateispeicherort navigieren, der die Durchlaufergebnisse im FSA-Format enthält.
	8.5.4.1.1. Die FSA-Dateien an den gleichen Speicherort kopieren, der die von der Software generierten LIVS-Dateien enthält.
	8.5.4.1.2. Mit der Datenanalyse mit der IdentiClone Dx IGH Software fortfahren, siehe Abschnitt Result Analysis (Ergebnisanalyse) in der entsprechenden Software-Gebrauchsanweisung.

	8.5.4.2. Die Platte von der Basis des ABI-Instruments entfernen und entsorgen.


	8.6. Qualitätskontrolle

	9. Interpretation der Ergebnisse
	9.1. Software-Prüfpunkte
	9.1.1. Durchlaufkontrollen werden evaluiert, um die Gültigkeit des Durchlaufs zu bestimmen.
	9.1.1.1. Ein gültiger Durchlaufstatus erfordert, dass die 3 Arten von Durchlaufkontrollen (Positiv, Negativ und Nicht-Template) gültige Ergebnisse erzeugen; andernfalls ist der Durchlaufstatus ungültig.
	9.1.1.2. Alle Probennamen-Ergebnisse (Sample Name), die in einem ungültigen Durchlauf enthalten sind, werden automatisch als ungültig betrachtet und die Analyse wird nicht fortgesetzt.

	9.1.2. Probennamen-Ergebnisse (Sample Name) eines gültigen Durchlaufs werden auf Gültigkeit (pro einzelnem Mastermix) bewertet.
	9.1.2.1. Ein ungültiges Probennamen-Ergebnis (Sample Name) wird nicht mit der weiteren Analyse fortgesetzt (d. h. Mastermix-Klonalitätsstatus).

	9.1.3. Gültige Probennamen-Ergebnisse (Sample Name) werden auf Klonalität (pro einzelnem Mastermix) bewertet.
	9.1.3.1. Clonal (Klonal)
	9.1.3.2. Non-Clonal (Nicht-klonal)
	9.1.3.3. Indeterminate (Unbestimmt)

	9.1.4. Gültige Probennamen-Ergebnisse (Sample Name) für alle 3 Mastermixe werden beurteilt, um den Probenklonalitätsstatus (Probenkennungs-Ergebnis (Sample ID)) zu bestimmen, siehe Abbildung 10.
	9.1.4.1. Wenn eines oder mehrere Probennamen- (Sample Name) (oder Proben-Mastermix-)Ergebnisse klonal sind, lautet das Probenkennungs-Ergebnis (Sample ID) Clonal (klonal).
	9.1.4.2. Wenn alle Probennamen- (Sample Name) (oder Proben-Mastermix-)Ergebnisse nicht-klonal sind, lautet das Probenkennungs-Ergebnis (Sample ID) Non-Clonal (nicht-klonal).
	9.1.4.3. Wenn die Probennamen- (Sample Name) (oder Proben-Mastermix-)Ergebnisse eine Mischung aus Unbestimmt- und Nicht-klonal-Ergebnissen (Indeterminate bzw. Non-Clonal) sind, ist das Probenkennungs-Ergebnis (Sample ID) Indeterminate (Unbestimmt).
	9.1.4.4. Wenn ein Probennamen- (Sample Name) oder Proben-Mastermix-Ergebnis ungültig ist und andere Ergebnisse nicht-klonal oder unbestimmt sind, ist das Probenkennungs-Ergebnis (Sample ID) ungültig.
	9.1.4.4.1. Ungültige Probennamen- (Sample Name) (oder Proben-Mastermix-)Ergebnisse eines gültigen Durchlaufs können gemäß Abschnitt 0 erneut getestet werden, um den Klonalitätsstatus der Sample ID (Probenkennung) aufzulösen.




	10. Erneute Tests, falls zutreffend
	10.1. Ungültige Durchläufe
	10.1.1. Ein Durchlauf, bei dem eine der Kontrollen die Gültigkeitskriterien nicht erfüllt, ist ein Invalid Run (Ungültiger Durchlauf). Den Durchlauf mit allen Proben, Positivkontrolle, Negativkontrolle und NTC wiederholen. Jeder Mastermix wird unabhän...
	10.1.2. Den Durchlauf gemäß der zugehörigen Software-Gebrauchsanweisung wiederholen, basierend auf dem/den Fehlercode(s), der/die im Durchlaufbericht der IdentiClone Dx IGH Software aufgeführt ist/sind.

	10.2. Ungültige Proben in einem gültigen Durchlauf
	10.2.1. Wenn die Ergebnisse eines der Mastermixe Clonal (klonal) sind (innerhalb eines gültigen Durchlaufs), ist kein Wiederholungstest erforderlich.
	10.2.2. Wenn die Ergebnisse aller Mastermixe Non-Clonal (Nicht-klonal) sind (innerhalb gültiger Läufe), ist kein Wiederholungstest erforderlich.
	10.2.3. Wenn die Ergebnisse aller Mastermixe Non-Clonal (Nicht-klonal), Indeterminate (Unbestimmt) und Invalid (Ungültig) sind, die Sample Names (Probennamen) mit dem Ergebnis Invalid (Ungültig) und die zugehörigen Durchlaufkontrollen gemäß dem Fehler...

	10.3. Fehlerbeschreibungen und Testwiederholung

	11. Verfahrenseinschränkungen
	12. Leistungseigenschaften
	12.1. Proben- und Probenvalidierungen – Stabilität der Proben
	12.1.1. Diese Studie liefert eine Validitätsbewertung des Probentyps zur Unterstützung der vorgeschlagenen Angaben in der Gebrauchsanweisung; das Prüfprodukt ist für mit EDTA antikoaguliertes peripheres Blut validiert. Der Zweck dieser Studie ist die ...
	12.1.2. Tabelle 8 enthält das Testergebnis für jedes getestete Replikat der 15 Proben. Alle Probentestergebnisse (2 Replikate für jede der 15 Proben) waren gültig (100,0 % Probenvaliditätsrate, 30/30). Beide Replikate jeder nicht-klonalen und klonalen...
	12.1.2.1. Die Ergebnisse dieser Studie haben ergeben, dass die Stabilität des mit EDTA-Probentyp antikoagulierten peripheren Bluts bei Lagerung bei 2  C bis 8  C oder Raumtemperatur (15  C bis 30  C) für die Verwendung mit dem IdentiClone Dx IGH Assay...


	12.2. Klinischer Grenzwert
	12.2.1. Diese Studie führt eine vergleichende Beurteilung der historischen Daten aus dem IdentiClone Dx IGH Assay mit klinischen Proben durch, die zuvor als positiv für klonale IGH-Genumlagerungen identifiziert wurden, um den klinischen Grenzwert des ...
	12.2.2. Insgesamt wurden die Ergebnisse von 170 Proben bewertet. Der erste Datensatz umfasste 114 Proben, die sowohl mit dem Referenzassay (IVD) als auch mit dem IdentiClone Dx IGH Assay (IUO) ein gültiges Ergebnis generierten; diese wurden auf prozen...
	12.2.2.1. Der erste Datensatz aus 114 Proben verglich die mit dem IdentiClone Dx IGH Assay erzielten Klonalitätsergebnisse mit dem Referenzassay, wobei der RPR-Wert auf ≥ 3,0 als Grenzwert eingestellt wurde. OPA, PPA und NPA gegenüber dem Referenzassa...
	12.2.2.2. Der zweite Datensatz bestand aus 145 Proben und verglich eine bekannte klinische Diagnose (ICD-10-Code oder gesunder Status) mit den mit dem IdentiClone Dx IGH Assay generierten Klonalitätsergebnissen unter Verwendung eines RPR-Werts von ≥ 3...

	12.2.3. Die mit dem IdentiClone Dx IGH Assay erzielten klinischen Probentestergebnisse zeigen eine hohe Übereinstimmung mit den Referenzmethoden, wobei der RPR-Wert des klinischen Grenzwerts auf ≥ 3,0 gesetzt wird, was auch der RPR-Grenzwert zur Besti...

	12.3. Analytische Empfindlichkeit Leerwertgrenze (LoB)
	12.3.1. In dieser Studie wird die Leerwertgrenze (Limit of Blank, LoB) für den IdentiClone Dx IGH Assay ermittelt, indem 20 Proben von nicht-klonalen Spendern (jeweils 3 Replikate) mit 2 Reagenzienchargen auf mehreren ABI 3500xL Dx Genetic Analyzers v...
	12.3.2. Alle (100 %) der getesteten LoB-Testpanelproben waren nicht-klonal (negativ) mit einem RPR < 3,0. Das höchste beobachtete RPR (2,9) wurde durch Testung einer negativen klinischen Probe mit MMA, Reagenziencharge 2, generiert. Für jede Reagenzie...

	12.4. Analytische Empfindlichkeit Nachweisgrenze (LoD)
	12.4.1. Diese Studie legt eine Nachweisgrenze (Limit of Detection, LoD) für den IdentiClone Dx IGH Assay fest, indem sie objektive Nachweise aus Ergebnissen liefert, die mit klinischer gDNA aus peripherem Blut gewonnen wurden, die die IGH-Clans (I, II...
	12.4.2. Insgesamt 20 Proben (10 gesunde Spender und 10 Spender mit Verdacht auf B-Zell-Lymphoproliferationen mit nicht-klonalem Status) umfassten die PBB, die zur Herstellung der 7 Verdünnungen von gDNA für jede IGH-Clan (I/II/III) verwendet wurde, di...
	12.4.2.1. Die 1,0%ige Verdünnung von IGH-Clan I amplifiziert mit Mastermix C (Reagenzcharge 1 – 95 % positiv, durchschnittliches RPR = 4,1) und die 3,0%ige IGH-Clan 1 Verdünnung mit MMA, MMB und MMC (Reagenzcharge 2 MMA – 100 % positiv, durchschnittli...
	12.4.2.1.1. Gemäß der Tabelle der klonalen Standards liegen die MMA-, MMB- und MMC-RPR-Werte innerhalb des Bereichs, der dem Klonalitätsbereich von 1,0 % bis 2,5 % für MMA (RPR-Bereich = 5,1–14,9),  1–2,5 % für MMB (RPR-Bereich = 10,8–26,7) und 0,5–1 ...

	12.4.2.2. Die mit MMB amplifizierte 3,0%ige-Verdünnung von IGH-Clan 2 ist die niedrigstprozentige Verdünnung, bei der positive Prozentwerte von ≥ 95 % beobachtet wurde (Reagenziencharge – 100 % positiv, durchschnittliches RPR = 8,5; Reagenzcharge 2 – ...
	12.4.2.3. Die niedrigstprozentige Verdünnung, bei der der Prozentsatz positiv von ≥ 95 % für IGH-Clan III beobachtet wurde, ist die 1,0%ige Verdünnung mit MMC (100 % positiv, durchschnittliches RPR = 6,3) mit beiden Reagenzienchargen. Unter Verwendung...

	12.4.3. Da die LoD für IGH-Clan I, II und III als 2,5 %, 2,5 % und 1 % Klonalität bestimmt wurde und ein konservativer Ansatz angewendet wurde, wird die LoD des Assays insgesamt als 2,5 % bestimmt.

	12.5. Analytische Spezifität: Störsubstanzen
	12.5.1. Dieses Studiendesign basierte auf den CLSI-Normen EP07-A3 und EP37-Ed1 und umfasst die Bewertung der Wirkung von 6 verschiedenen, potenziell störenden Substanzen, wenn sie in mit dem IdentiClone Dx IGH Assay getesteten Proben vorhanden sind. D...
	12.5.2. In dieser Studie wurden insgesamt 24 Proben von frischem (niemals eingefrorenem) peripheren Blut verwendet, das in EDTA von gesunden Spendern (negativ/nicht-klonal) oder Spendern mit diagnostiziertem B-Zell-Lymphoproliferationssyndrom (positiv...
	12.5.3. Die Ergebnisse dieser Studie gehen aus Tabelle 15 hervor und zeigen bei den getesteten Konzentrationen keine Störung durch die 6 Substanzen. Alle Proben generierten den erwarteten Klonalitätsstatus (klonal oder nicht-klonal), wenn sie ungespik...

	12.6. Analytische Spezifität: Verschleppung/Kreuzkontamination
	12.6.1. In dieser Studie wurde die Verschleppungs- und Kreuzkontaminationsrate während des Arbeitsablaufs des IdentiClone Dx IGH Assay bei der PCR-Einrichtung und der Analyse der Kapillarelektrophoresefragmente bewertet. Die Tests wurden an 106 simuli...
	12.6.2. Das Plattenlayout bestand aus abwechselnden positiven und negativen Proben in einem Schachbrettmuster, das darauf ausgelegt war, das Auftreten von Verschleppungen und Kreuzkontamination zu maximieren. Diese Proben wurden mit Mastermix A (MMA) ...
	12.6.3. Vor der Durchführung einer Kapillarelektrophorese-Fragmentierung an Testproben wurde eine Basislinie erstellt, indem eine Platte aus einer Liz/HIDI-Lösung durch das Instrument analysiert wurde, um zu bestätigen, dass kein kontaminierendes Sign...

	12.7. Analytische Spezifität: Laborinterne Präzisionsstudie
	12.7.1. Die Präzision des IdentiClone Dx IGH Assay wurde ermittelt, indem dasselbe Probenpanel von 3 Bedienern über 20 Tage auf 3 Instrumenten mit 3 Reagenzienchargen getestet wurde. Das Probenpanel bestand aus 1 negativen gDNA-Probe, die aus einem Po...
	12.7.2. Alle Paneltestergebnisse stimmten mit dem erwarteten Klonalitätsergebnis überein (100,0 %). Die negative Probe ergab in allen (100,0 %) Replikaten nicht-klonale Ergebnisse. Die schwach positiven Proben (1,5-fach LoD) generierten klonale Ergebn...
	12.7.2.1. RPR-Wert für MMA, der beobachtete %VK betrug 12,2 %
	12.7.2.2. RPR-Wert für MMB, der beobachtete %VK betrug 10,5 %
	12.7.2.3. RPR-Wert für MMC, der beobachtete %VK betrug 8,5 %

	12.7.3. Die Gesamtvariation zwischen Bediener, Instrumenten, Reagenzienchargen und Variation innerhalb eines Durchlaufs ist in Tabelle 17 dargestellt.
	12.7.3.1. Die Ergebnisse des Chargenfaktors ergaben die größte Variabilität innerhalb eines Durchlaufs für alle Proben (durchschnittliche Variabilität = 7,9 %; Minimum = 0 % und Maximum = 42,3 %).
	12.7.3.2. Die Ergebnisse des Bedienerfaktors generierten einen Durchschnitt von 3,1 % (Minimum = 0 % und Maximum = 21,7 %).
	12.7.3.3. Die dem ABI-Instrument zugeschriebene prozentuale Varianz betrug durchschnittlich 2,2 %  (Minimum = 0 % und Maximum = 8,5 %).
	12.7.3.4. Die Ergebnisse des intrinsischen Faktors wurden einer durchschnittlichen Varianz von 86,9 % zugeschrieben (Minimum = 55,4 % und Maximum = 99,9 %).

	12.7.4. Insgesamt stimmten alle Probentestergebnisse mit dem erwarteten Klonalitätsergebnis überein (100,0 %). Der RPR-Wert %VK betrug ≤ 25 für schwach positive Proben mit MMA, MMB bzw. MMC über 3 Bediener, 3 Instrumente und 3 Reagenzienchargen.

	12.8. Messgenauigkeit: Multizentrische Reproduzierbarkeitsstudie
	12.8.1. Der Zweck dieser Studie war es, festzustellen, ob der IdentiClone Dx IGH Assay bei Tests an 3 separaten Zentren wie vorgesehen funktioniert. Die Tests wurden an einem Panel durchgeführt, das 6 positive (3 niedrig-positive und 3 mittel-positive...
	12.8.2. Die negative Panelprobe ergab in allen gültigen Fällen (100,0 %, 88/88) an allen drei Zentren nicht-klonale Ergebnisse. Die niedrig- und mittel-positiven Panelproben generierten in allen gültigen Fällen (100,0 %, 90/90 bzw. 100,0 %, 90/90) klo...
	12.8.3. Insgesamt lah die prozentuale Varianz, die dem Standort zugeschrieben wurde, im Durchschnitt bei 15,4 % und im Bereich von 0,0 % bis 50,9 %.
	12.8.3.1. Die dem Bediener zugeschriebene prozentuale Varianz lag im Durchschnitt bei 0,5 % und im Bereich von 0,0 % bis 4,3 %.
	12.8.3.2. Die der Testinstanz zugeschriebene prozentuale Varianz lag im Durchschnitt bei 9,9 % und im Bereich von 0,0 % bis 20,8 %.
	12.8.3.3. Die % Varianz, die innerhalb eines Durchlaufs zugeschrieben wurde, lag im Durchschnitt bei 75,5 % bzw. 31,7 % bis 100,0 %.


	12.9. Validierung des Assay-Arbeitsablaufs: DNA-Extraktionsstudie
	12.9.1. Diese Studie liefert objektive Nachweise, dass drei gängige, kommerziell erhältliche Extraktionsmethoden für genomische DNA (gDNA) eine ausreichende gDNA-Menge für den IdentiClone Dx IGH Assay erzeugen. Drei (3) verschiedene, im Handel erhältl...
	12.9.2. Die Proben wurden gemäß den Anweisungen des jeweiligen Herstellers extrahiert und die resultierende gDNA wurde mit einem UV-VIS-Spektralphotometer und NanoDrop 2000 quantifiziert. Nach der Quantifizierung wurde die gDNA (1 Replikat pro Extrakt...
	12.9.3. Alle drei Extraktionsmethoden generierten nachweislich die für den Assay erforderliche Menge an gDNA, wobei jede Probe unabhängig von der Extraktionsmethode ≥ 250 ng gDNA erzeugte. Die Gesamt-gDNA-Menge wurde aus dem Durchschnitt aus 3 Replika...
	12.9.3.1. Das PWIZ-Kit benötigte 300 µl peripheres Blut und gDNA wurde in 100 µl eluiert, was einen Bereich von 6846,7 ng bis 26.336,7 ng Gesamt-gDNA ergab.
	12.9.3.2. Das QIA-Kit benötigte 200 µl peripheres Blut und gDNA wurde in 50 µl eluiert, was einen Bereich von 2656,7 ng bis 10.963,3 ng Gesamt-gDNA ergab.
	12.9.3.3. Das KFF-Kit benötigte 300 µl peripheres Blut und gDNA wurde in 50 µl eluiert, was einen Bereich von 6795,0 ng bis 33.338,3 ng Gesamt-gDNA ergab.

	12.9.4. Alle 30 Replikate (10 mit 3 Extraktionsmethoden getestete Proben) generierten mindestens 250 ng gDNA (30/30, mit einem unteren Grenzwert des 95-%-Konfidenzintervalls ≥ 80 %). Die aus den PWIZ- und KFF-Methoden gewonnene Gesamt-gDNA war ähnlich...

	12.10. Validierung des Assay-Arbeitsablaufs: DNA-Eingabestudie
	12.10.1. Zweck dieser Studie ist es, objektive Nachweise für die gDNA-Eingabeanforderungen für den IdentiClone Dx IGH Assay zu liefern. Die Bewertung von 5 verschiedenen gDNA-Eingabemengen (500 ng, 250 ng, 200 ng, 125 ng und 25 ng) wurde mit dem Ident...
	12.10.2. Von den 100 möglichen Klonalitätsstatusergebnissen (10 Proben wurden doppelt für 5 verschiedene Eingabebedingungen getestet) ergaben 96 Gesamtergebnisse (unter Verwendung aller 3 Mastermixe). Die 4 Proben, die keine Gesamtergebnisse generiert...

	12.11. Validierung des Assay-Arbeitsablaufs: Äquivalenz: 3500xL gegenüber 3500xL Dx
	12.11.1. Diese Studie zeigt, dass die Ergebnisse des IdentiClone Dx IGH Assay bei Verwendung von zwei verschiedenen Versionen eines ähnlichen Instruments gleichwertig sind:
	12.11.1.1. Der Applied Biosystems 3500xL Genetic Analyzer (RUO) und
	12.11.1.2. der Applied Biosystems 3500xL Dx Genetic Analyzer (CE-IVD)

	12.11.2. Proben, die aus 15 Amplikonen aus 10 klonalen und 5 nicht-klonalen Proben bestanden (zusätzlich zu den Amplikonen der zugehörigen Durchlaufkontrollen), wurden mit dem IdentiClone Dx IGH Assay auf jeweils 5 verschiedenen ABI 3500 Instrumenten ...
	12.11.3. Insgesamt wurden 75 gültige Ergebnisse von den 5 verschiedenen Instrumenten (15 Amplikons x 1 Replikat  x 5 Instrumente) generiert. Diese Ergebnisse wurden weiter evaluiert, um das relative Peak-Verhältnis (RPR),  die Ergebnisse des Klonalitä...
	12.11.4. Die mit den 15 Amplikons (10 klonal/positiv und 5 nicht-klonal/negativ) erzielten Testergebnisse entsprachen 100 % den erwarteten Ergebnissen auf allen 5 Instrumenten. Die von den positiven Amplikons generierten RPR-Werte lagen im Bereich von...

	12.12. Klinische Validierung
	12.12.1. Überblick über die klinische Pivot-Genauigkeitsstudie
	12.12.1.1. Diese Pivot-Genauigkeitsstudie wurde konzipiert, um die Gleichwertigkeit der klinischen Leistung zwischen dem IdentiClone Dx IGH Assay (dem Prüfprodukt) und einem Vergleichsprodukt bei retrospektiver und restlicher anonymisierter DNA zu bew...
	12.12.1.2. Der IdentiClone Dx IGH Assay wurde von Invivoscribe als In-vitro-Diagnostikum entwickelt, das für den qualitativen kapillaren Elektrophorese-basierten Nachweis von klonalen Immunglobulin-Starkketten(IGH)-Genumanordnungen in genomischer DNA,...

	12.12.2. Studienziele
	12.12.2.1. Die Ziele dieser Pivotal-Genauigkeitsstudie waren 1) der Nachweis der Übereinstimmung zwischen den Ergebnissen des IdentiClone Dx IGH Assay und des Referenzassays durch Bewertung der positiven und negativen prozentualen Übereinstimmung zwis...

	12.12.3. Patientenpopulation
	12.12.3.1. Insgesamt wurden 303 Proben in die Studie aufgenommen; 54 Proben waren jedoch nicht für einen Vergleich zwischen dem Referenzassay und dem Prüfrodukt (IdentiClone Dx IGH Assay) geeignet. Von diesen wurden 4 Proben nicht an das Testzentrum g...
	12.12.3.1.1. Alle in die Studie aufgenommenen Studienteilnehmer (Proben) wurden in das Aufnahmeset (ES) aufgenommen. Die Übereinstimmungsanalyse zwischen dem IdentiClone Dx IGH Assay und dem Referenzassay verwendete die ES-Population.
	12.12.3.1.2. Der primäre Analysesatz (Primary Analysis Set, PAS) umfasst Proben aus der Population mit positiven, negativen oder ungültigen/nicht bestimmbaren Ergebnissen aus den Ergebnissen des IdentiClone Dx IGH Assay und positiven oder negativen Er...


	12.12.4. Auswahl von Patienten und Aliquots für den IdentiClone Dx IGH Assay
	12.12.4.1. Das Studiendesign verwendete anonymisierte restliche DNA-Proben aus klinischen Tests und war daher von der Notwendigkeit der Einwilligung einzelner Studienteilnehmer ausgenommen.
	12.12.4.2. Es wurde nur eine Probe pro Studienteilnehmer in den abschließenden Analysesatz aufgenommen, der zur Beurteilung der primären Ziele verwendet wurde.

	12.12.5. Sicherheitsanalyse
	12.12.5.1. Es wird nicht erwartet, dass der IdentiClone Dx IGH Assay ein direktes Risiko für die Sicherheit der Probanden darstellt, und es wurden keine Behandlungsentscheidungen basierend auf den Ergebnissen des IdentiClone Dx IGH Assay getroffen.

	12.12.6. Wirksamkeit
	12.12.6.1. Primäre klinische Validierung des IdentiClone Dx IGH Assay
	12.12.6.1.1. Die primäre Absicht dieser klinischen Studie begründet die Übereinstimmung zwischen dem Prüfprodukt (IdentiClone Dx IGH Assay) und einem Referenzassay (einem handelsüblichen IVD-Assay [zum Zeitpunkt der Studie], der NGS zum Nachweis von k...
	12.12.6.1.2. Die Übereinstimmung zwischen dem Prüfprodukt (IdentiClone Dx IGH Assay) und den Klonalitätsergebnissen des Referenzassays ist in Tabelle 23. Von den 249 mit der Referenzmethode auswertbaren evaluierbaren Proben berichteten 243 dasselbe Er...
	12.12.6.1.3. In Tabelle 24 ist die Übereinstimmung basierend auf der Übereinstimmung zwischen den Klonalitätsergebnissen des IdentiClone Dx IGH Assay (IUO) und des NGS-basierten Referenzassays (IVD) aufgeführt. Von den 249 getesteten auswertbaren Prob...
	12.12.6.1.4. Tabelle 26 zeigt die Übereinstimmung zwischen den Klonalitätsergebnissen des Prüfprodukts und des Referenzassays ohne gesunde Probanden. Von den 203 evaluierbaren Proben, die mit der Referenzmethode auswertbar waren, berichteten 197 dasse...
	12.12.6.1.1. Die Konkordanz basiert auf der Übereinstimmung zwischen dem Prüfprodukt und dem Referenzassay unter Ausschluss gesunder Probanden (Tabelle 27). Von den 203 getesteten auswertbaren Proben stimmten 69 der 70 negativen (-) Proben zwischen be...


	12.12.7. Schlussfolgerungen
	12.12.7.1. Diese klinische Bewertung des IdentiClone Dx IGH Assay bestätigt, dass das Prüfprodukt klonale Ereignisse im Immunglobulin-Schwerkettengen (IGH-Gen) genau nachweist.
	12.12.7.2. Diese Pivot-Genauigkeitsstudie liefert einen dokumentierten Nachweis dafür, dass das Prüfprodukt und die Referenzmethode (Vergleichsprodukt) ähnliche Nachweisraten für klonale IGH-Ereignisse aufweisen. Die primären Übereinstimmungsziele wur...
	12.12.7.3. Mit beiden Methoden wurde restliche anonymisierte DNA, die aus Proben aus peripherem Blut (PB) von Personen mit Verdacht auf lymphoproliferative B-Zell-Erkrankungen extrahiert wurde, getestet. Eine Untergruppe von 249 Proben erzielte auswer...
	12.12.7.3.1. Der untere Grenzwert des exakten 95-%-KI der NPA musste größer oder gleich 70 % sein. Der untere Grenzwert betrug 95 %.
	12.12.7.3.1.1. Die diagnostische Spezifität wurde mit 0,991 berechnet.
	12.12.7.3.1.2. Negativer Wahrscheinlichkeitsquotient: 0,038

	12.12.7.3.2. Der untere Grenzwert des exakten PPA-95-%-KI war größer oder gleich 70 %. Der untere Grenzwert betrug 92 %.
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