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Uso previsto

El panel del kit therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA (secuenciacién de alto rendimiento)
es un ensayo de diagnéstico molecular concebido para la identificacién de variantes en las
regiones codificadoras de los genes humanos BRCAT y BRCA2 a partir de ADN obtenido
de tejido tumoral ovérico fijado en formalina e impregnado en parafina (FFPE). El panel del
kit therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA se ha disefiado para ayudar en la clasificacién

de los canceres de ovario.

Advertencia

El kit therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA se ha validado para su uso con la plataforma
[llumina MiSeqDx y con el software Biomedical Genomics Workbench (que incluye un flujo

de trabajo de andlisis especifico).

IMPORTANTE: este manual de uso se divide en dos partes. La 1.% parte contiene un resumen
y una explicacién de la prueba, los principios del procedimiento y la descripcién del flujo
de trabajo del laboratorio himedo:

e Extraccién de ADN genémico

e Amplificacién por PCR de la diana

e Agrupacién de muestras y purificacién

e Construccién de genotecas

e Llimpieza de ADN ligado a los adaptadores

® Seleccion del tamafio adecuado

e Amplificacién por PCR de genotecas purificadas

e limpieza, cuantificacién y agrupacién de genotecas

® Preparacién de genotecas agrupadas para la secuenciacién
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e Configuracién e inicio de la serie de secuenciacién

e Guia de resolucién de problemas

La 2.° parte contiene informacién relativa al andlisis de los datos y al rendimiento del kit:

e Andlisis de los datos

® Instalacién del flujo de trabajo de andlisis

® Instalacién del complemento de andlisis

® Exportacién de archivos FASTQ de lllumina desde MiSeqDx
® Importacién de archivos FASTQ de lllumina

e Andlisis de secuencias
® Interpretacién de los resultados
e Guia de resolucién de problemas

e Caracteristicas de rendimiento

IMPORTANTE: el flujo de trabajo ha sido disefiado y optimizado para alcanzar el
rendimiento descrito en la 1.°y la 2.% parte de este manual de uso. Es necesario seguir
estrictamente las instrucciones de uso. Cualquier desviacién respecto a las instrucciones de
la 1.°y la 2.° parte de este manual de uso anulard la responsabilidad de QIAGEN. La
totalidad del flujo de trabajo deberia someterse a una verificacién independiente por parte

del usuario final del laboratorio antes de integrarlo en el uso rutinario.

Principio del procedimiento

La secuenciacién se efectia de conformidad con el protocolo del fabricante de lllumina. Los
archivos FASTQ se procesan con el software Biomedical Genomics Cancer Research
Workbench mediante el flujo de trabajo BRCA1/2 CEJIVD. Se recomienda ufilizar el
software Biomedical Genomics Cancer Workbench para interpretar las variantes del archivo

con formato de llamadas de variantes que se genera para cada muestra.
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Para garantizar una buena calidad de los resultados, durante el proceso se aplican criterios
de control en diversos pasos de la preparacién de genotecas y la serie de secuenciacién
(figura 7). Estos criterios permiten validar los distintos pasos del flujo de trabajo para

identificar las muestras con resultados de secuenciacién deficientes o para indicar una

posible contaminacién.

Extraccion Preparacién Serie de Andlisis de
de ADN de genotecas NGS secuencias

Kit para extraccion Enriquecimiento de lllumina Biomedical
de ADN FFPE la diana de PCR MiSeqDx ‘ Genomics
Ty . T Serie de NGS de CC: Workbench
Cuantificacién Agrupacmn Salida de datos  Calidad ‘
de ADN y purificacién . >3,0GB de lectura Andlisis de CC:
Extraccién de CC: S Q30 > 80,0% EspeC|f|C|da°d
~ Ligacién de T-PCR de CC: > 80,0%
Cantidad de ADN Confidad do ADN Cob >
Método: fluorimetro adaptaclores Mq'nhd q‘ p e’ obertura m';(')’g“
40 ng (> 2,5 ng/p|) jfcg) 0: /ulorlmefro > X
Amblificacid Control positivo de CC NA12878:
Cuantificacién posterior a la T-PCR < 20 ng/pl
por PCR Cuantificacién de genotecas > 120,0 nM

Regién diana completa con cobertura > 200x

Control sin molde de CC:

C ificacié Control posterior a la T-PCR no detectado
uantificacion Genoteca > 1,0 nM

de genotecas

o Genoteca de CC:
Normalizacién Cantidad de genoteca

Y grupo diana I CEEEe
> 80,0 nM

Figura 7. Criterios de control durante el proceso. Durante el flujo de trabajo de la secuenciacién
(cuadros azules), se aplican diversos pasos de control (rombos amarillos) al proceso para validar
la TPCR, la preparacién de genotecas y la serie de secuenciacién. El criterio final utilizado para
garantizar llamadas de variantes de buena calidad en una posicién determinada es la cobertura
minima obtenida. La especificidad estd relacionada con el porcentaje de lecturas de pares alineadas
a la regién diana.
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Materiales requeridos pero no suministrados:
andlisis

Compruebe que los equipos utilizados en este procedimiento se han revisado y calibrado

segin las recomendaciones del fabricante.

Equipo de secuenciacién
e lllumina MiSeqDx (lllumina, Inc.; n.° de ref. DX-410-1001)
e Software lllumina MiSeq versién 2.5.0.5 o superior

e Software lllumina Experiment Manager versién 1.9 o superior

Software para el andlisis de secuencias

e Biomedical Genomics Workbench versién 2.1.1 de CLC bio (www.clcbio.com)
® CLC Genomics Server 7.0.2 con Biomedical Genomics Extension de CLC bio

e Complemento QIAGEN GeneRead Panel Analysis
Disponible para descarga en la pestaiia Product Resources (Recursos del producto) de la
pdgina del producto del kit therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA, en el sitio web de
QIAGEN.

® Flujo de trabajo BRCA 1/2 CE-IVD
Disponible para descarga en la pestaiia Product Resources (Recursos del producto) de la
pdgina del producto del kit therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA, en el sitio web de
QIAGEN.
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Requisitos del sistema recomendados por CLC bio

(www.clcbio.com/support/system-requirements)

® Windows Vista®, Windows® 7, Windows 8, Windows 10, Windows Server 2008
o Windows Server 2012
Mac OS® 10.7 o posterior
Linux: Red Hat® 5.0 o posterior; SUSE® 10.2 o posterior; Fedora® 6 o posterior

e 8 GB de RAM requeridos; 16 GB de RAM recomendados

e Panfalla requerida de 1.024 x 768; pantalla recomendada de 1.600 x 1.200
e CPU requerida Intel® o AMD®

® Minimo de 100 GB de espacio libre en disco en el directorio temporal del usuario del

sistema operativo predeterminado

® Minimo de 90 GB de espacio libre en disco requerido en el directorio CLC_References

(si no estd conectado a un servidor)

Si no hay suficiente espacio libre en disco, se puede cambiar la ubicacién de los
datos de referencia. Consulte la pagina resources.qgiagenbioinformatics.com/manuals/
biomedicalgenomicsworkbenchapplication/current/. Amplie la seccién Getting started
(Introduccién), vaya a Reference data (Datos de referencia) y haga clic en Download

and configure reference data (Descarga y configuracion de los datos de referencia).

Requisitos especiales para el mapeo de lecturas

Las cifras que se muestran a continuacién indican la memoria minima y la memoria
recomendada para sistemas que ejecutan tareas de mapeo y andlisis. Los requisitos

sugeridos se basan en el tamafio del genoma.

e Humano (3,2 GB) y de ratén (2,7 GB)
® Minima: 6 GB de RAM; recomendada: 8 GB de RAM

Los sistemas con menos memoria de la especificada se beneficiardn de la instalacién del
complemento de mapeo de lecturas previo (consulte www.clcbio.com/cle-plugin/read-
mapper-legacy-version). Es mds lento que el mapeador estandar, pero se ajusta a la

cantidad de memoria disponible.
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Requisitos especiales para el software 3D Molecule Viewer

Requisitos especiales

e Tarjeta gréfica compatible con OpenGL® 2.0
e Controladores de gréficos actualizados

Asegirese de que esté instalado el controlador de grdficos més reciente.

Recomendaciones del sistema

e Tarjeta gréfica individual de NVIDIA® o AMD/ATI™
También se pueden utilizar tarjetas gréaficas modernas integradas (como las de la serie
Intel HD Graphics), pero suelen ser mds lentas que las tarjetas individuales.

® Se recomienda utilizar una versién del drea de trabajo de 64 bits para trabajar con

compuestos grandes

Advertencias y precauciones

Para uso de diagnéstico in vitro

Siempre que trabaje con productos quimicos, utilice una bata de laboratorio adecuada,
guantes desechables y gafas protectoras. Para obtener mas informacién, consulte las hojas
de datos sobre seguridad (SDS) correspondientes. Puede obtenerlas en linea en formato PDF
en www.qiagen.com/safety, desde donde también podrd buscar, ver e imprimir las hojas
de datos SDS de todos los kits y componentes de los kits QIAGEN.
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Precauciones generales

La utilizacién de pruebas de NGS exige la adopcién de buenas prdcticas de laboratorio,

como el mantenimiento y la calibracién de todos los equipos utilizados, y el cumplimiento

de los reglamentos y las normas vigentes aplicables.

Deseche los residuos de muestras y ensayos conforme a los procedimientos de seguridad

local.

Los reactivos suministrados con el kit therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA estdn
diluidos de forma éptima. No realice mds diluciones de los reactivos porque podrian

perder eficacia.

Todos los reactivos suministrados con el kit therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA se
suministran para su uso exclusivo con ofros reactivos del mismo kit. No sustituya ningdn
reactivo de los kits therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA, ya que se podria ver

afectado el rendimiento.

No utilice componentes caducados o transportados y almacenados de forma incorrecta
pertenecientes al kit therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA o a los kits requeridos pero

no suministrados. Compruébelos siempre antes de utilizarlos.

Un cambio en los tiempos y/o las temperaturas de incubacién puede causar resultados

erréneos o dispares.

Es importante controlar que las pruebas se realicen correctamente, haciendo especial
hincapié en la introduccién incorrecta de muestras y en los errores de carga, pipeteo

y asignacién de cédigos de barras.

Asegirese de que las muestras se manipulan de forma sistemdtica para garantizar la

correcta identificacién en todo momento y, de este modo, mantener la trazabilidad.

® Extreme la precaucién para evitar la contaminacién cruzada.
® Extreme la precaucién para evitar la contaminacién por arrastre de productos de la
PCR, ya que podria generar una sefial positiva falsa.
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Extreme la precaucién para evitar la contaminacién por DNasa, que podria degradar
los moldes de ADN.

Utilice material de laboratorio (como pipetas, puntas de pipeta y viales de reaccién)
libre de nucleasas. Utilizar puntas de pipeta resistentes a los aerosoles nuevas en todos
los pasos del pipeteado para evitar la contaminacién cruzada entre las muestras y los

reactivos.

Prepare la premezcla maestra (master mix) para PCR con material especifico (pipetas,
puntas, etc.) en una zona delimitada donde no se introduzcan matrices de ADN (ADN,
plasmidos o productos de la PCR). Afiadir los moldes de ADN en una zona aislada

(preferiblemente una sala independiente) con material especifico (pipetas, puntas, etc.).

Consulte el manual del usuario del equipo lllumina MiSeqDx para conocer las
advertencias, las precauciones y los procedimientos adicionales. La plataforma de NGS
debe estar correctamente instalada para garantizar el suministro de energia y, una vez

iniciada, para asegurarse de que el usuario no interactie con ella.

No abra el equipo lllumina MiSeqDx hasta que no haya terminado la serie analitica.
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Procedimiento: 2.° parte

Resumen del flujo de trabajo

Las distintas partes del flujo de trabajo descrito en el siguiente esquema han sido
optimizadas para este procedimiento, incluidos los pasos que requieren kits y reactivos no

suministrados.

Lea atentamente el procedimiento que figura a continuacién y consulte
exclusivamente la 1.% parte y la 2. parte de este manual de uso para

obtener instrucciones.

Exiraccidn Preparacidn Serie de Andlisis de
de ADN de genclecas NG5 secuencias
Kit para exiroccién il Enriquacimieno da lllumina Biomedical
da ADN FFPE la diona da PCR MiSeqDx Genomics
Cuantf icacién Agrupacicn Rarkbench
de ADN y purif icacidn

Ligacién de
adapiodores
Purificacién
Ampliicacin
por PCR
Purificacidn
Cuantif icacién
de genciecas

Morm olizacién
y gnupo diana

Figura 8. Resumen del flujo de trabajo de NGS
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Protocolo: andlisis de los datos

Este apartado incluye una descripcién de la instalacién del software y del andlisis de los

archivos FASTQ generados durante la secuenciacién.

Productos y software requeridos para el andlisis de los datos:

e Software Biomedical Genomics Workbench versién 2.1.1 (www.clcbio.com)
e CLC Genomics Server 7.0.2 con Biomedical Genomics Server Extension
(www.clcbio.com)

® Archivos FASTQ (se esperan dos archivos FASTQ por muestra para lecturas pareadas)

Es importante utilizar el flujo de trabajo de andlisis especifico del ensayo para realizar el
andlisis de las secuencias. Se aconseja que el usuario realice los andlisis del software CLC

con una cuenta de usuario distinta a la de “admin”.

Antes de comenzar

® Sino lo ha hecho todavia, instale el flujo de trabajo BRCA 1/2 CE-IVD antes del andlisis
de las secuencias. Puede descargar una versién desde el sitio web de QIAGEN, en la

pestaiia Product Resources (Recursos del producto) de la pdgina del producto del kit
therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA.

@ Sino lo ha hecho todavia, instale el complemento QIAGEN GeneRead Panel Analysis

antes del andlisis de las secuencias.
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Instalacién del flujo de trabajo de andlisis

Existen dos opciones para instalar el flujo de trabajo de andlisis:

® |Instalacién local (seguir el procedimiento “Flujo de trabajo: proceso de instalacién
local”)

® |Instalacién en un CLC Genomics Server (omitir el procedimiento “Flujo de trabajo:
proceso de instalacién local” y seguir el procedimiento “Flujo de trabajo: proceso
de instalacién en servidor”)

Si

“Flujo de trabajo: proceso de instalacién local” y “Flujo de trabajo: proceso de instalacién

el flujo de trabajo BRCA 1/2 CE-VD de andlisis del ensayo ya estd instalado, omita

en servidor”.

Flujo de trabajo: proceso de instalacién local

Este procedimiento de instalacién instalard el flujo de trabajo BRCA 1/2 CE-IVD de andlisis
del ensayo en el ordenador local en que estd instalado el software Biomedical Genomics
Workbench.

Procedimiento

1. Inicie el software Biomedical Genomics Workbench.

2. Haga clic en Workflows (Flujos de trabajo) y, a continuacién, en Manage Workflows

(Gestionar flujos de trabajo).
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& [ v s

[ ] Manage Workflows

wr %

Custom WerkTiows Rendy-to-Lige woriflows

[+1 | paser

Haga clic en Install from File (Instalar desde archivo).

\ption

Install a workflow from file

Look | = BRCA 1-2 CE-ND Workfly

nstaller

[ Brca 1-2 CE-ND Workfow nstaer cpl

{ o Wi
I Peaze cliek

File pame: DRCA 1-2 CE-IVD Werkflow installer cpw

Files of Ty, [Workfiow { cpw)

@ BEE

| instal Cancel

Heip | [ instai from Fiie_|

clic en Install (Instalar).

Close

Seleccione el archivo de flujo de trabajo BRCA 1-2 CE-IVD Workflow Installer.cpw. Haga
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Cree una carpeta nueva y selecciénela. A continuacién, haga clic en OK (Aceptar).

™ Lacation for bundled referance data »

n folder

=) 9]

e Falder Updase 4

= Sme
1. Save in folder

4 €LC_Data
7 AL

= 12 Home Made Relerences
£3 Hyoridwr
£ Luclana
£ Emmanuel
] BRCAVD
ainang
| Plugin_data
= guinaume
£ Saphie
=1 Qlivier

T+ Hrrrerere e

eference data_validation_warkflow_ 14032016

L
=0
£ 2
g5
sz

Q- [center search termas

Haga clic en Close (Cerrar).

L Manage Workflows ®
e @
Custom Warkfiows Hendy-to-Use workfiows
3 BRCAL2-CEIVD_KC1 =] | Deseription
Workfiow it HalioDix BRCAL2 - CEND.RCL
- emmaruel com
HaioDx
01
Configure. Fename Uninsal
Help anstal from File b

s e
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Flujo de trabajo: proceso de instalacién en servidor

Este procedimiento de instalacién instalard el flujo de trabajo BRCA 1/2 CE-IVD de andlisis
del ensayo en el CLC Genomics Server (Biomedical habilitado). En el procedimiento
siguiente se utiliza el término “serverlP” para la direccién IP del servidor y se asume que el

puerto del CLC Genomics Server es el “7777" (puerto predeterminado).

Procedimiento

1. Conéctese a http://serverlP:7777 / mediante un navegador web.
Sustituya “serverlP” por la IP del servidor o bien utilice “localhost” si el navegador

web se ejecuta directamente desde el servidor.

2. Introduzca las credenciales de administrador de CLC (de forma predeterminada,

el identificador es “root” y la contrasefia es “default”).

3. Haga clic en la pestafia Admin (Administracién).

@ CLC Genomics Serve... x | 4

localhost

GxS | (LC Genomics Server - CLC server

Version 7.0.2 - Biomedical enabled

® BRce w LI History 7] Sequence Text |4 Exportdata 3 Import data 7% Admin
® .

4. Abra Workflows (Flujos de trabajo) y haga clic en Install Workflow (Instalar flujo de

trabajo).
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Install workflow install file

Choose a workflow install file that will be imported and installed on the server.
If this is a replacement of an already installed Workfiow, the workflow to be replaced has to be uninstalled first,

| Browse... | BRCA 1-2 CE-IVD Workflow Installer.cpw

| cancel || Install Workflow |

5. Seleccione el archivo de flujo de trabajo BRCA 1-2 CE-IVD Workflow Installer.cpw
y haga clic en Install Workflow (Instalar flujo de trabajo).
Nota: cuando se haya completado la instalacién del flujo de trabajo BRCA 1/2 CEIVD, el

software Biomedical Genomics Workbench debe reiniciarse antes de importar los archivos
FASTQ desde el equipo MiSeq.

Instalacién del complemento de andlisis
Existen dos opciones para instalar el complemento de andlisis:

® Instalacién local (seguir el procedimiento “Complemento: proceso de instalacién local”)

® Instalacién en un CLC Genomics Server (omitir el procedimiento “Complemento: proceso
de instalacién local” y seguir el procedimiento “Complemento: proceso de instalacién en

servidor”)

Si el complemento de andlisis del ensayo ya estd instalado, omita “Complemento: proceso

|II

de instalacién local” y “Complemento: proceso de instalacién en servidor”.

Complemento: proceso de instalacién local

Este procedimiento de instalacién instalard el complemento QIAGEN GeneRead Panel
Analysis en el ordenador local en que estd instalado el drea de trabajo CLC Biomedical

Genomics.
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Procedimiento

1. Inicie el software Biomedical Genomics Workbench.

2. Haga clic en Plugins (Complementos) y, a continuacién, seleccione Download Plugins

(Descargar complementos).

Manage Plugins and Resources
Manage Resources

@ QIAGEN GeneRead Panel Analysis

The GIAGEN GeneRead Panel Analysis Plugin is 3 reaty - 1o- use
workflow that Lan identify and annotate variants in Tageted
Amplicon Sequencing data generated with GeneRead DNAseq
Gone Pansls. The Gensitead DAASRR Gene Panels can sither Be
standard panels facused on 3 specific set of genes o1 can be
customized Lo include genes tallored 1o specific iesearth
interests,

anel Analysis Fiugin

Suppant ganlart Juspen@uiisio pam
Mersian: 181 @usd: | 50006-0820-123084)
The QIAGEN Genediend panel wsalysis plugin

Size 4.2 MY [

Download and Instal

veln || Prosy Senmgs Check for Updates || Instal from File Clase

3. Seleccione el complemento QIAGEN GeneRead Panel Analysis y, a continuacién, haga

clic en Download and Install (Descargar e instalar).

Complemento: proceso de instalacién en servidor

Este procedimiento de instalacién instalard el complemento QIAGEN GeneRead Panel
Analysis en el CLC Genomics Server (Biomedical habilitado). En el procedimiento siguiente
se utiliza el término “serverlP” para la direccién IP del servidor y se asume que el puerto del

CLC Genomics Server es el “7777" (puerto predeterminado).

Procedimiento

1. Conéctese a http://serverlP:7777/ mediante un navegador web.
Sustituya “serverlP” por la IP del servidor o bien utilice “localhost” si el navegador web

se ejecuta directamente desde el servidor.
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4.

Introduzca las credenciales de administrador de CLC (de forma predeterminada,

el identificador es “root” y la contrasefia es “default”).

Haga clic en la pestafia Admin (Administracién).

@ CLC Genomics Serve... x | 4

localhost

CxS | (LC Genomics Server - CL

® Bce w (Il History ] Sequence Text |- Exporidata (- Import data

® LBECLC_References

Abra Plugins (Complementos).

Vaya al panel Install new plugin (Instalar complemento nuevo) y haga clic en Browse...

(Examinar) para ir a la ubicacién del archivo.

Install new plugin
Browse.
| Install plugin |

Plugin settings
| Edit Plugin settings... |

Instale la versidn descargable del complemento GeneRead Panel Analysis Server que
se encuentra disponible en la pestafia Product Resources (Recursos del producto) de la
pdgina del producto del kit therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA, en el sitio web
de QIAGEN.

20
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Exportacién de archivos FASTQ de lllumina desde el equipo MiSeq

Los archivos FASTQ almacenados en el ordenador de MiSeq deben exportarse desde el
equipo MiSeq hasta el destino elegido (unidad externa o servidor) para estar disponibles

para el software Biomedical Genomics Workbench.

Nota: los archivos FASTQ estdn ubicados en la siguiente carpeta de series de secuen-

ciacién: MiSeqAnalysis\RunID\Data\Intensities\BaseCalls.

Le recomendamos no almacenar el archivo de resultados en la plataforma de NGS a largo
plazo para evitar confusiones entre series sucesivas y para conservar suficiente espacio libre

en el disco.

Manual de uso del kit therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA (2.° parte) 02/2017 21



Importacién de archivos FASTQ de lllumina

Existen dos archivos FASTQ de lllumina por muestra.

Procedimiento

1. Abra el software Biomedical Genomics Workbench.

2. Haga clic en Import (Importar) y seleccione lllumina en el mend.

File Edit Yiew Toolbox Workspace Help

EERE D

Show  Hew Import Export t Faste

Nawigation Area [5- Standard Impart.. -l

b B O &8 Tracks...

@ CLC_Data | &2 sa /BAM Mapping Files..

% k@ CLC
& [ Home_N

HybridV {2 Roche 454

Luciana| g2 IIumina. .

Emman 22 coup...

BRCAIV] o

training| 45 Sanger...

Plizgin . eg on Torrent...
guillaume
Sophie
| Olivier
=1 Aude

- _

3. Elija dénde desea ejecutar la importacién seleccionado la opcién adecuada.

e Seleccione Workbench (Area de trabaijo) si el flujo de trabajo BRCA 1/2 CEAVD

estd instalado localmente (mediante el procedimiento “Flujo de trabajo: proceso

=% Import Primer Pairs, ..

o I
>

YT YTYYYYTY

Y

de instalacién local”).

® Seleccione CLC Server (Servidor CLC) si el flujo de trabajo BRCA 1/2 CE-IVD estd
instalado en el servidor (mediante el procedimiento “Flujo de trabajo: proceso de

instalacién en servidor”).
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Hllumina High-Throughput Sequencing Import

| se1 parameters
1. Choose where to run

& |Workbench
® CLC Server

The server Is not configured with any grid presets.

L] Remembear setting and skip this stap

e[ S | [ €erevons |[open J[ e ][ Xgoncer,

4. Haga clic en Next (Siguiente).
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5. Sien el paso anterior se ha seleccionado la opcién CLC Server (Servidor CLC) se abrird

la ventana siguiente.

Illumina High-Throughput Sequencing Import

Set parameters
1. Choose where 1o run

2. Choose impart files
location

Where are your files [ocated?
® On my local disk or a place | have access to
() On the server or a place that the server has access (o

‘ b [ % . € Previous | < Mext | " Finist i X Cancel

6. Seleccione On my local disk or a place I have access to (En mi disco local o en una

ubicacién donde pueda acceder) y haga clic en Next (Siguiente).
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7. Seleccione todos los archivos FASTQ que desea analizar desde la ruta siguiente en el
archivo de MiSeq: Analysis/Data/Intensities/BaseCalls.

Be Illumina High-Throughput Sequencing Import x

Set parameters
1. Choose where to run

o0 | O—
2. Choose import files Look In: | BaseCalls ‘v o) o—

location D s ‘mal
3. Import files and options D 2425 S mm

] MAR-NGS-02
3 Miseganalysis
3 150420_M70206_0009_000000000-ACSVD
3 Data
T Intensities
(] BaseCalls i
Ly

[ 2930
[ 2930

3

File [ame:

Files of Type: |lllumina files (.txt/ fastg/ .fq/ .gseq) |v‘

General options
Paired reads
[ Discard read names

Flease select afile
Paired read information

® Paired-end (forward-reverse) ) Mate-pair (reverse-forward)
[ Discard quality scores

Minirmurm distance |40 Maximum distance [400
lllumina options
REemove failed reads Quality scores |MCBI/Sanger or lllumina Pipeline 1.8 and later |v‘

[]Wiseq de-multiplexing
O

8. Redlice los ajustes siguientes:
® Marque la casilla de verificacién Paired reads (Lecturas pareadas).
e Seleccione Paired-end (forward-reverse) (Exiremo pareado [adelante-atrés]).

e Complete el campo Minimum distance (Distancia minima) con el valor 40 y el campo

Maximum distance (Distancia méxima) con 400.

® Marque la casilla de verificacién Remove failed reads (Eliminar lecturas erréneas).

9. Haga clic en Next (Siguiente).
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10.Se abrird la ventana siguiente. Seleccione Save (Guardar) y haga clic en Next

(Siguiente).

Illumina High-Throughput Sequencing Import

Result handling
1. Choose where to run

2. Choose import files
Incation

3. Import files and options

4. Result handling

Result handling
() Dpen
@ Save [ |Ino separate folders

Log handling
[] open log

‘ € Previous H ¥ hlext || + Finish H X Cancel |

11.Cree una carpeta donde guardar los archivos FASTQ pareados y haga clic en Finish

(Finalizar).
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Andlisis de secuencias

Procese los archivos FASTQ con el flujo de trabajo BRCA 1/2 CE-IVD de andlisis del ensayo
que se instalé mediante el procedimiento “Flujo de trabajo: proceso de instalacién local”
o el procedimiento “Flujo de trabajo: proceso de instalacién en servidor”. Siga todos los
pasos del procedimiento para el andlisis de los archivos FASTQ pareados tal como se

describe a continuacién.

Procedimiento

1. Seleccione la pestaiia Toolbox (Cuadro de herramientas) y haga doble clic sobre el

nombre del flujo de trabajo.

File Edit View Toolbox Workspace Help

EQE Sk (B
Show MNew Save Import Export Graphics Frint Undo Reds  Cut  Copy Paste Delete
Mavigation Area

% B O

=
bl

- CLC
o {5 CLC_References
< [@ CLC_References

Q- [<enter search term>

Toolbox

o= (5] Ingenuity Variant Analysis
o [& Cloning and Restriction Sites
o Sanger Sequencing
o Epigenomics Analysis
L]
% BR

S BRCAL2-CEVD_20150709_01

"‘

b B B2 -
B BRCALZ-CEVD_20151120_01
B BRCALZ-CEVD_ 2015112401
B BRCAIZ-CENVD_20151124_02
B BRCAIZ-CENVD_20160202_01
% BRCALZ-CEVD_A
B BRCALZ-CEVD_RCL
B BRCALZ-CEVD_multiplicam
B BRCALZ-CENVD_notTrimmed_20150917_01
sz BRCA12-CENVD_released
% BRCA_BM
B BRCAIVD_PANEL
B} BRCA_additionalQC
B BRCA_plugin_1_8
B MarseilleBRCA-CE-IVD
% Plugin 1.8 Locked

Frocesses Favorites
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Se abre la ventana siguiente.

i Hllumina High-Throughput Sequencing Import x

S&1 parameters
1. Choose where to run

& [Workbench
® CLC Server

The server Is nat configured with any grid pressts.

[ Remember setting and skip this step

| ? | ! s | < et  Eini X cancel

2. Seleccione la opcién aplicable:

e Seleccione Workbench (Area de trabaijo) si el flujo de trabajo BRCA 1/2 CE-VD
estd instalado de forma local.

® Seleccione CLC Server (Servidor CLC) si el flujo de trabajo BRCA 1/2 CE-IVD estd
instalado en el servidor.

3. Haga clic en Next (Siguiente).
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1. Choose where 1o run R
Mavigation Area

& (3 CLC_Data
7 @ CLC

2. Select sequencing reads

o [ HybridWF
o= (3 Luciana

Select sequencing reads

% [ Home_Macde_References

“A12-CEIVD_20150709_01

¢ = BRCA

Emmanuel
Luciana workflow

i)

i 0 e

i 4105_51.L001_R1_001 (paired)

1 4272.53_L001_R1.001 (paired)

& 4276.54_L001_R1_001 (paired)

15 4279.55_LO01_R1_001 (paired)

i 42B0_56.L001_R1_001 (paired)

{= 4281.57_L0O01_R1_001 (paired)

i¥ 4283_5B_L001_R1_.001 (paired)

{57 4287 _59_L001_R1_001 (paired)

iF 42BB.510.L001_R1.001 (paired)

{5 NTC-manip27_512_L0O01_R1 001 (paired)

iE Undetermined S0_LO01_R1.001 (paired)
o3 150122 _M70102_00E1_000000000-AB084

il I1»]

Q- [<enter search term> |

Selected elements (1)
5 150122_M70103_00B0_00000000. . |

| £ Previous

2 Mext H ' Einish | X Cancel

Seleccione la carpeta que contiene los archivos FASTQ, marque la casilla de

verificacién Batch (Lote) y haga clic en la flecha azul | | para seleccionar

la carpeta.

Haga clic en Next (Siguiente).

Manual de uso del kit therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA (2.° parte)

02/2017

29



6.

Confirme visualmente que hay 13 elementos seleccionados en el panel Units (Unidades).

Haga clic en Next (Siguiente).

BRCA12-CEIVD_20150709_01

| Batch overview
| Units Contents
2. Select sequencing reads | 3466_52 L001_R1 001 (paired) |
3564_511_L0O01_R1_001 (paired)
4105_51_L0O01_R1_001 {paired)

4272 53 L001_R1_001 (paired)
4276_54_L001_R1_001 (paired)
4279_55_L001_R1_001 (paired)
42B0_56_LO01_R1_001 (paired)
4281.57_L0O01_R1.001 (paired)
4283_58_L001_R1_001 (paired)
4287_59_L0O01_R1.001 (paired)
42BB.510_L001_R1_001 (paired)
NTC-manip27 512 _L001_R1.001 (paired)
Undetermined_SO_LO0O1_R1_001 (paired)

1. Choose where to run

3. Baxch overview

3 |-
H x . | Only use elements containing: | |
| Exclude elements containing: | \l

? . efl:s in total|
. L ||

? | [[Eomio || e [[ Ensh ][ Xcance |

Nota: la primera vez que se utiliza el flujo de trabajo BRCA 1/2 CE-IVD, deben

seleccionarse los datos de referencia en la carpeta CLC_References.

La primera vez que se abre el software Biomedical Genomics Workbench aparece un

cuadro de didlogo con un mensaje que informa de la existencia de datos de referencia

disponibles para descarga en la carpeta CLC_References local o del servidor.
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[ New References Available for local download IA‘

New or missing versions of the reference data
used in the cancer tools are available for
download to the local CLC_References.

7
Do you want to open Data Management now?

Click below to dismiss this dialog for local
references until new versions are available.

[ Never show this dialog again

(e e

Haga clic en Yes (Si). Se abrird el asistente Manage Reference Data (Gestionar datos de

referencia).

Para acceder a este asistente, también puede hacer clic en Data Management (Gestién
de datos) en la esquina superior derecha del software Biomedical Genomics

Workbench.

=@ %

T O & | &

Workspace Plugins |Data Management |Workflows

Para instalar los datos de referencia, haga clic en Data Management (Gestidn de datos)
y descargue las siguientes bases de datos de referencia: 1000 Genomes Project, CDS,
ClinVar, Conservation Scores PhastCons, Cosmic, dbSNP, dbSNP Common, Genes,
HapMap, mRNA, Sequence, Target Primers, Target Regions.
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Manage Reference Data

The Reference Manager downloads references from the CLC bio reference library to your local disk or server, and lets you configure
the workflows using reference data with these downloads.

13 issues: 0 unconfigured, 0 inconsistent and 13 ready for update Download All

@ 1000 Cenomes Project: Mew version available (local)
Versions available from CLC bio: phase_1 (1377 MB) m Download
Workflow configuration... »

@ CDS: New version available (local)
Versions available from CLC bio: ensembl_v74 (12 MB) Iil Download

Workflow configuration... »
@ ClinVar: New version available (local)
Versions available from CLC bio: 20131203 (3 MB) |I| Download

Workflow configuration... »

@ Conservation Scores PhastCons: New version available (local)
Versions available from CLC bio: hgl9 (3318 ME) |I| Download
Workflow configuration... ¥

@ COSMIC: New version available (local)
Versions available from CLC bio: 70 (82 MEB) El Download

Workflow configuration...
) dbsiF: New version available (local)
Versions available from CLC bio: 138 (4197 MB) m Download

Workflow configuration... »

@ dbSNP Common: New version available (local)
Versions available from CLC bio: 138 (1210 ME) Iﬂ Download

U

Para obtener més informacién al respecto, consulte el apartado 4.1 “Reference data”
(Datos de referencia) del Biomedical Genomics Workbench Application Manual

(manual de la aplicacién Biomedical Genomics Workbench).
Seleccione los datos de referencia de CLC_References para realizar los pasos del 7

al 22 que se describen a continuacién.

Por ejemplo, para el paso 7, la entrada del flujo de trabajo para CDS debe
seleccionarse de la ruta siguiente:

CLC_References/homo_sapiens/cds/ensemble_V74/Homo_sapiens_ensembl_v74_CDS

Nota: tras la primera utilizacién, los 16 pasos siguientes (del 7 al 22) Gnicamente

requieren hacer clic en el botén Next (Siguiente) situado en la parte inferior de las

pantallas.

BRCA12-CEIVD A
[

Workiiow inpur 4§ Home_sapians_sersembl_v74_C05 o

7. Haga clic en Next (Siguiente).
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BRCA12-CEIVD A

Workfiow Inpul 4 Homo_sapians_ensambl w74 _Ganas o

5. Genes

8. Haga clic en Next (Siguiente).

- BRCA12-CEIVD_A »

Wackfaw Inpun ¥4, Clmar_2013 1203

10.Haga clic en Next (Siguiente).

= BRCA12-CEIVD A »

mEna

1 Choose where 16 run
Workflow Inpun £ Homa_3apéens._ ensernblv7 4. mANA e
1. Seledt sequenting

3 Bmch eenire

4. 05

7. dbsnp

& mAna

11.Haga clic en Next (Siguiente).

Workdiow Input M Cosmic_v7i

9. Comemi

12.Haga clic en Next (Siguiente).
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BRCAL12-CEIVD_A

1000 Genomas pops

L Chesse where 1o nun

1000 Ganomes #t 100CCINCHES phise. 1 IUR, 1000CENONIS, phase, 1 AMR, 1000CENONIS, phase, 1 AFR o

ing daa

mena
9, Cosmic

10, 1000 Genomes paputacan

13.Haga clic en Next (Siguiente).

- BRCA12-CEIVD A "
244 Information fram Dveriapping Genes

Cene track % _Eagens_srsembs

AT Track FE Moo, Saaiens, snsembd

7 dbinp

8. Cosm

sanies population

244 information fram
Dveriapging Ganas

14.Haga clic en Next (Siguiente).

BRCA12-CEIVD_A

Add Bxon ar

Chagse where 1o un
PriRAA track S HEm0, SADIENS, ENSemil w7 4 mENA =
7 Select saquencing dma

7. dbinp

8. mena

3. Cosmic

00 Genomas pepulation

4 Infarmatian fram
AMIOpINg Cenes

12 Acd Exan Number

15.Haga clic en Next (Siguiente).
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i Infarmanion abses
Configurabla Parama

naase Whens 16 iR

Seledt sequencing data CO% Atk %E Homa_sap

3. Bakch pveraew EHA Track 3 Homs_sapsns n:

(o

e Semings
5. Cenes

& Cimvar
b
& mbna

9 Cosmec

Choase wh

Select s

17 Haga clic en Next (Siguiente).

BRCA12-CEIVD_A
)

Ada Information from C
Configurable Parameters

1 Choose wh:

o run
Select saquencing daia Clinvar rack 3, Clinvar, 20131203

3. Batch overview
b Locked Settings
4 DS

Cenes

=

ClinVar
dbsnp
8 mRna

Cosmic

10. 1000 Genomes population

11, Add Informatian from
Overiapping Cenes

12. Add Exon Number

12, Add Information about
Amino Adid Changes

14, Add Information from
COSMIC (6)

#dd information from
Clinvar @3
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18.Haga clic en Next (Siguiente).

BRCA12-CEIVD,
Add Infermation from Common dBSNF (3)
Configurable Paramaters

Choose where 1o run

Select sequencing data Common dRSNP track ™%, dbsnp.comman.vi3g o

Batch overview
b Locked Seftings
4. €DS

5. Genes

@

clinvar

dbsnp

»

mRna

©

Cosmic

0. 1000 Genomes population

o

Add Information from
Overlapping Genes

2. Add Exon Mumber

Add Information about
Amino Acid Changes

iy

Add Information from
COSMIC (5)

]

#dd inrermation from
Ciinvar (2

6. Addl Information from
Comman dbsHP 3)

19.Haga clic en Next (Siguiente).

A4 Infarmabien fram 10
Configurabile Paramensrs

Engwn variads irack W DOGENCMES_phass_1_EUR. 1000CENOMES_phase_1_AMR. 1000CENOMES phase_ LR [0

»  Locked Semings

dausnp

g

» Cosmic

mifna

Genomes population

17, Add Exon Mambsr

13 A Infarmarin &
h

2ning Acid Changss

14, Add Informarion from
COEMIC

15 Agd Informatian from

jan from
NF (3)

Al Infarmiatien fram
1D00 Genomes Froject (4)

20.Haga clic en Next (Siguiente).
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BRCA12-CEIVI

Add Information from Haphap ¢
Configurable Parameters

1. Choose where 10 run

2. Select sequencing data Known Variants track ", Selecied 12 elements IS

3. Bard

»  Locked Setfings

Genes

Clinvar

dbsnp

8. mRna
9. Cosmic
10. 1000 Genomes popuiation

11 Add Information from
Overlapping Genes

12. Add Exon Number

12. Add Information about
Amino Acid Changes

14. Add Information from
COSMIC (6)

Add Information from
clinvar(2)

&

Add Informatien from
Common dESHP @)

17,4 fitormation from
1000 Gerigmes Project (4)

18 Add information from
Hapliap 5)

21.Haga clic en Next (Siguiente).

A Eonsarval

Farametar 1rack lsx PhasiCons congery

o, Sceres, hg 19 el
Seiecn sequencing dasa

3 Barch pveriew

4. oos

B Cinvar

dbsnn

£ mena

9. Cosmic

0 Genomes papulation

Humbar

500 Infermeasion A0
Aming Atid Changes

16 Add infaemation frem
Common GNP (3)

17 Ado infarmasion from

1 Infer
HapMap {51

19, Add Conserasien Sceres

22.Haga clic en Next (Siguiente).
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Result handing

- BRCAL2-CEIVD A £

£ mfna

23.Seleccione Save (Guardar) y después haga clic en Finish (Finalizar). Se iniciard el

andlisis de las secuencias.

Cuando se ha completado el andlisis de secuencias y antes de continuar con el andlisis de

las variantes:

e Compruebe que el nimero minimo de lecturas por amplicén para el control positivo
es > 200x.

Esto indica que hay suficiente homogeneidad entre los amplicones BRCA1/BRCA2.

e Compruebe que el nimero minimo de lecturas por amplicén para la muestra es > 200x.

IMPORTANTE: se recomienda utilizar Gnicamente dianas con una cobertura > 200 lecturas
para el andlisis final. La cobertura minima obtenida por amplicén se especifica en el
informe “Locally realigned trimmed reads read mapping (coverage) region statistics” (Las
lecturas recortadas realineadas localmente leen estadisticas de la regién de mapeo

[cobertural]).
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La especificidad de las lecturas define el porcentaje de lecturas alineadas con la regién
diana. Para calcular la especificidad de la secuenciacién y garantizar que es suficiente,
abra el “Mapping summary report” (Informe de resumen de mapeo) (tabla 7) para conocer
el nimero total de lecturas y, a continuacién, abra el “Coverage summary report” (Informe
de resumen de cobertura). Los datos de las lecturas alineadas sobre la regién diana se
muestran en el “Targeted regions overview” (Resumen de regiones diana) del “Coverage
summary report” (Informe de resumen de cobertura) (tabla 8). La especificidad de las

lecturas en el ejemplo es del 92%. El valor recomendado de la especificidad de las lecturas
es > 80%.

Tabla 7. “Mapping summary report” (Informe de resumen de mapeo)

Summary statistics
(Resumen de estadisticas)
Percentage Percentage
of reads of bases
Count (Porcentaje  Average length Number of bases (Porcentaje
(Recuento) de lecturas)  (Longitud media) (NGmero de bases)  de bases)
References 25 - 123.827.759,24  3.095.693.981 -
(Referencias)
Mapped reads 3.012.232 98,91% 143,92 433.521.188 99,16%
(Lecturas mapeadas)
Not mapped reads 33.274 1,09% 110,32 3.670.839 0,84%
(Lecturas no
mapeadas)
Reads in pairs 2.962.962  97,29% 148,38 426.681.289 97,60%
(Lecturas en pares)
Broken paired reads ~ 49.270 1,62% 138,82 6.839.899 1,56%
(Lecturas pareadas
rotas)
Total reads 3.045.506 | 100% 143,55 437.192.027 100%
(Lecturas totales)
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Tabla 8. Targeted regions overview (Resumen de regiones dianal)

Total mapped
reads
excluding Total mapped reads
Mapped reads ignored in targeted region
Total mapped  in targeted (Lecturas excluding ignored Specificity
reads region mapeadas (Lecturas mapeadas  excluding ignored
(Lecturas (Lecturas Specificity totales exclu-  totales en regién (Especificidad
Reference pead peadas en (Especificidad)  yendo las diana excluyendo excluyendo las
(Referencia) totales) region diana) (%) igl Jas) las ig Jas) ignoradas) (%)
1 0 0 - 0 0 -
2 0 0 - 0 0 -
3 0 0 - 0 0 -
4 0 0 - 0 0 -
5 0 0 - 0 0 -
6 0 0 - 0 0 -
7 0 0 - 0 0 -
8 0 0 - 0 0 -
9 0 0 - 0 0 -
10 0 0 - 0 0 -
11 0 0 - 0 0 -
12 0 0 - 0 0 -
13 1.606.916  1.606.916 100,0 1.606.916 1.606.916 100,0
14 0 0 - 0 0 -
15 0 0 - 0 0 -
16 0 0 - 0 0 -
17 1.200.127  1.200.127 100,0 1.200.127  1.200.127 100,0
18 0 0 - 0 0 -
19 0 0 - 0 0 -
20 0 0 - 0 0 -
21 0 0 - 0 0 -
22 0 0 - 0 0 -
0 0 - 0 0 -
0 0 - 0 0 -
MT 0 0 - 0 0 -
ITotal 2.807.043 2.807.043 I 100,0 2.807.043  2.807.043 100,0
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Criterios de control de calidad
e El valor minimo de la cobertura por amplicén debe ser de 200x para el control positivo
NA12878.

Existe suficiente profundidad de lectura de cobertura entre los amplicones para

garantizar la validacién de la serie de secuenciacién y el alineamiento de secuencias.
® El valor minimo de la cobertura por amplicén debe ser de 200x para las muestras.
Esto garantiza la homogeneidad de la cobertura y la calidad de las muestras.

® Para asegurar la especificidad de los primers, > 80% de las lecturas se alinean con la
regién diana para el control positivo NA12878.
® Para asegurar la especificidad de los primers, > 80% de las lecturas se alinean con la

regién diana para las muestras.

Si no se cumplen estos criterios de control de calidad, consulte el apartado “Guia de

resolucién de problemas” en la pagina 45.

Manual de uso del kit therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA (2.° parte) 02/2017 41



Interpretacién de los resultados

Para cada muestra, exporte el archivo VCF (Variant Call Format, formato de llamadas de
variantes) tal como se describe mdas abajo y envielo a la base de datos de variantes de
BRCA1/BRCA2 que prefiera para identificar la importancia clinica de las variantes. En el
caso de variantes con impacto patolégico clinico, compruebe si la variante detectada estd
presente en la lista de las variantes falsas positivas identificadas (consulte el apartado

“Variantes positivas falsas” en la pagina 62 y la tabla 16 en la pagina 67).

Preste atencién al tipo de secuencia en la que se encuentra una variante:

® Secuencia infrénica

® Secuencia exénica

e Adyacente/Flanqueante (= 20 nt antes y después de la regién diana)
e Homopolimero

® Regién de estiramiento de nucledtidos

Nota: los homopolimeros (> 6 nucleétidos) y las regiones de estiramiento de nucledtidos
(repeticiones de di o trinucledtidos) son fuentes de positivos falsos. Las variantes
correspondientes deben valorarse con atencién. Se recomienda realizar un experimento de

confirmacién con un método de secuenciacién alternativo (p. ej., secuenciacién de Sanger).

Nota: la interpretacién de las variantes debe realizarla un geneticista clinico.
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Exportacién de un archivo VCF

1. Seleccione el archivo “Annotated Variants” (Variantes anotadas) en el panel Navigation
Area (Area de navegacién) (1).

2. Haga clic en el botén Export (Exportar) en la barra de herramientas (2).

3. En la ventana Select export format (Seleccionar formato de exportacién), seleccione

VCF (3) y haga clic en Select (Seleccionar).

dical Genomics kbench 2.1.1 - Evaluati

Eile Edi Yiew Toelbox Morkspace Help

EJESEN-" OD R

P gt Capart N o Paen Du
Navigation Area a
b O Y

&2 151130.M70103_0010 -

= £ 160108, M70103.0014.000000000-AKHAL
= [ Runl4 dev workflow 3 ‘ [
o ] 160108, M70103 0014, 000000000~ AKHAL Veri 10-1 — e
o £ 160114 M7 23 000000000 VCE Export variant tracks t Variant Call Farmat  [ve] et
f 0
Export files and folder structur in CLC fer |2ip] vs
Export annotations on sequences i CSV fo. [cs] Mo

Export annotaions on sequences in Excel 1 [xisx]

6.L001.R1_001 (paired)
L001_R1.001 (paired)
5-8¢5_55.L001_R1.001 [paired)

ann

_R1.001 maired
tparud annoie n sequence:
_R1_001 (pairad)
01 RL 001 (paire) 1] [eem Export mappad reads in BAN ferman [bam] Mo
_R1.001 (paired) rimmed (pairec) mapp) z
71,001 (paired) trimmed (paired) (Read
_R1.001 (paired) trimmed {pairad) (Read L oz
F1.001 (paired) Trmmed (paired) (Read! LK Camcel | \—I" Select
18-00625-Bc10,510,L001 1,001 (paired) inmmed (paired) (Read
1 B D Bl e i i St s <t <igad Idennty varionm in whole exome dow
I MY L00B-0v18-00625-Bc 10 510 L001_R1_001 (paired) Annotated Varians I Dok aniclyils

" IO BTOWTRT VW

4. Si tiene una sesién iniciada en un CLC Server, el software le preguntard si desea
ejecutar la tarea de exportacién mediante Workbench o CLC Server. Seleccione

Workbench (Area de trabajo) o CLC Server (Servidor CLC), segin corresponda.

(71 Workbench

5. Haga clic en Next (Siguiente).
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6. Confirme la seleccién de los datos que se exportardn. Se abre el cuadro de didlogo
Export VCF (Exportar VCF).

8.8 Export VOF

Set parameters

1. Select Variants

2. Set parameters

Exclude chromosomes from enforced diploid export (Nothing selected)

Basic export parameters
Use compression | None

File name

Output file name  O287_521_LOOL_R1_001 (paired) Annotated Variants.vel

Custom file nama 11121

Previous Cancel

Nota: en la primera utilizacién, el valor de Reference sequence track (Pista de la
secuencia de referencia) debe seleccionarse de la ruta siguiente:
CLC_References/homo_sapiens/sequence/hg19/Homo_sapiens_sequence_hg19.

7. Haga clic en Next (Siguiente).

ane Export VCF
1. Choose where to run  SSIESCIRCUELIRIIL
2. Select Varlants I Macintosh HEL
3. Set parameters ¥ DEVICES 14 Applications
e R Livcary
4. Select output folder PLACES ™ Netwark
Ll System
| user Information
G users
| New Foider |

Previous N |~ Finish- | Cancel

8. Seleccione la carpeta de exportacién y haga clic en Finish (Finalizar).
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Guia de resolucién de problemas

Esta guia de resolucién de problemas puede ayudarle a resolver cualquier problema que
pueda surgir durante la valoracién del estado mutacional de BRCA1/2 mediante el kit
therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA. Para obtener informacién de contacto, consulte la

contraportada o visite www.giagen.com.

Para obtener informacién de resolucién de problemas relacionada con ofros kits, consulte

los manuales de uso de los kits correspondientes.

Para obtener informacién de resolucién de problemas relacionada con el equipo MiSeqDx
de lllumina y el software correspondiente, incluidos software Biomedical Genomics
Workbench y el flujo de trabajo BRCA 1/2 CEVD, consulte las guias y los manuales de

usuario correspondientes.

Comentarios y sugerencias

Rendimiento bajo de ADN diana

a) Compruebe la Se recomienda utilizar un fluorimetro para la cuantifi-
concentracién cacién de ADNg procedente de material inicial FFPE.
de ADNg.

La concentracién de ADNg debe ser > 2,5 ng/pl para
garantizar una cantidad de muestra suficiente que permita
realizar los experimentos de fases posteriores. El kit estd
optimizado para 10 ng de ADNg por reaccién de PCR
de la diana (40 ng en total).
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Comentarios y sugerencias

b) Compruebe la concen- Si la concentracién del control positivo NA12878 es
tracién del control positivo  inferior a 20 ng/pl, puede haberse producido un error
obtenida después de la durante la T-PCR o durante el paso de agrupacién de
agrupacién y la purifi- muestras y purificacién.

cacién para PCR de la Repita el paso de T-PCR para todas las muestras.

diana (T-PCR).
c) Compruebe la concen- Una concentracién de las muestras inferior al criterio
tracién de las muestras de control de calidad de 4 ng/pl puede indicar ADN

después de la agrupacién  degradado.
y la purificacién para

Repita la extraccién de ADN de la muestra errénea.
T-PCR.

Rendimientos bajos de las genotecas

a) Compruebe los Después de la T-PCR y antes de continuar con la
rendimientos de preparacién de las genotecas, las concentraciones del
la T-PCR. control positivo y de las muestras deben ser > 20 ng/pl

y > 4 ng/}l respectivamente.
e Sila concentracién del control positivo es demasiado
baja, repita el paso de T-PCR para todas las muestras.

e Sila concentracién de una muestra es demasiado

baja, repita la extraccién de ADN de la muestra.
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Comentarios y sugerencias

b) Compruebe la concen-
tracién del control positivo
después de los pasos de
preparacién de las
genotecas y selecciones

de tamafios.

c) Compruebe la concen-
tracién de las muestras
después de los pasos
de preparacién de las
genotecas y selecciones

de tamafios.

Cuantifique las genotecas purificadas y con el tamafio
seleccionado mediante un kit compatible de cuantificacién
de genotecas por gPCR de lllumina. Repita la cuantifi-
cacién de las genotecas si no se cumplen los criterios

de control de calidad.

Si la concentracién del control positivo NA12878 es
inferior a 120 nM, puede haberse producido un error
durante los pasos de preparacién de las genotecas,
seleccién de tamafo, amplificacién mediante PCR

o purificacién para PCR.

Vuelva a iniciar la construccién de genotecas a partir

del ADNg para todas las muestras.

Cuantifique las genotecas purificadas y con el tamafio
seleccionado mediante un kit compatible de cuantificacién
de genotecas por qPCR de lllumina. Preste atencién a los
criterios de control de calidad de gPCR descritos en el

protocolo.

i la concentracién de una muestra es inferior a nM,
Sil t d t f 80 nM
puede haberse producido un error durante los pasos de
preparacién de las genotecas, seleccién de tamafo,

amplificacién mediante PCR o purificacién para PCR.

Vuelva a iniciar la construcciéon de genotecas a partir del

ADNg para esa muestra.
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Comentarios y sugerencias

Rendimiento bajo de los datos de secuenciacién (lecturas totales < 3 GB)

Compruebe la cantidad
de material de genotecas
afadido al cartucho de

secuenciacién de lllumina.

Para evitar una lectura incorrecta de las regiones
BRCA1/2 diana, se recomienda un total de 3 GB de
salida de datos de secuenciacién. Si no se cumple el
criterio de calidad de 3 GB, vuelva a iniciar el protocolo

desde el paso de cuantificacién de la genoteca.

Compruebe las imdgenes de las celdas de flujo de

lllumina de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

® Sila genoteca estd sobrecargada (saturacién de la
densidad de grupos), reduzca la cantidad de

genotecas agrupadas afadidas al cartucho.

® Sila densidad de grupos es baja, aumente la
cantidad de genotecas agrupadas afadidas al

cartucho.

Especificidad de la secuenciacién baja

(% de lecturas alineadas con la regién diana BRCA1/2)

Compruebe el tamaiio
medio de las genotecas
con tamario seleccionado

y purificadas.

Si no se cumple el criterio de calidad del 80% de
especificidad, valore la calidad de la purificacién
mediante el andlisis del tamafio de los fragmentos de
las genotecas. El tamafio medio del amplicén debe

ser aproximadamente 280 pb.

Vuelva a iniciar el protocolo desde la T-PCR.
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Comentarios y sugerencias

Cobertura de lecturas baja

Compruebe la cobertura

minima por amplicén.

Si no se cumple el criterio de calidad de cobertura de

200x, las acciones recomendadas son:

e Compruebe que las 4 reacciones de PCR de la diana

se agruparon con volimenes equivalentes.

e Compruebe la homogeneidad de las lecturas en
términos del nimero de lecturas obtenido por muestra

para las 10 muestras més el control positivo.

Contaminacién de un control sin molde (NTC)

a)

b)

Compruebe el NTC
después de la T-PCR.

Compruebe la concen-
tracién del NTC después
de los pasos de prepa-

racién de las genotecas

y selecciones de tamafios.

Si una muestra se detecta en el NTC, puede haberse
producido contaminacién durante la T-PCR o durante

el paso de agrupacién de muestras y purificacién.
Vuelva a iniciar la T-PCR.

Si la concentracién del NTC es superior a 1 nM, puede
haberse producido contaminacién durante los pasos de
preparacién de las genotecas, seleccién de tamafo,

amplificacién mediante PCR o purificacién para PCR.

Vuelva a iniciar la T-PCR.
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Control de calidad

De acuerdo con el sistema de gestién de calidad con certificacién 1ISO de QIAGEN, cada
lote del kit therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA se analiza en cuanto a las
especificaciones predeterminadas para garantizar la uniformidad de la calidad de los

productos.

Limitaciones

Este kit se ha disefiado para uso profesional.

Solo el personal especialmente formado y cudlificado en las técnicas de biologia molecular

y que esté familiarizado con esta tecnologia puede utilizar el producto.

Este kit debe utilizarse de acuerdo con las instrucciones recogidas en este manual, junto con
un equipo validado especificado en “Materiales requeridos pero no suministrados: andlisis”,

en la pégina 7.

Debe prestar especial atencién a las fechas de caducidad impresas en las cajas y etiquetas

de todos los componentes. No utilice componentes caducados.

El kit therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA se ha validado Gnicamente con tejido fijado

en formalina tamponada e impregnado en parafina.

Para la secuenciacién de las genotecas de muestras Gnicamente se ha validado el equipo
MiSeqDx de lllumina.

Cualquier uso no autorizado de este producto o modificacién de los componentes eximira
a QIAGEN de posibles responsabilidades.
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Es responsabilidad del usuario validar el rendimiento del sistema con los procedimientos
utilizados en cada laboratorio que no estén contemplados en los estudios de rendimiento de
QIAGEN.

Lo deteccién de las mutaciones depende de la integridad de la muestra, del contenido

tumoral y del volumen de ADN amplificable que contiene la muestra.

El kit therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA junto con el flujo de trabajo de andlisis no

estd indicado para el andlisis de variacién de nimero de copias (CNV).

La interpretacién de los resultados de diagnéstico obtenidos con el producto debe realizarse

teniendo en cuenta el contexto de todos los datos clinicos y de laboratorio relevantes.
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Caracteristicas de rendimiento

IMPORTANTE: las caracteristicas de rendimiento del ensayo del kit therascreen BRCA1/2
NGS FFPE gDNA se han obtenido mediante la herramienta para la creacién de informes
del software Biomedical Genomics Workbench con el flujo de trabajo BRCA 1/2 CE-IVD. La
totalidad del flujo de trabajo deberia someterse a una verificacién independiente por parte

del usuario final del laboratorio antes de integrarlo en el uso rutinario.

Rango incluido en los informes del ensayo

El disefio del kit therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA cubre todas las regiones
codificadoras de los genes BRCAT y BRCA2, ademés de un minimo de 20 pb flanqueando

cada exén codificador. En la tabla 9 se ofrece informacién sobre la cobertura del kit.

Tabla 9. Informacién de cobertura

FFPE NA12878
Cobertura Numero de valores 82 muestras 67 muestras
Cobertura minima Minimo 1.863 813
Mediano 5.624 4.725
Medio 5.591 5.187
Méximo 11.890 14.187
% de datos con 100% 100%
cobertura > 200x
Cobertura minima Minimo 1.142 539
normalizada* Mediano 3.499 3.124
(equivalente a 3 GB de datos Medio 3.494 3.416
por serie de secuenciacién) Méximo 7383 9211
% de datos con 100% 100%
cobertura > 200x

* La cobertura del amplicén por serie de secuenciacién se normalizé mediante la multiplicacién de la cobertura
minima obtenida con el kit por el cociente: 3 GB (salida de datos de secuenciacién minima recomendada)/Salida
de secuenciacién de la serie (en GB).
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Uniformidad de la amplificacién

Entre 82 conjuntos de datos de muestras FFPE, los datos revelaron que el 99,29% de las
posiciones diana se cubrieron con un nimero de lecturas superior al 20% de la profundidad
media de cobertura (intervalo de prediccién del 95% de 96,81-100%).

Sustancias interferentes

Los reactivos del kit para extraccién de ADN FFPE y las posibles sustancias interferentes de
las muestras FFPE se analizaron para determinar el posible impacto en el rendimiento del kit
therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA. No se observd ningin impacto de condiciones
o sustancias interferentes en el rendimiento con respecto a la cuantificacién de ADN

y genotecas, salida de la secuenciacién o llamada de variantes.
Contaminacién por arrastre

La ligacién de secuencias de oligonucledtidos especificos se utiliza para la generacién de
grupos de lllumina y la identificacién de las muestras. La alternancia del uso de 2 juegos de

12 cédigos de barras entre series consecutivas disminuye el riesgo de contaminacién.

En una serie de secuenciacién denominada “serie 1” se utilizaron las muestras con cédigo
de barras con el primer juego de adaptadores. A continuacién, se ejecutaron dos series de
secuenciacién adicionales sin muestras (serie 2 y serie 3) y se cuantificaron los cédigos de
barras restantes del primer juego en la serie 2 y la serie 3 para medir la contaminacién por
arrastre entre series. El mismo experimento se realizé usando el segundo juego de cédigo
de barras. El porcentaje de contaminacién por arrastre global entre series se establecié
mediante la comparacién del cociente del nimero de lecturas obtenido en la serie 1 y la
serie 3 usando ambos juegos de cédigos de barras, considerando que el cliente utiliza

alternativamente los dos juegos disponibles de cédigos de barras.
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La contaminacién por arrastre entre series, definida como el porcentaje de lecturas de las
muestras de la serie 1 que sigue detectdndose en la serie 3 (sin muestras), fue del 0,43%

y del 0,47% para el primer y segundo juego de cédigos de barras, respectivamente.

Lecturas en la diana (especificidad del ensayo)

Las lecturas en la diana se definen como el porcentaje de lecturas alineadas en la regién
diana entre el total de lecturas obtenidas por muestra. El porcentaje se calcula segin la

férmula siguiente:

Niémero de lecturas alineadas con la regién diana x 100

Lecturas en la diana (%) =
Nuomero total de lecturas

Las estadisticas en la diana se obtuvieron a partir de 82 conjuntos de datos generados
a partir de 52 extractos de ADN obtenidos en FFPE mediante 3 lotes de kit distintos. Como

media, el 94,51% de las lecturas se alinearon con la regién diana (tabla 10).

Tabla 10. Lecturas en la diana (especificidad del ensayo)

Media Minimo Maximo Desviacion estandar

94,51% 87,67% 96,17% 1,4%

Precisién del ensayo

La repetibilidad (precisién intraserie) y la reproducibilidad (precisién interserie) del ensayo
se valoraron en términos de frecuencia alélica (FA). Se crearon dos mezclas mezcladas
para generar un mdximo de variantes con la FA esperada de entre el 5y el 15%. Estas
muestras se analizaron por duplicado en 6 series de secuenciacién con 2 plataformas
MiSeqDx (reproducibilidad interinstrumento), 3 usuarios (reproducibilidad interusuario)

y 3 lotes de kit (variabilidad interlote).
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El objetivo era determinar porcentajes relativos del total de variabilidad introducido en cada

nivel, lote usuario, instrumento y réplicas. El andlisis de los componentes de varianza indica

que el principal componente de varianza total es la repetibilidad, la cual procede de las

réplicas intraserie (consulte la tabla 11; columna Sr).

Tabla 11. Compilacién de todas las variantes detectadas en 36 conjuntos de datos para

2 muestras

Posicion de la

variante y alelo FA media
de ref.>Alelo de FA calculada
la variante prevista  (n=36) SD*  CV* (%)  Sr* Si* Su* Sin*  Stotal*  Fiabilidadt
iL/C:;QQ] 3055 99,9 99,9 0,06 0,06 0,06 0,00 0,00 0,00 0,06 100,00
22>/C:?29] G 99,9 99,9 0,05 0,05 0,05 0,01 0,02 0,01 005 84,18
15.1(/:32929387 99,9 99,7 0,16 0,16 0,11 0,09 0,12 0,02 0,18 33,41
é2>/(?29]5005 99,9 99,7 0,38 0,38 0,26 022 0,29 0,00 0,44 34,25
15.3(/:32929387 99,9 99,7 0,19 0,19 0,15 0,10 0,12 0,00 0,21 47,81
é]>/(?29]5005 99,9 99,7 0,45 0,46 0,31 0,27 0,33 0,00 0,53 34,18
iZé32906729 90,3 90,1 0,85 0,95 0,80 0,00 0,00 0,36 0,88 83,49
ilé32906729 88,6 91,8 0,70 0,76 0,64 0,00 0,34 000 0,73 78,30
15.1(/:32936646 54,5 52,5 1,78 3,40 1,54 0,48 0,69 0,74 1,90 65,44
.?3(/:32936646 51 50,2 1,90 3,78 1,40 0,18 1,17 1,02 2,09 44,49
214329] 3691 43,9 46,2 1,68 3,64 1,56 0,00 0,25 0,72 1,73 80,86
éL/:] ZIlNEl 42,5 43,1 1,31 3,04 1,11 0,00 0,71 0,46 1,40 63,31
234329] 3691 42,3 44,9 1,27 2,84 1,10 0,00 0,79 0,00 1,35 6587
éi{:ﬂ ZIlNEl 41 43,5 1,75 4,01 1,39 0,00 1,23 0,33 1,89 54,60
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Posicion de la
variante y alelo FA media
de ref.>Alelo de FA calculada
la variante prevista  (n=36) sD*  CV* (%)  Sr* Si* Su*  Sin*  Stotal*  Fiabilidad
-?zé‘” 244000 14,3 9,6 0,99 10,27 099 000 0,00 0,00 0,99 100,00
(S:2>{|.4] 2D 14,2 12,9 0,94 7,29 0,65 0,00 065 050 1,05 39,14
-?zé‘” 219780 14,2 12,2 0,98 8,05 091 000 0,44 000 1,01 81,35
15-3(/:4] 219804 14,2 12,2 0,97 7,95 091 000 041 000 100 83,03
-?zé‘“ 244435 14,2 11,9 0,66 5,58 0,62 000 0,11 0,25 0,68 83,56
(532>//:H 245466 14,2 11,8 0,96 8,17 0,93 000 0,21 0,16 0,97 92,56
SAQ>/GA] 234470 14,2 11,7 0,57 4,90 0,54 0,00 0,15 0,19 0,59 83,18
22>/GA] 245287 14,2 11,6 1,12 9,65 1,07 0,00 0,21 0,33 1,14 88,24
éi/:] 244936 14,2 11,5 087 755 073 000 040 039 092 62,78
15-5(/:4] 223094 14,2 11,4 0,65 570 062 000 0,22 0,00 066 8891
fzém 215416 13,6 9.3 078 843 078 0,00 0,00 0,00 0,78 100,00
(53]>/:2890572 9,6 6,6 0,72 1095 0,72 000 0,11 000 0,72 97,88
SA2>/632929232 9,5 12,4 076 6,13 076 0,00 0,00 0,00 0,76 100,00
iL§2929232 9,5 6,7 0,68 10,07 068 0,00 0,00 0,00 0,68 100,00
SA2>/6329] 1888 9,4 9.5 0,60 633 052 0,13 035 000 064 6508
é2>§2890572 9,4 9.1 088 972 080 008 0,19 040 092 76,65
SAL/G?QQ] 1888 9,3 6,2 045 733 042 000 0,03 020 047 81,41
214329]4236 9,3 5,8 0,60 10,27 0555 0,00 026 0,12 0,62 7849
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Posicion de la

variante y alelo FA media

de ref.>Alelo de FA calculada

la variante prevista (n=36) SD*  CV* (%) Sr* Si* Su* Sin*  Stotal*  Fiabilidad!
$2/32915411

32915414 9,2 9.7 076 783 070 000 026 026 079 7835
AATT>-

$1/32915411

32915414 9,2 56 051 903 050 000 011 000 051 9565
AATT>-

22>/A32907259 9,0 9.6 053 552 053 000 000 008 053 97,53
él/:] AR 5 7.0 070 996 057 000 048 000 075 5927
flé‘” 219780 54 69 078 1123 073 000 000 033 080 8321
ﬂé‘“ AN oy 6,9 077 1120 072 000 000 034 080 81,37
iL/G‘”245237 56 66 068 1039 069 000 000 000 069 100,00
ﬂé‘“ ZERTY 6.4 042 654 041 000 004 0,10 042 9321
flé‘” 223094 5 5 6.3 046 729 044 000 0,18 000 047 8503
?A‘“ Ay 66 072 1090 067 015 028 000 074 81,60
iL/G‘” 234470 5 4 6.5 056 861 054 000 009 0,15 057 90,40
él/:] Y 6.5 068 1055 062 000 035 000 071 7593
2144]23]5]6 5.4 6.4 062 981 054 000 035 0,13 066 6851
ﬂé‘“ PLLRD ), 6,3 0,66 10,61 063 000 024 000 068 87,22
éi/:”]%o?’ 53 49 068 1402 065 000 025 0,10 070 8568

* SD: desviacién estandar; CV: coeficiente de variacién (Stotal/Media) Sr: SD repetibilidad (precisién intralote);
Si: SD inferlote; Su: SD interusuario; Sin: SD interinstrumento; Stotal: SD total (precisién intralaboratorio).

' Fiabilidad = (Sr2/Stotal?) x 100

Manual de uso del kit therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA (2.° parte)

02/2017

57



Limite de deteccién (LOD)

Corte del ensayo

El valor de corte del ensayo para la frecuencia alélica se definié como la frecuencia alélica
minima para la que el 99,9% de las variantes detectadas son variantes positivas verdaderas
tras la eliminacién de variantes positivas falsas tal como se describe en las tablas 13, 14
y 16. El valor de corte de la frecuencia alélica de las variantes (FAV) se calculé como el
5,75% para 53 muestras caracterizadas previamente: se analizaron por duplicado
13 muestras del depésito del Coriell Institute for Medical Research y 20 muestras FFPE

clinicas mediante 3 lotes del kit.

Para demostrar que el ensayo puede detectar una FAV del 1,5%, se mezclaron 4 muestras
FFPE de ADN tumoral en distintas proporciones con otra muestra FFPE de ADN tumoral.
Afin de reproducir una reduccién de la homogeneidad entre muestras multiplexadas, se
realizaron series de secuenciacién con cantidades descendente de material de la genoteca
de muestras en un rango de 4 nM (cantidad recomendada) a 0,125 nM de la genoteca
cargada en el cartucho. La entrada total de la genoteca se mantuvo a una concentracién
constante de 4 nM aumentando la cantidad del ADN del control positivo NA12878.

La sensibilidad del ensayo se calculé mediante andlisis Probit y los resultados se exponen en
la tabla 12. Para una entrada de la genoteca de 4 nM, el ensayo detecta variantes a una
FAV del 1,54%.
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Tabla 12. Sensibilidad del ensayo: FAV minima detectada con entrada descendente de
material de entrada de la genoteca

Entrada de la genoteca (muestra) LOD de FAV
4 nM 1,54%
2 nM 1,54%
1 nM 1,54%
0,5 nM 1,93%
0,25 nM 3,16%
0,125 nM 3,88%

Cobertura minima para detectar FAV a 5,75%

Se evalué la cobertura minima (ndmero total de lecturas) requerida para identificar el valor
de corte de la FAV del 5,75%. Para ello, se mezclaron cuatro muestras FFPE de ADN
tumoral en distintas proporciones con otra muestra FFPE de ADN tumoral para obtener
valores de FAV entre el 5,25% y el 6,25%, con una FAV media estimada del 5,75%. Se
realizaron miltiples series de secuenciacién con diluciones en serie dobles del mismo
conjunto de muestras mezcladas con cantidades de genoteca comprendidas entre 4 nM
y 0,015625 nM. Por ejemplo, si se obtiene una cobertura de 15.000x con una entrada de

genoteca de 4 nM, la misma variante se detectard 59x con una entrada de 0,015625 nM.

Se utilizé el andlisis Probit para determinar el LOD de cada tipo de FA con un método
acorde con la directriz EP17-A2 del NCCLS (20). El valor final es la cobertura necesaria
para detectar la FA con una fiabilidad del 95%. En la figura 9 encontrard un grdfico de

ejemplo.
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Tasa de aciertos y cobertura media
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Figura 9. Andlisis Probit. La tasa de aciertos representa el porcentaje de variantes detectado de

acuerdo con la cobertura.

Se requiere un minimo de 200 lecturas por posicién para detectar una FAV a 5,75%.
(EI LOD era del 159x, redondeado a 200x.)

Exactitud

la exactitud del ensayo se determiné mediante muestras caracterizadas previamente,
incluidas muestras de ADN del depésito del Coriell Institute for Medical Research y ADN

extraido de muestras FFPE de tumores ovdricos.

e Conjunto 1: 13 muestras del depésito del Coriell totalmente caracterizadas para la

regién diana (191 variantes esperadas)

e Conjunto 2: 27 muestras del depésito del Coriell parcialmente caracterizadas para

25 variantes patogénicas (27 variantes esperadas)
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e Conjunto 3: 20 muestras de ADN extraido de muestras FFPE de tumores ovdricos

totalmente caracterizadas para la regién diana (570 variantes esperadas)

Se detectaron todas las variantes esperadas en las muestras de Coriell (conjunto 1
y conjunto 2), incluidas dos deleciones mayores de 40 nucledtidos en BRCAT (BRCAT:
c.1175_1214del40 p.Leu392GlInfs).

La exactitud se calculé con la férmula siguiente:

(NGmero de positivos verdaderos

+ NUmero de negativos verdaderos) x 100

Regién diana (21.150 bases)

Exactitud (%)

Lo exactitud de las muestras FFPE (conjunto 3) se calculd al 99,988% mediante andlisis

Probit para establecer el umbral de frecuencia alélica al 5,75%.
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Limitaciones de las variantes

Variantes positivas falsas

Se establecié una lista 47 variantes positivas falsas para un conjunto de muestras
caracterizadas anteriormente: se analizaron por duplicado 13 muestras del depésito Coriell
y 20 muestras FFPE clinicas; n = 53. Las variantes positivas falsas proceden de la limitacién
del equipo en relacién con secuencias con tractos homopoliméricos > é nt y/o regiones con
repeticiones de estiramientos de di y trinucledtidos. Las variantes positivas falsas también

pueden ser artefactos procedentes de dimeros de primers.

La lista de variantes positivas falsas de BRCAT en el cromosoma 17 se muestra en la
tabla 13. La lista de variantes positivas falsas de BRCA2 en el cromosoma 13 se muestra en
la tabla 14. la posicién del positivo falso (PF) se indica en la primera columna
(coordenadas Hg19) seguida de la referencia (REF) y los nucleétidos alternativos (ALT)
detectados. El porcentaje de conjuntos de datos en los que se encontré la variante PF (de
53 conjuntos de datos) se muestra en la columna “% de conjuntos de datos (n = 53)". Los
porcentajes de FA minima, media y mdxima de los 53 conjuntos de datos se muestran en

"

las columnas “FA minima (%)”, “FA media (%)” y “FA méxima (%)". Las variantes se
clasifican en 4 categorias: “Homopol” (PF de tractos homopoliméricos > 6 nt), “Dimero de
primers” (PF de artefactos procedentes de dimeros de primers), “Estiramiento” (PF de
repeticiones de di y trinucledtidos) y “Otra” (PF de ofros errores de sintesis de la polimerasa

y/o secuenciacién).
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Tabla 13. Lista de variantes positivas falsas (PF) detectadas en BRCAT en el cromosoma 17

% de Clasificacién

conjuntos  FA FA FA de las

de datos  minima media maxima  positivas
Region REF ALT Tipo n=53) (%) (%) (%) falsas
41231323 C T VNI 9,4 1,3 2,0 2,5 Otra
41231324 G A VNI 9,4 1,1 1,4 2,6 Otra
41231333 G C VNI 7,5 1,0 1,5 1,7 Estiramiento
41231352 T @ VNI 9,4 1,4 1,8 2,1 Otra
41231370 C A VNI 57 1,1 1,2 1,3 Otra
41231401 C T VNI 1,9 1,4 1,4 1,4 Otra
41231404 T C VNI 11,3 1,2 2,4 3,8 Otra
41231419 G A VNI 9,4 1,3 2,5 3.4 Otra
41242939..41242940 CA - Delecién 100 3,1 4,8 6,1 Estiramiento
41243524 A @ VNI 92,5 1,1 1,7 2,7 Dimero de

primers

41244613 G A WN 3,8 2,0 2,1 2,1 Otra
41245586741245587 - T Insercién 96,2 1,1 1,4 2,4 Homopol
41245587 T - Delecion 100 2,3 3,2 3,9 Homopol
41246532 T = Delecién 13,2 1,0 1,1 1,2 Homopol
41246926 A - Delecion 94,3 1,0 1,4 2,0 Homopol
41267808 G - Delecién 77,4 1,0 1,2 1,5 Homopol
41276152741276153 - AT  Insercién 94,3 1,1 1,5 2,0 Estiramiento
41276153..41276154 AT - Delecién 100 1,9 2,7 3,3 Estiramiento

Tabla 14. Lista de variantes positivas falsas (PF) detectadas en BRCA2 en el cromosoma 13

% de Clasificacion

conjuntos  FA FA FA de las

de datos  minima media maxima  positivas
Region REF ALT Tipo n=53) (%) (%) (%) falsas
32893197732893198 - T Insercién 100 4,3 5,6 6,8 Homopol
32893198 T - Delecién 100 11,0 12,6 13,5 Homopol
32893198..32893199 TT - Delecién 5,7 1,1 1,2 1,3 Homopol
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% de Clasificacién

conjuntos  FA FA FA de las

dedatos minima  media méxima  positivas
Regién REF ALT Tipo n=53) (%) (%) (%) falsas
32893318 G A VWN 3,8 1,3 1,8 2,2 Otra
32900364 - Delecién 75,5 1,0 1,3 1,9 Homopol
32905197 T - Delecién 18,9 1,0 1,1 1,3 Homopol
32905219732905220 - T Insercién 100 8,8 10,4 11,4 Homopol
32905219/32905220 - TT  Insercién 96,2 1,0 1,2 1,6 Homopol
32905220 T - Delecién 100 19,7 21,1 23,1 Homopol
32905220..32905221 1T - Delecién 100 3,8 4,4 54 Homopol
32907421 A - Deleciéon 94,3 2,2 3,1 3,9 Homopol
32907535732907536 - T Insercién 100 6,8 7.7 10,0 Homopol
32907535732907536 - 1T Insercién 3,8 1,0 11 11 Homopol
32907536 T - Delecién 100 21,4 23,8 26,3 Homopol
32907536..32907537 1T - Delecién 100 3,6 4,6 6,2 Homopol
32911074 A = Deleciéon 11,3 1,0 1,2 1,6 Homopol
32911443 A - Deleciéon 9,4 1,0 1,1 1,2 Homopol
32912346 A = Delecién 77,4 1,0 1,2 1,5 Homopol
32913559 A - Delecién 100 1,0 1,5 2,0 Homopol
32913837 A - Deleciéon 18,9 1,0 1,0 1,1 Homopol
32914828 A G WN 100 2,4 4,1 6,8 Dimero de

primers
32921032 C T VNI 3,8 1,4 1,4 1,4 Otra
32953633 A - Deleciéon 17,0 1,0 1,1 1,3 Homopol
32954022/32954023 - A Insercién 13,2 1,0 1,1 1,2 Homopol
32954023 A - Delecion 100 2,1 3,3 4,1 Homopol
32954303 T = Delecién 100 1,5 2,3 2,8 Homopol
32968809 T - Delecién 96,2 2,3 2,6 3,2 Homopol
32972287 T - Delecién 5,7 1,0 1,1 1,2 Homopol
32972526 G A WN 3,8 1,4 1,4 1,4 Otra
64 Manual de uso del kit therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA (2.° parte) 02/2017



Variantes negativas falsas

Pueden afadirse (inserciones) pares de bases adicionales al ADN de un gen asi como
eliminarlas del mismo (deleciones). El nimero puede oscilar entre uno y miles. Cominmente,
estas mutaciones se denominan “indeles”. El rendimiento del kit therascreen BRCA1/2 NGS
FFPE gDNA se establecié a partir de la deteccién de variantes de sustitucién y pequefios
indeles (< 3 nt). No se detectaron indeles mayores (>3 nt), si bien no se pudieron

determinar las caracteristicas de rendimiento para la deteccién de estos indeles mayores.

El kit therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA junto con este flujo de trabajo de andlisis no

estd indicado para el andlisis de variacién de nimero de copias (CNV).

Se seleccionan sitios de unién de primers del kit therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA
para evitar la presencia de variantes en las regiones seleccionadas. Esto no excluye la
presencia de variantes raras en un sitio de unién de primers que pueda ocasionar una
amplificacién incorrecta que enmascare la presencia de posibles mutaciones con relevancia
clinica. Si se sospecha de la existencia de este fenémeno, se recomienda realizar un

experimento de confirmacién con un método alternativo.
Resultados de validacién

El estudio de validacién del ensayo del kit therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA se
realizé con muestras FFPE procedentes de tejidos de tumores ovdricos con 2 lotes del kit
independientes. Este estudio valoré el rendimiento en condiciones normales de uso: entrada

de 40 ng, un umbral de frecuencia alélica de variantes del 5,75% y una cobertura de
200x.

Se suministraron un total de 171 muestras FFPE de tumores ovdricos caracterizadas en
3 laboratorios colaboradores: el Curie Institute de Francia, un laboratorio alemdn y otro del

Reino Unido. Los laboratorios pudieron elegir libremente el método de identificacién de las
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variantes de BRCAT/2 y utilizaron diferentes plataformas, ensayos, software y algoritmos

para la llamada de variantes.

Para caracterizar adicionalmente las muestras clinicas, se utilizé un proveedor de servicios
de secuenciacién externo que utilizé el ensayo Multiplicom BRCA Tumor MASTR™ Plus Dx

para obtener resultados con una plataforma de bioandlisis independiente.

Los resultados de todos los métodos se utilizaron para clasificar las variantes del modo

siguiente:

® Positiva verdadera (PV): llamada de variante basada en los datos del kit therascreen
BRCAT1/2 NGS FFPE gDNA y presente como minimo en otro método

® Negativa verdadera (NV): ninguna llamada de variante segin los resultados del kit
therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA y las colaboraciones

® Positiva falsa (PF): llamada de variante basada en los datos del kit therascreen
BRCA1/2 NGS FFPE gDNA pero ausente en el resto de métodos

® Negativa falsa (NF): ninguna llamada de variante segin los datos del kit therascreen
BRCA1/2 NGS FFPE gDNA pero presente como minimo en ofro método

Para calcular el nimero de variantes negativas verdaderas, la regién diana se definié como
la interseccién entre los 3 métodos que representan 19.612 nucleétidos. Se excluyeron del

andlisis tres variantes exclusivas fuera de esta regién diana.

Después de esta clasificacién, se observaron una variante negativa falsa y 4 variantes
positivas falsas entre las 2.130 variantes obtenidas con los 3 métodos. El resultado
discrepante para BRCAT en el cromosoma 17 (negativo falso) se muestra en la tabla 15.
Los resultados discrepantes para BRCA2 en el cromosoma 13 (positivos falsos) se muestran
en la tabla 16.
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Tabla 15. Resultado discrepante segin los 3 métodos (todas las variantes) para BRCA1
en el cromosoma 17

FAV* del kit
Localizacién therascreen ~ FAV prevista  Relevancia Clasificacién
genémica GRCh37 REF* ALT* Tipo (%) (%) clinica de la variante
41276067 29 - Delecién ~ No 71,11 Patogénica Negativo falso
detectada

* REF: nucledtido de referencia; ALT: nucledtido alternativo; FAV: frecuencia alélica de la variante;
VNI: variacién de nucleétido individual.

Tabla 16. Resultados discrepantes segin los 3 métodos (todas las variantes) para BRCA2
en el cromosoma 13

FAV* del kit

Localizacién therascreen ~ FAV prevista  Relevancia Clasificacién

genémica GRCh37 REF*  ALT*  Tipo (%) (%) clinica de la variante

32906729 A C VNI* 99,83 No Desconocida  Positiva falsa
detectada

32912299 T C VNI 34,59 No Desconocida  Positiva falsa
detectada

32912299 T C VNI 71,86 No Desconocida  Positiva falsa
detectada

32913709 T - Delecién 43,18 No Patogénica Positiva falsa
detectada

* REF: nucledtido de referencia; ALT: nucleétido alternativo; FAV: frecuencia alélica de la variante; VNI: variacién de
nucleétido individual.

La variante negativa falsa, BRCAT g.41276067 c.19_47del29, era una delecién mayor de
29 nucledtidos en BRCAT de una muestra FFPE ovdrica. Esta delecién se detectd
previamente con el flujo de trabajo del kit therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA en una

muestra FFPE de vejiga.

Se detectaron tres variantes de nucleétidos individuales positivas falsas. Una se localizé en
la regiéon BRCA2 g.32906729 y dos en la regién BRCA2 g.32912299. El ensayo
Multiplicom tuvo una cobertura muy baja en estas regiones de 28x, 38x y Ox,
respectivamente. La investigacién de los archivos de alineacién de la secuencia BAM arrojé

que las dos variantes se produjeron en las frecuencias alélicas correspondientes: 28/28
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(FAV del 100%) y 9/38 (FAV del 24%), respectivamente. Las discrepancias probablemente

proceden de una pérdida de amplicén.

La variante positiva falsa BRCA2 g.32913709delT estd situada en el primer nucledtido del
amplicén. El primer de amplificacién correspondiente se hibrida en una secuencia que
contiene una variante patogénica verdadera, g.32913703 del TACT. El ensayo del kit
therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA detecté esta delecién y su presencia podria
explicar la alineacién incorrecta del primer que causé la obtencién de esta variante positiva
falsa. Este resultado positivo falso nunca causard una clasificacién errénea de un paciente
puesto que estd vinculada sistemdticamente con la deteccién de la variante patogénica

verdadera.

Los resultados del estudio se muestran en una tabla de contingencia (tabla 17) y la

valoracién general de la sensibilidad y especificidad se muestran en la tabla 18.

e Lla sensibilidad clinica se define como la concordancia positiva:

Positivo verdadero/(Positivo verdadero + Negativo falso)

® Lla especificidad clinica se define como la concordancia negativa:

Negativo verdadero/ (Positivo falso + Negativo verdadero)

® la exactitud se define como la concordancia general entre los resultados del ensayo
y los resultados de las colaboraciones y el tercer método:

Positivo verdadero + Negativo verdadero/Nuimero de bases en la regién diana
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Tabla 17. Tabla de contingencia con rendimiento calculado del kit therascreen BRCA1/2
NGS$ FFPE gDNA

Resultados procedentes de colaboradores
y ensayo Multiplicom
(método de referencia)

Positivo Negativo Total
Resultodos del ensayo  posifivo 2125 4 2129
del kit therascreen Positivo verdadero Positivo falso
BRCA1/2 NGS FFPE . 1 3.351.522
gDNA DEgere Negativo falso Negativo verdadero T
Total 2.126 3.351.526 3.353.652

Tabla 18. Sensibilidad, especificidad y exactitud entre métodos

Parémetro Resultado IC del 95%

Sensibilidad 99,9530% 99,7382-100%
Especificidad 99,9999% 99,9997-100%
Exactitud 99,9998% 99,9996-100%
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Simbolos

Los simbolos siguientes pueden aparecer en el embalaje y las etiquetas:

Simbolo Definicién del simbolo
REF Nomero de referencia
Fabricante
MAT Némero de material
R “R" significa revisién del manual de uso y “n” es el nimero
n de revisién
LOT Nomero de lote
GTIN Nomero mundial de articulo comercial
IVD Dispositivo médico para diagnéstico in vitro
c E Marcado CE de conformidad europea
g Fecha de caducidad

Contiene suficientes reactivos para N reacciones
<N>
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Simbolo Definicién del simbolo

Limitacién de temperatura

COMP Componentes (lista de los elementos incluidos)
CONT Contiene (contenido)

Nmero (para viales, botellas, etc.)

& Precaucién
. . .
I Consultar las instrucciones de uso

|Y Mantener alejado de la luz solar

N2
v

=)
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Informacién para pedidos

Encontrard informacién para pedidos relativa a productos y reactivos adicionales requeridos

en la tabla 1, pdgina 15, 1.° parte.

Producto Contenido N.° de ref.
therascreen BRCA1/2 Para 20 reacciones: para la identificacién 875011
NGS FFPE gDNA Kit CE  de variantes en BRCAT y BRCA2 con la

(20) plataforma lllumina MiSeqDx; mezcla de

primers de BRCA 1, mezcla de primers de
BRCA 2, mezcla de primers de BRCA 3,
mezcla de primers de BRCA 4, HotStarTagq
ADN polimerasa, tampén V2 para PCR
de panel 5x GR NGS, agua libre de
nucleasas para NTC

Para obtener informacién actualizada sobre licencias y exenciones de responsabilidad
especificas del producto, consulte el manual de uso o la guia del usuario del kit de QIAGEN
correspondiente. Los manuales de uso y las guias del usuario de los kits de QIAGEN estdn
disponibles en www.qiagen.com o pueden solicitarse a los servicios técnicos de QIAGEN

o a su distribuidor local.
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Esta pdgina se ha dejado en blanco intencionadamente.
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Este producto estd destinado para el diagnéstico in vitro. Los productos QIAGEN no deben ser revendidos, modificados para reventa ni utilizados para fabricar otros
productos comerciales sin autorizacién por escrito de QIAGEN.

La informacién del presente documento puede ser modificada sin previo aviso. QIAGEN no asume ninguna responsabilidad por los errores que puedan aparecer en
este documento. Este documento se considera integro y exacto en el momento de su publicacién. QIAGEN declina toda responsabilidad por dafios fortuitos,
especiales, miltiples o derivados del uso de este documento.

bli

Se garantiza que los productos QIAGEN cumplen las especifi La Onica

sustitucién de los productos sin cargo en el caso de que estos no funcionen de acuerdo a la garantia.

Marcas comerciales: QIAGEN®, Sample o Insight®, HotStarTaq®, therascreen® (Grupo QIAGEN); AMD® (Advanced Micro Devices, Inc.); ATI™ (ATI Technologies);
Eppendorf® (Eppendorf AG); Windows®, Windows Vista® (Microsoft Corporation); Fedora®, Red Hat® (Red Hat, Inc.); lllumina®, MiSeqDx™ (lllumina, Inc.); Intel® (Intel
Corporation); Mac OS® (Apple Computer, Inc.); MASTR™ (Multiplicom N.V.); NVIDIA® (NVIDIA Corporation); OpenGL® (Grupo Khronos); SUSE® (SUSE PLC).
Los nombres registrados, las marcas comerciales, etc. utilizados en este documento, incluso cuando no aparecen marcados como tales, estén protegidos por
la legislacién.

Acvuerdo de licencia limitada para el kit therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA

es ir de QIAGEN vy la Gnica compensacién al cliente se limitan a la

La utilizacién de este producto implica por parte de cualquier comprador o usuario del producto la aceptacién de los siguientes términos:

1. El producto debe utilizarse exclusivamente de acuerdo con los protocolos proporcionados con el producto y este manual de uso, asi como con los componentes
contenidos en el kit. QIAGEN no ofrece licencia alguna bajo ninguna de sus propiedades intelectuales para utilizar o incorporar los componentes suministrados
en estos kits con componentes no incluidos en los mismos, excepto segin se describe en los protocolos proporcionados con el producto, este manual de uso y
ofros protocolos disponibles en www.qiagen.com. Algunos de estos protocolos adicionales han sido proporcionados por usuarios de QIAGEN para ofros
usuarios. QIAGEN no ha probado ni optimizado estos protocolos en profundidad. Por ello, QIAGEN no los garantiza ni asegura que no infrinjan los derechos
de terceros.

Aparte de las licencias expresamente especificadas, QIAGEN no garantiza que estos kits ni su(s) uso(s) no infrinjan los derechos de terceros.
Este kit y sus componentes tienen licencia para un solo uso y no se pueden reutilizar, reacondicionar ni revender.

QIAGEN renuncia especificamente a cualquier ofra licencia, explicita o implicita, distinta de las licencias expresamente especificadas.

SN

El comprador y el usuario de los kits aceptan no realizar ni permitir a ofros realizar ningin paso que pueda conducir a acciones prohibidas en las especificaciones
anteriores o que pueda facilitarlas. QIAGEN se reserva el derecho de emprender acciones legales ante cualquier tribunal para el cumplimiento de las
prohibiciones especificadas en este Acuerdo de licencia limitada, y recuperard todos los gastos derivados de la investigacién y de los costes del juicio,
incluidos los honorarios de abogacia, en cualquier accién emprendida para hacer cumplir este Acuerdo de licencia limitada o cualquier otro derecho de
propiedad intelectual con relacién a este kit y con sus componentes.

Para obtener los términos actualizados de la licencia, visite www.qiagen.com

HB-2197-002 1103449 157014158 02/2017
© 2017 QIAGEN, reservados todos los derechos.
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