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Utilisation prévue

Le kit therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA (séquencage de nouvelle génération) est un
test de diagnostic moléculaire destiné & étre utilisé pour I'identification de variantes dans les
régions codantes des génes humains BRCAT et BRCA2, dans de 'ADN dérivé de tissu
tumoral ovarien fixé au formaldéhyde et inclus en paraffine (FFPE). Le kit therascreen
BRCA1/2 NGS FFPE gDNA a été congu pour faciliter la classification des cancers de

I'ovaire.

Avertissement

Le kit therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA a été validé pour une utilisation conjointe
avec la plateforme lllumina MiSeqDx et avec le logiciel Biomedical Genomics Workbench

(incluant un flux de travail spécifique & I'analyse).

IMPORTANT : ce manuel s’articule en deux parties. La premiére partie contient un résumé et
des explications, les principes de la procédure et la description du flux de travail du
laboratoire humide :

e Extraction d’ADN génomique

e Amplification PCR de la cible

® Pooling et purification des échantillons

e Construction de la bibliothéque

e Nettoyage de I'’ADN lié aux adaptateurs

e Sélection de la taille appropriée

e Amplification PCR de la bibliothéque purifiée

e Nettoyage, quantification et pooling de la bibliothéque

® Préparation de la bibliothéque rassemblée en pool pour le séquencage

e Configuration et démarrage de I'analyse de séquencage
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e Guide de dépannage

La deuxiéme partie contient des informations sur I'analyse des données et les performances

du kit :

® Analyse des données

® Installation du flux de travail de I'analyse

e Installation du plug-in de I'analyse

® Exportation de fichiers lllumina FASTQ & partir du MiSeqDx
® Importation de fichiers lllumina FASTQ

® Analyse des séquences
® |Interprétation des résultats
e Guide de dépannage

e Caractéristiques des performances

IMPORTANT : le flux de travail a ét¢ congu et optimisé pour obtenir les performances
décrites dans les Parties 1 et 2 du présent manuel. Les instructions d'utilisation doivent étre
suivies scrupuleusement. Toute utilisation non conforme aux instructions fournies dans les
Parties 1 et 2 du présent manuel décharge QIAGEN de toute responsabilité. Le flux de
travail doit étre soumis dans son intégralité & une vérification indépendante effectuée par

"utilisateur final du laboratoire avant d’étre adopté dans la pratique courante.

Principe de la procédure

Le séquencage est effectué conformément au protocole du fabricant de I'lllumina. Les fichiers
FASTQ sont traités avec le logiciel Biomedical Genomics Cancer Research Workbench avec
le flux de travail BRCA1/2 CEIVD. Un fichier Variant Call Format est généré pour chaque
échantillon et le logiciel Biomedical Genomics Cancer Workbench est recommandé pour

I'interprétation des variantes.
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Pour garantir la bonne qualité des résultats, des critéres de contréle au cours du processus
sont utilisés & différentes étapes de I'analyse de préparation et de séquencage de la
bibliothéque (Figure 7). Ces critéres permettent de valider les différentes étapes du flux de

travail et notamment d'identifier les échantillons qui donnent de mauvais résultats de

séquencage ou d'indiquer une contamination potentielle.

Exiraction Préparation de Analyse Analyse des
d’ADN la bibliothéque [\[e}] séquences

Kit d’extraction Enrichissement llumina Biomedical
de I'ADN FFPE PCR de la cible MiSeqDx Genomics
CQ analyse NGS :

Pooling et Sortie de données  Qualité
purification > 3,0 Gb de lecture €Q andlyse :
Q30>80,0%  Spécificité

CQ extraction : f
Méthode de Ligature des T-PCR : > 80,0 %
détermination de la adaptateurs Méfhode de détermination  Couverture minimale

quantité d’ADN : ?Ie la qu?'nfité d’ADN : > 200x
> 4,0 ng/pl
40 ng (> 2,5 ng/pl)
o CQ contréle positif NA12878 :
Amplification PCR Quantification post-T-PCR < 20 ng/pl

Quantification de la bibliothéque > 120,0 nM

T Région cible compléte avec couverture > 200x
€Q contréle négatif no template control) :

Quantification de Post-T-PCR non détecté
la bibliothéque Bibliothéque > 1,0 nM

Quantification

de 'ADN

CQ bibliothéque :
Normalisation Méthode de quantification

et pool cible de la bibliothéque : gPCR
> 80,0 nM

Figure 7. Critéres de contréle au cours du processus. Tout au long du flux de travail de séquencage
(cases bleues), plusieurs étapes de contréle en cours de processus sont réalisées (losanges jaunes) pour
valider la TPCR, la préparation de la bibliothéque et I'analyse de séquencage. Le critére final utilisé
pour garantir une détection de bonne qualité des variantes & une position donnée est la couverture
minimale obtenue. La spécificité a trait au pourcentage de lectures de paires alignées sur la région
cible.
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Matériel nécessaire mais non fourni Analyse

S'assurer que les instruments utilisés dans cefte procédure ont été vérifiés et calibrés

conformément aux recommandations du fabricant.

Equipement de séquencage
e lllumina MiSeqDx (llluming, Inc., réf. DX-410-1001)
e logiciel lllumina MiSeq version 2.5.0.5 ou supérieure

® Logiciel lllumina Experiment Manager version 1.9 ou supérieure

Logiciel pour I'analyse des séquences

e Biomedical Genomics Workbench version 2.1.1 de CLC bio (www.clcbio.com)
® CLC Genomics Server 7.0.2 avec Biomedical Genomics Extension de CLC bio
® Plug-in QIAGEN GeneRead Panel Analysis
Disponible au téléchargement depuis I'onglet Product Resources (ressources produit)

de la page produit du kit therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA sur le site Web
de QIAGEN.

® Flux de travail BRCA 1/2 CE-IVD
Disponible au téléchargement depuis I'onglet Product Resources (ressources produit)
de la page produit du kit therascreen BRCAT1/2 NGS FFPE gDNA sur le site Web
de QIAGEN.

Configuration systéme recommandée par CLC bio

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

e Windows Vista®, Windows® 7, Windows 8, Windows 10, Windows Server 2008 ou
Windows Server 2012

Mac OS® 10.7 ou ultérieure
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Linux : Red Hat® 5.0 ou ultérieure ; SUSE® 10.2 ou ultérieure ; Fedora® 6 ou ultérieure
® 8 Go de RAM requis ;16 Go de RAM recommandés
® Résolution 1024 x 768 requise ; résolution 1600 x 1200 recommandée
® Processeur central Intel® ou AMD® requis

e 100 Go minimum d’espace disque libre requis dans le répertoire Temp du profil

utilisateur du systéme d’exploitation par défaut

® 90 Go minimum d’espace disque libre requis dans le répertoire CLC_References (si vous

n’étes pas connecté & un serveur)

Si 'espace disque libre est moins important, |'emplacement des données de référence
peut &tre modifié. Voir resources.qiagenbioinformatics.com/manuals/
biomedicalgenomicsworkbenchapplication/current/. Développer la section Getting
started (pour commencer), ouvrir Reference data (données de référence) et cliquer sur
Download and configure reference data (télécharger et configurer les données de

référence).
Exigences spécifiques liées a la cartographie des lectures

Les chiffres ci-dessous indiquent la mémoire minimale et recommandée pour les systémes
exécutant des tdches d’analyse et de cartographie. Les exigences suggérées sont basées sur

la taille du génome.

e Humain (3,2 Gb) et de souris (2,7 Gb)
® Minimum : 6 Go de RAM ; recommandée : 8 Go de RAM

Les systémes dont la mémoire est inférieure & la mémoire spécifiée bénéficieront de
I"installation du plug-in legacy read mapper (voir www.clcbio.com/clec-plugin/read-
mapper-legacy-version). Il est plus lent que le logiciel de cartographie standard mais il

s'ajuste a |'espace mémoire disponible.
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Exigences spécifiques liées au 3D Molecule Viewer

Exigences systeme

® Une carte graphique pouvant prendre en charge 'OpenGL® 2.0
® Des pilotes graphiques & jour

S'assurer que le dernier pilote disponible pour la carte graphique est installé.

Recommandations systéme

e Une carte graphique distincte NVIDIA® ou AMD/ATI™
Des cartes graphiques intégrées modernes (type Intel HD Graphics series) peuvent aussi
étre utilisées, mais elles sont généralement plus lentes que les cartes distinctes.

® Une version 64 bits de I'ensemble d'utilitaires est recommandée pour travailler avec des

complexes de grande taille.

Avertissements et précautions

Utilisation prévue pour le diagnostic in vitro

Lors de la manipulation des produits chimiques, toujours porter une blouse de laboratoire,
des gants jetables et des lunettes de protection adéquats. Pour plus d'informations, consulter
les fiches de données de sécurité (FDS) appropriées. Celles-ci sont disponibles en ligne au
format PDF sur le site www.qgiagen.com/safety répertoriant les FDS imprimables pour

chaque kit QIAGEN et chaque composant.
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Précautions générales

L'utilisation des tests NGS nécessite de bonnes pratiques de laboratoire, incluant la
maintenance et la calibration de tout I'équipement utilisé, et en accord avec les

réglementations applicables et les normes pertinentes.

® Jeter les échantillons et les tests usagés conformément aux procédures de sécurité locales.

® les réactifs fournis dans le kit therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA sont dilués de
maniére optimale. Ne pas effectuer de dilution supplémentaire des réactifs : celle-ci
pourrait entrainer une baisse des performances.

® Tous les réactifs fournis dans le kit therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA sont destinés
a étre utilisés uniquement avec les autres réactifs fournis dans le méme kit. Ne pas
interchanger les réactifs des kits therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA, au risque de
réduire les performances.

® Ne pas utiliser de composants du kit therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA et des kits
nécessaires mais non fournis périmés ou ayant été transportés et conservés dans de
mauvaises conditions. Toujours vérifier ces points avant utilisation.

® Une modification des temps et/ou des températures d’incubation peut provoquer des
données erronées ou discordantes.

® Faire preuve de prudence pour garantir un test correct des échantillons. Une attention
toute particuliére doit étre accordée aux mauvaises entrées d'échantillons ainsi qu’aux
erreurs de chargement, de pipetage ou de code-barres.

e S'assurer & tout moment de manipuler les échantillons de maniére systématique afin

d’assurer une identification correcte permettant de garantir leur tragabilité.
e Faire preuve d'une extréme vigilance pour éviter la contamination croisée.

e Faire preuve d'une extréme vigilance pour éviter les contaminations croisées par les

produits de PCR, qui peuvent générer des signaux faux positifs.

e Faire preuve d'une extréme vigilance pour éviter la contamination par la DNase, qui

peut provoquer la dégradation de I’ADN matrice.
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Utiliser des consommables exempts de nucléase (ex. pipettes, pointes de pipette, tubes).
Utiliser de nouvelles pointes de pipettes aérosol-résistantes & toutes les étapes de

pipetage pour éviter les contaminations croisées des échantillons et des réactifs.

Préparer les pré-mélanges pour PCR avec du matériel dédié (pipettes, pointes de

pipette, etc.) dans une zone spéciale oU aucune matrice d’ADN (ADNg, plasmides ou
produits de PCR) n’est introduite. Ajouter les échantillons dans une zone séparée (de
préférence dans une autre piéce) avec du matériel spécifique (pipettes, pointes, etc.).
Consulter le manuel d'utilisation de I'instrument lllumina MiSeqDx pour plus
d’informations sur les avertissements, précautions et procédures. La plateforme NGS doit
étre installée correctement pour en assurer |'alimentation électrique et garantir qu’aucune

interaction de I'utilisateur ne soit nécessaire une fois qu’elle est lancée.

Ne pas ouvrir l'instrument lllumina MiSeqDx avant la fin de I'analyse.
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Procédure : Partie 2

Présentation générale du flux de travail

Les différentes parties du flux de travail décrites dans le schéma ci-dessous ont été optimisées
pour cette procédure, y compris les étapes nécessitant des kits et des réactifs qui ne sont pas

fournis.
A Il est essentiel de lire attentivement la procédure suivante et de suivre
exclusivement les instructions fournies dans les Parties 1 et 2 de ce manuel.

Exiraction Préparation de Analyse Analyse des
d’ADN la bibliothéque NGS séquences

lMlumina Biomedical

Kit d’extraction Enrichissement
de I’ADN FFPE PCR de la cible

MiSeqDx Genomics
Workbench

Quantification Pooling et
de I’ADN ~ purification

Ligature des
adaptateurs

Purification

Amplification PCR

Purification

Quantification de
la bibliothéque

Normalisation

et pool cible

Figure 8. Présentation du flux de travail NGS.
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Protocole : Analyse des données

Cette section inclut une description de l'installation du logiciel et de I'analyse des fichiers

FASTQ générés lors du séquencage.

Produits et logiciels nécessaires a I'analyse des données :

® Llogiciel Biomedical Genomics Workbench version 2.1.1 (www.clcbio.com)
e CLC Genomics Server 7.0.2 avec Biomedical Genomics Extension (www.clchio.com)

® les fichiers FASTQ (deux fichiers FASTQ sont attendus par échantillon pour les lectures

appariées)

Il est important d'utiliser le flux de travail d’analyse spécifique du test pour réaliser I'analyse
des séquences. les analyses sur le logiciel CLC devraient étre effectuées & partir d’un

compte utilisateur qui ne soit pas un compte administrateur.

A effectuer avant de commencer

e S'il ne I'est pas déja, le flux de travail BRCA 1/2 CE-IVD de I'analyse du test doit étre
installé avant I'analyse des séquences. Une version est disponible au téléchargement

depuis I'onglet Product Resources (ressources produit) de la page produit du kit
therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA sur le site Web de QIAGEN.

e S'il ne I'est pas déja, le plug-in QIAGEN GeneRead Panel Analysis doit étre installé

avant I'analyse des séquences.
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Installation du flux de travail de I'analyse

Il existe deux possibilités pour installer le flux de travail de I'analyse :

e linstallation locale (suivre les instructions fournies dans la partie « Flux de travail :
processus d'installation locale ») ;

e [installation sur le serveur CLC Genomics (ignorer la partie « Flux de travail : processus
d’installation locale » et suivre les instructions décrites dans la partie « Flux de travail :

processus d'installation sur serveur »).

Si le flux de travail BRCA 1/2 CEIVD de l'analyse du test est déja installé, ignorer les

parties « Flux de travail : processus d'installation locale » et « Flux de travail : processus

d’installation sur serveur ».

Flux de travail : processus d’installation locale

Cette procédure installera le flux de travail BRCA 1/2 CEIVD de I'analyse du test sur votre

ordinateur local au méme emplacement que le logiciel Biomedical Genomics Workbench.

Procédure

1. Lancer le logiciel Biomedical Genomics Workbench.

2. Cliquer sur Workflows (flux de travail) puis sur Manage Workflows (gérer les flux

de travail).
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[«

Cliquer sur Install from File (installer & partir d'un fichier).

Manage Workflows x
wr S
ustom Werknows Ready-to-Use worflows
[+1 | Deseription
Install a workflow from file
Look n [ BRCA 1-2 CE-ND Workflow installer - @ |2 (B8]
[ erca 1-2 cE-WD Workhow instaiter cpw
Ho W
Pease cliok
Flle Hame:  BRCA 1-2 CE-VD Werkflow instalier.cow
Files of Type, |Workfiow | cpwh . =
| instal Cancel

Close

Heip | [ instai from Fiie_|

ectionner le fichier de flux de travail BRCA 1-2 CE-IVD Workflow Installer.cpw.

Sé
Cliquer sur Install (installer).
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5. Créer un nouveau dossier et le sélectionner, puis cliquer sur OK.

™ 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

6. Cliquer sur Close (fermer).

L Manage Workflows x
WF %
Custom Warkfiows Hendy-to-Use workfiows
& BRCALZ-CENVD_RC1 +| | Description
Workflow id. HalioDx BRCAL2 -CENVD.RCL
- emmaruel com
HalioDx
01
Configure. Fename Uninsal
Help anstal from File Close
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Flux de travail : processus d’installation sur serveur

Cette procédure installera le flux de travail BRCA 1/2 CEVD de I'analyse du test sur le
serveur CLC Genomics (avec activation Biomedical). Dans la procédure suivante, on entend
par « IPserveur » 'adresse IP du serveur et on suppose que le port du CLC Genomics Server
est « 7777 » (port par défaut).

Procédure

1. A partir d’'un navigateur Internet, se connecter & hitp://IPserveur:7777/.
Remplacer « IPserveur » par I'lP du serveur, ou utiliser « localhost » (héte local) si le

navigateur Internet est exécuté directement sur le serveur.

2. Saisir I'identifiant et le mot de passe administrateur CLC (par défaut, I'identifiant est

« root » et le mot de passe est « default »).

3. Cliquer sur 'onglet Admin.

@ CLC Genomics Serve... x | 4

localhost

GxS | (LC Genomics Server - CLC server

Version 7.0.2 - Biomedical e ed

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

@ [B@cLC_References

4. Ouvrir Workflows (flux de travail) et cliquer sur Install Workflow (installer le flux de

travail).
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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. Sélectionner le fichier de travail BRCA 1-2 CE-IVD Workflow Installer.cpw puis cliquer sur
Install Workflow (installer le flux de travail).

Remarque : une fois l'installation du flux de travail BRCA 1/2 CEIVD terminée, le logiciel
Biomedical Genomics Workbench doit étre redémarré avant |'importation des fichiers
FASTQ depuis I'instrument MiSeq.

Installation du plug-in de |'analyse
Il existe deux possibilités pour installer le plug-in de I'analyse :

e l'installation locale (suivre les instructions fournies dans la partie « Plug-in : processus
d'installation locale ») ;

e l'installation sur le serveur CLC Genomics (ignorer la partie « Plug-in : processus
d'installation locale » et suivre les instructions décrites dans la partie « Plug-in : processus

d’installation sur serveur »).

Si le plug-in de I'analyse du test est déja installé, ignorer les parties « Plug-in : processus

d'installation locale » et « Plug-in : processus d'installation sur serveur ».
Plug-in : processus d'installation locale

Cette procédure installera le Plug-in QIAGEN GeneRead Panel Analysis sur votre ordinateur

local au méme emplacement que le logiciel CLC Biomedical Genomics.
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Procédure

1. Lancer le logiciel Biomedical Genomics Workbench.
2. Cliquer sur Plugins (plug-ins), puis sélectionner Download Plugins (télécharger les

plug-ins).

Manage Plugins and Resources

Manage Br

@ 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,

EE———..

OIALEN Genefe,
Provider: QUAGIN Aarkus
Suppant ganlart Juspen@uiisio pam

anel Analysis Fiugin

Mersian: 181 @usd: | 50006-0820-123084)
The QIAGEN Genediend panel wsalysis plugin
Size 4.2 MY [

Dawmload and Instal

Help Prewy Sellngs Chexk far Updates It froen File Clge

3. Sélectionner le plug-in QIAGEN GeneRead Panel Analysis Plugin puis cliquer sur
Download and Install (Télécharger et installer).

Plug-in : processus d'installation sur serveur

Cette procédure installera le plug-in QIAGEN GeneRead Panel Analysis sur le serveur CLC
Genomics (avec activation Biomedical). Dans la procédure suivante, on entend par
« IPserveur » |'adresse IP du serveur et on suppose que le port du CLC Genomics Server est
« 7777 » (port par défaut).

Procédure

1. A partir d'un navigateur Internet, se connecter & http://IPserveur:7777//.
Remplacer « IPserveur » par I'IP du serveur, ou utiliser « localhost » (héte local) si le

navigateur Infernet est exécuté directement sur le serveur.
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2. Saisir I'identifiant et le mot de passe administrateur CLC (par défaut, I'identifiant est

« root » et le mot de passe est « default »).

3. Cliquer sur I'onglet Admin.

@ CLC Genomics Serve... x | 4

localhost

=] Sequence Text % Export data. 4 Import data

4. Ouvrir Plugins (plug-ins).

0 Cic Sercmcs e

5. Aller dans le panneau Install new plugin (installer un nouveau plug-in) et Browse...

(parcourir...) pour identifier I'emplacement du fichier.

Install new plugin
Browse.
| Install plugin |

Plugin settings
| Edit Plugin settings... |

Installer la version téléchargeable du plug-in GeneRead Panel Analysis Server (disponible
depuis I'onglet Product Resources (Ressources produit) de la page produit du kit
therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA sur le site Web de QIAGEN).

Exportation de fichiers lllumina FASTQ depuis I'instrument MiSeqDx

Les fichiers FASTQ enregistrés sur |'ordinateur MiSeq doivent étre exportés de |'instrument
MiSeq vers la destination de votre choix (disque ou serveur externe) pour étre mis & la

disposition du logiciel Biomedical Genomics Workbench.
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Remarque : les fichiers FASTQ se trouvent dans le dossier d’analyse de séquencage suivant :
MiSegAnalysis\RunID\Data\Intensities \BaseCalls.

Nous recommandons de ne pas conserver le fichier de résultats trop longtemps sur la
plateforme NGS afin d’éviter toute confusion entre les analyses successives et de conserver

suffisamment d’espace disque libre.

Importation de fichiers lllumina FASTQ

'y a deux fichiers lllumina FASTQ par échantillon.

Procédure

1. Ouvrir le logiciel Biomedical Genomics Workbench.

2. Cliquer sur Import (importer) et sélectionner lllumina dans le menu.

File Edit View Toolbox Workspate Help

BC &8 o =

Mavigation Area [%.Slancard Impart.. -l

hoEE O EF Tracks...

- |—_E| CLC_Data | o saM /BAM Mapping Files..
% k@ CLe

o= |5 Home_l
Hybridy §2 Roche 454
Luciana G2 iiiumina. .
Emmani ~o

2 soLD...
BRCAIVI ~

training e§ Sanger...
Fluegin_d e§ on Torrent...
guillaurme

Sophie

| Olivier

Aude

= o -

23 mport Primer Pairs.._.

I
>

YT TYTRTYYYTYTY
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3. Choisir I'emplacement oU exécuter |'importation en sélectionnant |'option qui convient.

e Sélectionner Workbench si le flux de travail BRCA 1/2 CE-IVD est installé localement

(autrement dit, il a été installé en suivant les instructions fournies dans la partie

« Flux de travail : processus d'installation locale »).

e Sélectionner CLC Server si le flux de travail BRCA 1/2 CE-IVD est installé sur un

serveur (autrement dit, s'il a été installé en suivant les instructions fournies dans

la partie « Flux de travail : processus d'installation sur serveur »).

Hllumina High-Throughput Sequencing import
Se1 parameiers

1. Choose where to run

Workbench
® CLC Server

The server is not configured with any grid presets.

] Remambar satting and skip this stap

| 2| | « » Mext [_ Ein ]

4. Cliquer sur Next (suivant).

X Cancel
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5. Si CLC Server (serveur CLC) a été sélectionné & |'étape précédente, la fenétre suivante

s'ouvre.

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. Sélectionner On my local disk or a place | have access to (sur mon disque local ou & un

emplacement auquel j'ai accés) et cliquer sur Next (suivant).
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7. Sélectionner tous les fichiers FASTQ & analyser & partir du chemin suivant dans le fichier
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 ‘mal

[ 2425 o mn
3. Import files and options
093425)  pap-nas-oz
[} 3230 3 Miseganalysis
[} 2930 [ 150420_M70205_0009_000000000-ACSVD
3 Data
T Intensities
(] BaseCalls i
'S

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. Sélectionner les étapes suivantes :
® Cocher Paired reads (lectures appariées)
e Sélectionner Paired-end (forward-reverse) (extrémités appariées - avant, arriére)

e Indiquer 40 dans le champ Minimum distance (distance minimum) et 400 dans le

champ Maximum distance (distance maximum)
e Cocher Remove failed reads (supprimer les lectures erronées)

9. Cliquer sur Next (suivant).
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10.La fenétre suivante s'ouvre. Sélectionner Save (enregistrer) et cliquer sur Next (suivant).

Bx Illumina High-Throughput Sequencing Import X

Result handling
1. Choose where to run

2. Choose import files
location

3. Import files and options

4. Result handling

Result handling
) Dpen
@ save []Into separate folders

Log handling
[]0pen log

III ‘ € Previous H = [exi || " Finish H X Cancel |

11.Créer un dossier oU enregistrer les fichiers FASTQ appariés et cliquer sur Finish

(terminer).
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Analyse des séquences

Traiter les fichiers FASTQ avec le flux de travail BRCA 1/2 CE-VD de I'analyse du test qui a
été installé en suivant les instructions fournies dans la partie « Flux de travail : processus
d'installation locale » ou « Flux de travail : processus d'installation sur serveur ». Suivre la

procédure d'analyse des fichiers FASTQ appariés détaillée ci-dessous.

Procédure

1. Sélectionner I'onglet Toolbox (boite & outils) et double-cliquer sur le nom du flux de

travail.

File Edit View Toolbox Workspace Help

ESERE = [
Show MNew Save Impart Export Graphics FPrint Undo Reds Cut  Copy Paste Delete
MNavigation Area

b B O

-

o« g CLC

o [ CLC_References

o g CLC_References

Q- [<ener search term>

Toolbox

o [ Ingenuity Variant Analysis
o % Cloning and Restriction Sites
o [ Sanger Sequencing
o [agk Epigenomics Analysis
¢

B BRCA

B¢ BRCAL2-CEVD_20150709_01
B ERee D20 :

B BRCA1Z-CENVD_20151120_01
B BRCAIZ-CENVD_20151124_01

B BRCALZ-CEVD_20151124_02

B BRCALZ-CENVD_20160202_01

B BRCALZ-CEVD_A

B BRCAIZ-CENVD_RC1

B;'b BRCA12-CENVD_multiplicom

B BRCALZ-CENVD_noTrimmed_20150917_01
B BRCALZ-CEVD_released

85 BRCA_BM

B BRCA_IVD_PAMEL

% BRCA_additionalaC

B BRCA plugin_1_8

B MarseilleBRCA-CE-IVD

B;'L Flugin 1.8 Locked

Processes Favorites
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La fenétre suivante s’ouvre.

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 X cancel

2. Sé

ectionner |'option qui convient :
e Sélectionner Workbench si le flux de travail BRCA 1/2 CE-IVD est installé localement.

® Sélectionner CLC Server si le flux de travail BRCA 1/2 CE-IVD est installé sur serveur.

3. Cliquer sur Next (suivant).
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1. Choose where 10 run

2. Select sequencing reads
¥ @ cLe

o £ Home_Made_References

o (5 HybridWF =

o £ Luciana

& |5 Emmanuel

o £ Luciana workflow

% = BRCA
&

o~ 150123_M70103_0081_000000000-AB084

RCA12-CEIVD_20150709_01

Select sequencing reads
Mavigation Area

& (3 CLC_Data -

iE 4105_51_L001_R1_001 (paired)

1 4272 _53_L001_R1.001 (palred)

iE 4276.54_L001_R1_001 (paired)

&5 427955 _L0D1_R1_001 (paired)

iE 4280_56_L001_R1_001 (paired)

{= 4281.57_L0O01_R1_001 (paired)

iE 4283_5B_L001_R1_001 (paired)

4287 _59_L001_R1_001 (palred)
42BB.510_L001_R1.001 (paired)
NTC-manip27 512 L001 R1 001 (paired)

ndetermined SO_LOD1_R1.001 (paired)

il I1»]

Q- [<enter search term> |

Selected elements (1)
5 150122_M70103_00B0_00000000. . |

| £ Previous ||

2 Mext H ' Einish | X Cancel

4. Choisir le dossier contenant les fichiers FASTQ, cocher Batch (lof) et cliquer sur la fleche

bleue L | pour sélectionner le dossier.

5. Cliquer sur Next (suivant).
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6. Vérifier que 13 éléments sont bien sélectionnés dans le panneau Units (unités). Cliquer

sur Next (suivant).

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 |

Remarque : lors de la premiére utilisation du flux de travail BRCA 1/2 CE-IVD, les

données de référence doivent étre sélectionnées dans le dossier CLC_References.

Lors de la premiére ouverture du Biomedical Genomics Workbench, une boite de
dialogue s'affiche indiquant que les données de référence peuvent étre téléchargées

vers le répertoire CLC_References local ou sur serveur.
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[ New References Available for local download !_ 2 ‘

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

Cliquer sur Yes (oui). L'assistant Manage Reference Data (gérer les données de référence)

s’ouvre alors.

Il est également possible d"accéder a cet assistant & partir du coin supérieur droit du
logiciel Biomedical Genomics Workbench en cliquant sur Data Management (gestion

des données).

=@ %

T O & | &

Workspace Plugins |Data Management |Workflows

Pour installer les données de référence, cliquer sur Data Management et télécharger les
bases de données de référence ci-dessous : 1000 Genomes Project, CDS, ClinVar,
Conservation Scores PhastCons, Cosmic, dbSNP, dbSNP Common, Genes, HapMap,

mRNA, Sequence, Target Primers, Target Regions.
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7.

Manage Reference Data

the workflows using reference data with these downloads.

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

The Reference Manager downloads references from the CLC bio reference library to your local disk or server, and lets you configure

Download All

@ 1000 Cenomes Project: Mew version available (local)
Versions available from CLC bio: phase_1 (1377 MB) m

Workflow configuration... »

Downloac

@ CDS: New version available (local)
Versions available from CLC bio: ensembl_v74 (12 MB) Iil
Workflow configuration... »

Download

@ ClinVar: New version available (local)
Versions available from CLC bio: 20131203 (3 MB) |I|

Workflow configuration... »

Downloac

@ Conservation Scores PhastCons: New version available (local)
Versions avallable from CLC bio: hal9 (33 18 ME) [i]

Workflow configuration... ¥

Download

) COSMIC: New version available (local)
Versions available from CLC bio: 70 (82 MEB) El
Workflow configuration...

Download

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

Workflow configuration... »

Download

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

I

Download

.
Show All

Close

Consulter le Biomedical Genomics Workbench Application Manual (Manuel

d’application du Biomedical Genomics Workbench), Section 4.1 « Reference data »

(données de référence) pour de plus amples informations.

Sélectionner les données de référence dans CLC_References pour réaliser les étapes 7

& 22 ci-dessous.

Par exemple, pour |'étape 7, I'entrée du flux de travail pour le CDS doit étre sélectionnée

a partir du chemin suivant :

CLC_References/homo_sapiens/cds/ensemble_V74/Homo_sapiens_ensembl_v74_CDS

Remarque : aprés la premiére utilisation, pour les 16 étapes suivantes (7 a 22), il suffit

de cliquer sur Next (suivant) au bas des écrans qui s'affichent successivement.

BRCA12-CEIVD A

3
Chsse whers 10 run
Warkllow input $§ Home_sapiens_easembl_v4_CO5
encing dald

Cliquer sur Next (suivant).
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- BRCA12-CEIVD A x

Workfiow Inpul 4 Homo_sapians_ensambl w74 _Ganas o

5. Genes

8. Cliquer sur Next (suivant).

- BRCA12-CEIVD_A »

Wackfaw Inpun ¥4, Clmar_2013 1203 =

BRCAL2-CEIVD_A

Warkflzw Inpur Y, dbsng, vITE o

10.Cliquer sur Next (suivant).

= BRCA12-CEIVD A »

mEna

Workflow Inpun £ Homa_3apéens._ ensernblv7 4. mANA e

7. dbsnp

& mAna

11.Cliquer sur Next (suivant).

- BRCA12-CEIVD_A "

Cosmit
ape where 10 run

Workdiow Inout MR Cosmic w70 o

12.Cliquer sur Next (suivant).
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BRCAL12-CEIVD_A

1000 Genomas pops

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

quenting data

2. Baten cverdw

mena

9, Cosmic

10, 1000 Genomes paputacan

13.Cliquer sur Next (suivant).

- BRCA12-CEIVD A "
244 Information fram Dveriapping Genes

e track ¥

PRRA Irack FE

7 dbinp

BRCA12-CEIVD_A

Aid B
1 Chaose where fa run =

PriRAA track S HEm0, SADIENS, ENSemil w7 4 mENA =
7 Select saquencing dma

10 1000

Genomas pepulaion

Infarmarign fram
OVEMIpEINg Cenes

12 Acd Exan Number

15.Cliquer sur Next (suivant).

34 Manuel du kit therascreen BRCAT/2 NGS FFPE gDNA (partie 2) 02/2017



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 .Cliquer sur Next (suivant).

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.Cliquer sur Next (suivant).

Choose where 1o run

Select sequencing data

Batch overview
4. €DS

5. Genes

@

clinvar

dbsnp

»

mRna

a

Cosmic

1000 Genomes population

11 Add Information from
Overlapping Genes

12. Add Exon Number

Add Information about
Amino Acid Changes

iy

Add Information from
COSMIC (5)

#dd inrermation from
Ciinvar (2

]

6. Addl Information from
Comman dbsHP 3)

Add Information fram Corm,
Configurable Paramaters

Common dESNP track P45, dbsnp_commen_v138 5

b Locked Seftings

19.Cliquer sur Next (suivant).

Chaose where 1o run

2 Select sequenting daa

h e

dausnp

«

mifna

Cosmic

Anomas pepulaion

7. Addd Informiaticn fram
1D00 Genomes Froject (4)

Entwn OGENOMES_ phase_ ] _ANF. 1000CENOMES_Dhase_

Artans srack W DOCENOMES_ohase_1_EUR.

» Locked Semi

95

20.Cliquer sur Next (suivant).
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BRCA12-CEIVD,

ormation from Haphap
Configurable Parameters

1. Choose where 10 run

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

»  Locked Setlings
4. s

5 Genes

Clinvar

dbsnp

8. mRna

Cosmic
10. 1000 Genomes popuiation

11 Add Information from
Overlapping Genes

12. Add Exon Number

Add Information about
Amino Acid Changes

14. Add Information fram
COSMIC (6)

Add Information from
clinvar(2)

i3

Add Informatien from
Common dESHP @)

17 A tormation from
1000 Gertumes Froject (4)

18 Add information from
Hapliap 5)

21 .Cliquer sur Next (suivant).

Akl

rvali
1 Choo

e where 1o

Farametar track. ke PRASICOnS, conservitien, scores

Seiecn sequencing dasa

3 Barch pveriew

4. oos

Canvar

dbsnn

£ mena

9. Cosmic

I

Cenomes popu

221d Infarmt
Cnarianping

17 Ado infarmasion from
1000 Gehamas Freject (4)

18, Adi Infer
Haphap:

9. Add Conserwcien Soeres

22.Cliquer sur Next (suivant).
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- BRCAL2-CEIVD A £
Result handing

Fesu handing

Log handiing
Open fag

an Seres

30 Hebut handing

? 3 & Prevos » o nsn | X cancet
23.Sélectionner Save (enregistrer) puis cliquer sur Finish (terminer). L’analyse des séquences

commence.

Une fois I'analyse des séquences terminée et avant de passer a I'analyse des variantes :

e vérifier que le nombre minimum de lectures par amplicon pour le contréle positif est
> 200x.

Cela indique une homogénéité suffisante entre les amplicons des génes BRCA1/BRCA2.

e Vérifier que le nombre minimum de lectures par amplicon pour les échantillons est
> 200x.

IMPORTANT : nous recommandons de n’utiliser que les cibles dont la couverture est
> 200 lectures pour I'analyse finale. La couverture minimale obtenue par amplicon peut étre
consultée dans le rapport « Locally realigned trimmed reads read mapping (coverage)
region statistics » (statistiques par région de la cartographie (couverture) des lectures

trimmed réalignées localement).
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La spécificité de lecture correspond au pourcentage de lectures alignées sur la région cible.
Pour calculer la spécificité de séquencage et vérifier quelle est suffisante, ouvrir le
« Mapping summary report » (rapport récapitulatif de la cartographie) (voir Tableau 7) afin
d’identifier le nombre total de lectures puis ouvrir le « Coverage summary report » (rapport
récapitulatif de la couverture). Les données correspondant aux lectures alignées sur la région
cible sont indiquées dans la section « Target regions overview » (vue d’ensemble des régions
cibles) du « Coverage summary report » (voir Tableau 8). Dans le cas de I'exemple, la

spécificité de lecture est de 92 %. Nous recommandons une spécificité de lecture > 80 %.

Tableau 7. Mapping summary report (rapport récapitulatif de la cartographie)

Statistiques sommaires
Pourcentage Pourcentage
Nombre de lectures  Longueur moyenne  Nombre de bases de bases

Références 25 - 123 827 759,24 3095 693 981 -
Lectures 3012232 98,91 % 143,92 433 521 188 99,16 %
cartographiées
Lectures non 33274 1,09 % 110,32 3670 839 0,84 %
cartographiées
Lectures appariées 2 962 962 97,29 % 148,38 426 681 289 97,60 %
Lectures 49 270 1,62 % 138,82 6 839 899 1,56 %
mésappariées

I Lectures totales 3 045 506 I 100 % 143,55 437 192 027 100 %
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Tableau 8. Vue d’ensemble des régions cibles

Nombre total de Nombre total de Spécificité,
Lectures lectures lectures cartographiées  en excluant
Nombre total  cartographiées cartographiées, en  dans la région cible, en  les lectures
de lectures dans la région  Spécificité excluant les excluant les lectures ignorées
Référence cartographices  cible (%) lectures ignorées  ignorées (%)
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 1606916 1606916 100,0 1606916 1606916 100,0
14 0 0 - 0 0 -
15 0 0 - 0 0 -
16 0 0 - 0 0 -
17 1200127 1200127 100,0 1200 127 1200 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 -
X 0 0 - 0 0 -
Y 0 0 - 0 0 -
MT 0 0 - 0 0 -
Total 2807 043 2807 043 100,0 2 807 043 2 807 043 100,0
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Critéres de contréle qualité
e On doit observer une couverture minimale de 200x par amplicon pour le contrdle positif

NA12878.

La profondeur de lecture est suffisante pour la couverture entre les amplicons pour

garantir la validation de I'analyse de séquencage et de I'alignement des séquences.
® On doit observer une couverture minimale de 200x par amplicon pour les échantillons.
Cela garantit I'homogénéité de la couverture et la qualité des échantillons.

® Pour assurer la spécificité des amorces, > 80 % des lectures doivent étre alignées sur la

région cible pour le contréle positif NA12878.

® Pour assurer la spécificité des amorces, > 80 % des lectures doivent étre alignées sur la

région cible pour les échantillons.

Si ces crittres de contrdle qualité ne sont pas remplis, se reporter au « Guide de

dépannage », page 45.
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Interprétation des résultats

Pour chaque échantillon, exporter le fichier VCF (Variant Call Format) conformément aux
instructions décrites ci-dessous, et le soumettre & la base de données des variantes des génes
BRCAT1/BRCA2 de votre choix afin de déterminer la signification clinique des variantes. Afin
de déterminer si les variantes ont un impact pathologique clinique, vérifier si la variante
détectée figure dans la liste des variantes faux positifs identifiées (voir « Variantes faux

positif », page 62, et Tableau 16, page 67).

Faire aftention au type de séquence dans lequel une variante est trouvée :

® Séquence infronique

® Séquence exonique

® Séquence adjacente/flanquante (= 20 nt avant ou aprés la région cible)
e Homopolymére

@ Région d'un trongon de nucléotides

Remarque : les homopolyméres (> 6 nucléotides) et les régions de troncons de nucléotides
(répétitions de dinucléotides ou de trinucléotides) sont des sources de faux positifs. Les
variantes correspondantes doivent étre évaluées avec précaution. Nous recommandons de
réaliser une analyse de confirmation avec une autre méthode de séquencage (séquencage

Sanger, par exemple).

Remarque : l'interprétation des variantes doit étre effectuée par un généticien clinicien.
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Exportation d'un fichier VCF

1. Sélectionner le fichier « Annotated Variants » (variantes annotées) dans le panneau

Navigation Area (zone de navigation) (1).

2. Cliquer sur le bouton Export (exporter) dans la barre d’outils (2).

3. Dans la fenétre Select export format (sé

et cliquer sur Select (sélectionner).

m Biomedical Genomies Warkbench 2.1.1 - Evaluation
Eile Edii Yiew Toolbox MWorkspace Help
EJE; 59, 00 X

4

Shem Nww impert| Cn Copy Fam Delen

Navigation Area i
O T
[ o1 151130.M70103_0010 a

= £ 160108 M70103,0014,000000000-4KHAL
L 3 Hame Descripnion Enension Supgorted for
& (] 160108 M70103 0014, 000000000-AKHAL Verf10-1 - - — -
o (2] 160114 M7 23000000000 VCF Export variant tracks to Variant Call Format  [ver] Vet
7 BO000000-

Export files and fokdar siricturs in €LC far  |zip] Vo3

Export annotations on sequances m €SV fo.. fes] Ne

~B06.56_L001_R1.001 (paired)
LL001_R1.001 (paired)
5-B¢5.55.1001.R1.001 (paired)

_R1.001 maired

LO01_R1_001 (paired)

001 _R1_001 ipaired)

01 R1 001 ipaired) |
_R1.001 (paired) rimmed (pairec) mapp)
R1.001 (paired) rimmed (paired) (Read

_R1.001 (paired) irimmed ipairad) (Read = =
00171001 (Daired) mmmed [paired) (fead) | X Cancel || o Seleat

0. Export annotaions on sequences in Excel 1. [xisx] HNe

ann el ... [xls] N

annota n ERguance: sal... o] Mo
BaM Expart mappad reads in BAM farmat leam] Mo

6-0v18-00625 -B10.510.L001_R1.001 (paired) inmmed (paired) (Read
B8 AASTE B 10 S1

"4, 100B-0v18-00625 -Bc 10 510_LO01_R1_001 (paired) Annotated Variants I Dok aniclyils
T T WA VIew Y

4. En cas de connexion sur un serveur CLC, un message demandant si la tdche
d’exportation doit étre exécutée en utilisant le logiciel Worbench ou le serveur
CLC s'affiche. S¢

ectionner Workbench ou CLC Server.

(71 Workbench

5. Cliquer sur Next (suivant).

S01 21 00 s a <l Bgad Idensdy varienn in whols axome data

ectionner le format d’exportation), choisir VCF (3)
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6. Confirmer la sélection des données & exporter. La boite de dialogue Export VCF
(exporter les fichier VCF) s'ouvre.

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

J15] Previous Finish Cancel

Remarque : lors de la premiére utilisation, il est nécessaire de sélectionner Reference
sequence track (suivre la séquence de référence) & partir du chemin suivant :
CLC_References/homo_sapiens/sequence/hg19/Homo_sapiens_sequence_hg19.

7. Cliquer sur Next (suivant).

AN

Export VCF
1. Choose where to run  SSIESCIRCUELIRIIL
2. Select Varlants I Macintosh HEL
3. Set parameters ¥ DEVICES 14 Applications
[l TR () Libvary
4. Select output folder PLACES ™ Netwark
Ll System
L0 user Infarmation
) users
|_New Foider_|
Bkl Previous N | Finish | Cancel

8. Sélectionner le dossier d'exportation et cliquer sur Finish (terminer).
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Guide de dépannage

Ce guide de dépannage peut vous aider a résoudre les problémes qui pourraient se poser
lors de I'évaluation de |'état mutationnel BRCAT/2 au moyen du kit therascreen BRCA1/2
NGS FFPE gDNA. Pour obtenir des informations de contact, voir quatriéme de couverture ou

visiter le site www.qiagen.com.

Pour toute information relative au dépannage des autres kits, priére de se reporter aux

manuels des kits correspondants.

Pour toute information concernant le dépannage de I'instrument Illumina MiSeqDx et les
logiciels correspondants, y compris le Biomedical Genomics Workbench et le flux de travail
BRCA 1/2 CEJIVD, priere de se référer aux guides et manuels de |I'utilisateur

correspondants.

Commentaires et suggestions

Faible rendement de I’/ADN cible

a) Vérifier la concentration Nous recommandons |'utilisation d’un fluorométre pour la

en ADNg quantification de I’ADNg & partir du matériel initial FFPE.

La concentration d’ADNg doit étre > 2,5 ng/pl pour
garantir une quantité suffisante d'échantillons pour les
expériences en aval. Le kit est optimisé pour 10 ng
d’ADNg par réaction PCR cible (40 ng au total).
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Commentaires et suggestions

b) Vérifier la concentration
de contréle positif aprés le
pooling et la purification
par amplification PCR de
la cible (T-PCR)

c) Vérifier la concentration
des échantillons aprés le
pooling et la purification
par T-PCR

Si la concentration du contrdle positif NA12878 est
inférieure & 20 ng/pl, une erreur a pu survenir pendant la
T-PCR ou pendant I'étape de pooling et de purification des

échantillons.
Répéter |'étape de T-PCR pour tous les échantillons.

Une concentration d'échantillons inférieure au critére de
contréle qualité de 4 ng/pl pourrait indiquer une
dégradation de I’ADN.

Répéter |'extraction d’ADN des échantillons ayant échoué.

Faibles rendements de la bibliothéque

a) Vérifier les rendements de
la T-PCR

Aprés la T-PCR et avant de passer & la préparation de la
bibliothéque, les concentrations du contréle positif et des
échantillons doivent étre > 20 ng/pl et > 4 ng/yl,

respectivement.
@ Sila concentration du contréle positif est trop faible,
répéter |'étape de T-PCR pour tous les échantillons.

@ Sila concentration d'un échantillon est trop faible,

répéter |'extraction d’ADN de cet échantillon.
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Commentaires et suggestions

b) Vérifier la concentration
du contréle positif aprés
les étapes de préparation
de la bibliothéque et de

sélection de la taille

c) Vérifier la concentration
des échantillons aprés les
étapes de préparation de
la bibliothéque et de

sélection de la taille

Au moyen d'un kit de quantification de bibliothéque gPCR
compatible avec lllumina, quantifier les bibliothéques
purifiées et dont la taille a été sélectionnée. Répéter la
quantification de la bibliothéque si les critéres de contréle

qualité ne sont pas remplis.

Si la concentration du contrdle positif NA12878 est
inférieure & 120 nM, une erreur peut étre survenue lors de
I"étape de préparation de la bibliothéque, de sélection de

la taille, d'amplification PCR ou de purification PCR.

Relancer la construction de la bibliothéque & partir de

I’ADNg pour tous les échantillons.

Au moyen d'un kit de quantification de bibliothéque gPCR
compatible avec lllumina, quantifier les bibliothéques
purifiées et dont la taille a été sélectionnée. Faire attention
aux critéres de contréle qualité qPCR décrits dans le

protocole.

Si une concentration d'échantillon est inférieure & 80 nM,
une erreur peut étre survenue pendant |'étape de
préparation de la bibliothéque, de sélection de la taille,

d’amplification PCR ou de purification PCR.

Relancer la construction de la bibliothéque a partir de

I’ADNg pour cet échantillon.
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Commentaires et suggestions

Faible sortie de données de séquencage (lectures totales < 3 Gb)

Vérifier la quantité du
matériel de bibliothéque
ajoutée a la cartouche de

séquencage lllumina

Pour éviter les erreurs de lectures de certaines parties

de la région cible des génes BRCA1/2, une sortie de
données de séquencage de 3 Gb au total est
recommandée. Si le critére de qualité de 3 Gb n’est pas
rempli, recommencer le protocole & partir de I'étape de

quantification de la bibliothéque.

Vérifier les images du Flow Cell lllumina conformément

aux instructions du fabricant.

e Sila bibliothéque est surchargée (densité des
amplifiats saturée), réduire la quantité de bibliothéques

rassemblées en pool ajoutées & la cartouche.
e Sila densité des amplifiats est faible, augmenter la
quantité de bibliothéques rassemblées en pool

ajoutées & la cartouche.

Faible spécificité du séquencage (% de lectures alignées sur la région cible des génes

BRCA1/2)

Vérifier la taille moyenne
des bibliothéques purifiées
et dont la taille a été

sélectionnée

Si le critére de qualité de 80 % de spécificité n'est pas
rempli, évaluer la qualité de la purification en analysant la
taille du fragment de la bibliothéque. La taille moyenne de

I'amplicon doit étre d’environ 280 pb.

Redémarrer le protocole & partir de la T-PCR.
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Commentaires et suggestions

Faible couverture des lectures

Vérifier la couverture

minimale par amplicon

Si le critére de qualité de couverture 200x n’est pas

rempli, nous recommandons :

e de vérifier que les 4 réactions d’amplification PCR de
la cible ont été rassemblées en pool & des volumes

équivalents ;

e de vérifier 'homogénéité des lectures en termes de
nombre de lectures obtenues par échantillon pour

les 10 échantillons plus le contréle positif.

Contamination du contréle négatif (no template control, NTC)

a) Vérifier la NTC aprés la
T-PCR

b) Vérifier la concentration
de NTC aprés les étapes
de préparation de la
bibliothéque et de

sélection de taille

Si I’échantillon est détecté dans le NTC, une
contamination peut étre survenue lors de la T-PCR

ou lors de |"étape de pooling et de purification.
Redémarrer la T-PCR.

Si la concentration du contréle négatif NTC est inférieure
a 1 nM, une contamination peut étre survenue lors de
I'étape de préparation de la bibliothéque, de sélection

de la taille, d’amplification PCR ou de purification PCR.

Redémarrer la T-PCR.
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Contréle qualité

Conformément au systéme de gestion de la qualité certifié ISO de QIAGEN, chaque lot du
kit therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA est testé selon des spécifications prédéterminées

afin de garantir une qualité constante du produit.

Limitations

Ce kit est réservé & un usage professionnel.

Le produit est destiné & étre utilisé uniquement par le personnel ayant regu les instructions et
la formation spécialement liées aux techniques de biologie moléculaires et étant familiarisé

avec cette technologie.

Ce kit doit étre utilisé selon les instructions données dans ce manuel, en combinaison avec
les instruments validés mentionnés sous « Matériel nécessaire mais non fourni Analyse »,

page 8.

Il est important de respecter les dates de péremption imprimées sur les boites et les étiquettes

de tous les composants. Ne pas utiliser de composants périmés.

Lle kit therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA n’est validé que pour les tissus fixés au

formaldéhyde et inclus en paraffine.

L'lllumina MiSegDx est le seul systtme validé pour le séquencage des bibliothéques

d’échantillons.
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Toute utilisation non conforme avec les informations portées sur |'étiquetage ou la notice de
ce produit et/ou modification de I'un de ses composants décharge QIAGEN de toute

responsabilité.

L'utilisateur est responsable de la validation des performances du systéme pour toutes les
procédures utilisées dans son laboratoire qui ne sont pas couvertes par les études de
performances de QIAGEN.

La détection des mutations dépend de I'intégrité des échantillons, du contenu tumoral et de

la quantité d’ADN amplifiable présent dans le prélévement.

Le kit therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA associé au flux de travail de I'analyse ne

convient pas & une analyse de la variabilité du nombre de copies.

Tout résultat de diagnostic généré avec le produit doit étre interprété en tenant compte de

tout autre résultat clinique ou de laboratoire correspondant.
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Caractéristiques des performances

IMPORTANT : Les caractéristiques des performances du test pour le kit therascreen BRCA1/2
NGS FFPE gDNA ont été obtenues sur 'outil de génération de rapports du logiciel
Biomedical Genomics Workbench avec le flux de travail BRCA 1/2 CEHVD. Le flux de
travail doit étre soumis dans son intégralité & une vérification indépendante effectuée par le

laboratoire utilisateur avant d'étre adopté dans la pratique courante.

Plage de couverture des rapports générés pour le test

Le kit therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA est congu pour couvrir toutes les régions
codantes des génes BRCA1 et BRCA2, plus au moins 20 pb flanquant chaque exon codant.

Le Tableau 9 fournit des informations sur la couverture offerte par le kit.

Tableau 9. Informations relatives a la couverture

FFPE NA12878
Couverture Nombre de valeurs 82 échantilllons 67 échantilllons
Couverture minimale Minimum 1 863 813
Médiane 5624 4725
Moy. 5591 5187
Maximum 11 890 14187
% de données avec une 100 % 100 %
couverture > 200x
Couverture minimale Minimum 1142 539
normalisée * Médiane 3499 3124
géqui\{cﬂenie asd ?0 dde Moy. 3 494 3416
onnees par analyse de Maximum 7 383 9211
séquencage)
% de données avec une 100 % 100 %
couverture > 200x

* La couverture des amplicons par analyse de séquencage a été normalisée en multipliant la couverture minimale
obtenue avec le kit par le rapport : 3 Gb (sortie de données de séquencage minimale recommandée/sortie de
données de séquengage de I'analyse, en Gb).
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Uniformité de I'amplification

Sur 82 ensembles de données d'échantillons FFPE, les données ont montré que 99,29 % des
positions ciblées sont couvertes par un nombre de lectures supérieur de 20 % ala

profondeur moyenne de couverture (intervalle de prévision & 95 % : 96,81-100 %).
Substances interférentes

Les réactifs du kit d’extraction d’ADN FFPE et les substances potentiellement interférentes des
échantillons FFPE ont été analysés afin de déterminer leur effet potentiel sur les performances
du kit therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA. Aucun effet des conditions ou substances
interférentes n’a été observé sur les performances d’aprés la quantification de I’ADN et de la

bibliothéque, la sortie de données de séquencage ou la détection des variantes.
Contamination croisée

La ligature de séquences d’oligonucléotides spécifiques est utilisée pour la génération des
amplifiats lllumina et I'identification des échantillons. L'utilisation en alternance de 2 séries
de 12 codesbarres entre les analyses successives permet de réduire le risque de

contamination.

Les échantillons marqués d'un code-barres issu de la premiére série d'adaptateurs ont été
utilisés dans une analyse de séquencage, I'Analyse 1. Deux autres analyses de séquencage
ont ensuite été réalisées sans échantillon, I’Analyse 2 et I'Analyse 3, et les codes-barres
restants de la premiére série ont été quantifiés dans I'’Analyse 2 et I'Analyse 3 ofin de
mesurer la contamination croisée entre les analyses. La méme expérience a été réalisée avec
la seconde série de codes-barres. Lle pourcentage global de contamination croisée entre
analyses a été déterminé en comparant le rapport entre le nombre de lectures obtenues avec
I’Analyse 1 et I’Analyse 3 avec les deux séries de codes-barres, en considérant que le client

utilise les deux séries de codes-barres disponibles en alternance.

Manuel du kit therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA (partie 2) 02/2017 53



La contamination inter-analyse, définie comme le pourcentage de lectures des échantillons
de I'Analyse 1 toujours détectés dans I"Analyse 3 (sans échantillon), était de 0,43 % et de
0,47 % pour la premiére série de codes-barres et pour la seconde série de codes-barres,

respectivement.

Lectures sur cible (spécificité du test)

On entend par lectures sur cible le pourcentage de lectures alignées sur la région cible par
rapport au nombre total de lectures obtenues par échantillon. Ce pourcentage est calculé

comme suit :

Nombre de lectures alignées sur la région cible x100

Lectures sur cible (%) =
Nombre total de lectures

Les statistiques sur cible ont été obtenues & partir de 82 ensembles de données générés en
utilisant 52 extraits d’ADN dérivé de tissu FFPE en utilisant 3 lots de kits différents. En

moyenne, 94,51 % des lectures étaient alignées sur la région cible (Tableau 10).

Tableau 10. Lectures sur cible (spécificité du test)

Moyenne Minimum Maximum Ecart-type

94,51 % 87,67 % 96,17 % 1.4 %

Précision du test

La répétabilité (précision intra-analyse) et la reproductibilité (précision inter-analyses) du test
ont été évaluées en termes de fréquence d’alléles (FA). Deux échantillons mélangés ont été
produits afin de générer un maximum de variantes avec une fréquence d'alléles attendue
comprise entre 5 et 15 %. Ces échantillons ont été testés en double lors de 6 analyses de
séquencage, sur 2 plateformes MiSeqDx (reproductibilité inter-instruments), & I'aide de

3 opérateurs (reproductibilité inter-opérateurs) et de 3 lots de kits (variabilité inter-lots).
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L'objectif était de déterminer les pourcentages respectifs de variabilité totale introduite &

chaque niveau : lot, opérateur, instrument, réplicats. L'analyse des composantes de la

variance indique que la composante principale de la variance totale est la répétabilité ; en

d’autres termes, elle provient des duplicats intra-analyse (voir Tableau 11, colonne Er).

Tableau 11. Compilation de toutes les variantes détectées dans les 36 ensembles de données
pour 2 échantillons

Position de la

variante et alléle FA
de référence > moyenne
Allele de la FA callée ) L
variante atendve  (n=36  ET V() E* &' Eo'  Ein® Eowl Fabilie'
SA‘)/GWQ] 3055 999 999 006 006 006 000 000 000 006 100,00
235’2913055 99,9 999 005 005 005 001 002 001 005 84,18
flé””%w 99,9 997 016 016 011 009 012 002 018 3341
(532!(::"29]5005 99,9 997 038 038 026 022 029 000 044 3425
$3é32929387 99,9 997 019 019 015 0,10 012 000 021 47,81
(53]>/é’29]5°°5 99,9 997 045 046 031 027 033 000 053 34,18
SAié”QOénQ 90,3 90,1 085 095 080 000 000 036 088 8349
ZL/C”QO‘WQ 88,6 91,8 070 076 064 000 034 000 073 7830
?lé”%éé“é 545 52,5 178 3,40 1,54 048 0,69 074 1,90 6544
ffé””éé“'é 51 50,2 1,90 378 1,40 0,18 1,17 1,02 2,09 44,49
314329] 39T 439 462 1,68 3,64 1,56 000 025 072 173 80,86
SéL//:“ 251931 o5 43,1 131 3,04 1,11 000 071 046 1,40 6331
zi/f”] 39T 423 449 127 284 1,00 000 079 000 1,35 6587
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Position de la

variante et alléle FA

de référence > moyenne

Allgle de la FA calculée A ) . X .

variante attendue  (n = 36) E-T* CV*(%) Er* Ei* Eo* Ein*  Etotal* Fiabilité'
(532>/;\H 251931 41 43,5 1,75 4,01 1,39 0,00 1,23 0,33 1,89 54,60
ffém 244000 14,3 9,6 099 10,27 099 000 0,00 0,00 099 100,00
(S:2>(rA1 2Bl 14,2 12,9 094 729 065 000 0,65 050 105 3914
ffé‘” 219780 445 12,2 098 805 091 000 044 000 1,01 81,35
15-3(/:4] 219804 14,2 12,2 097 7,95 091 000 041 000 1,00 83,03
ffézﬂ 244435 14,2 11,9 0,66 558 062 000 0,11 0,25 0,68 83,56
éi/;\ﬂ 245486 14,2 11,8 0,96 8,17 093 000 0,21 0,16 097 92,56
iiéﬂ 234470 14,2 11,7 0,57 490 054 000 0,15 0,19 059 83,18
ii/é] 245237 14,2 11,6 1,12 9,65 1,07 0,00 0,21 033 1,14 88,24
?32!;}] 244936 14,2 11,5 0,87 7,55 0,73 0,00 040 0,39 092 62,78
'IS'ZC/:A] LR 14,2 11,4 0,65 570 062 000 0,22 000 0,66 88291
?3(/:4] 215416 13,6 9,3 0,78 8,43 0,78 0,00 0,00 0,00 0,78 100,00
é]>§)2890572 9,6 6,6 072 1095 0,72 000 0,11 000 0,72 97,88
ii/G32929232 9,5 12,4 0,76 6,13 0,76 0,00 0,00 0,00 0,76 100,00
il§2929232 9,5 6,7 0,68 10,07 068 000 0,00 0,00 068 100,00
iigZ‘?] 1888 9,4 9,5 0,60 6,33 0,52 0,13 035 0,00 064 65,08
é2>§)2890572 9.4 9,1 088 972 080 008 0,19 040 092 76,65
iygzm 1888 9.3 6,2 0,45 7,33 0,42 000 0,03 020 047 81,41
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Position de la

variante et allele FA

de référence > moyenne

Alléle de la FA calculée A 3 A 3 A

variante attendue  (n=36) E-T.* CV* (%) Er* Ei* Eo* Ein*  Etotal* Fiabilité'
214329]4236 9,3 58 060 1027 055 000 026 0,12 062 7849
$2/32915411

32915414 9,2 0.7 076 783 070 000 026 0726 079 7835
AATT>-

S$1/32915411

32915414 9,2 56 051 903 050 000 0,11 000 051 9565
AATT>-

22>/A32907259 9,0 9.6 053 552 053 000 000 008 053 97,53
éLﬁ” AR 5 7.0 070 996 057 000 048 000 075 5927
flé‘” 219780 54 69 078 1123 073 000 000 033 080 8321
?lé AT 6.9 077 11,20 072 000 000 034 080 81,37
il/én‘mw 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
gg‘” Ay 66 072 1090 067 015 028 000 074 81,60
ilé” 234470 54 6,5 056 861 054 000 009 0,15 057 90,40
éLﬁ” Y 6.5 068 1055 062 000 035 000 071 7593
21)441231516 5.4 6.4 062 981 054 000 035 0,13 066 6851
?lé‘” HED 5 6.3 0,66 10,61 063 000 024 000 068 87,22
22>/A329]36°3 53 49 068 1402 065 000 025 0,10 070 8568

*E-T. : écartype ; CV : coefficient de variation (Etotal/Moyenne) Er : E.-T. répétabilité (précision intralot) ; Ei : E.-
T. infer-lots ; Eo : E.-T. interopérateurs ; Ein : E.-T. infer-instruments ; Etotal : E.-T. total (précision intra-laboratoire).
t Fiabilité = (Er2/Etotal?) x 100
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Limite de détection (LoD)
Valeur sevil du test

La valeur seuil du test pour la fréquence des alléles a été définie comme la fréquence
d'alléles minimum pour laquelle 99,9 % des variantes détectées sont des variantes
réellement positives aprés ['élimination des variantes faux-positifs décrites dans les
Tableaux 13, 14 et 16. La valeur seuil de la fréquence des alléles des variantes (FAV) a été
calculée & 5,75 % pour 53 échantillons déjad caractérisés auparavant : 13 échantillons
obtenus & partir du répertoire du Coriell Institute for Medical Research et 20 échantillons

cliniques FFPE testés en double en utilisant 3 lots de kits.

Pour démontrer que le test peut détecter une FAV de 1,5 %, 4 échantillons d’ADN dérivés de
tissu tumoral FFPE individuels ont ét¢ mélangés en différentes proportions avec un autre
échantillon d’ADN  dérivé de tissu tumoral FFPE. Pour reproduire une réduction de
I'homogénéité entre les échantillons multiplexés, des analyses de séquencage ont été
réalisées avec des quantités décroissantes de matériel de la bibliothéque d’échantillon allant
de 4nM (la quantité recommandée) & 0,125 nM de bibliothéque chargée dans la
carfouche. La quantité totale de bibliothéque a été maintenue & une concentration constante
de 4 nM en augmentant la quantité d’ADN du contréle positif NA12878.

La sensibilité du test a été calculée par I'analyse Probit et les résultats obtenus sont présentés
dans le Tableau 12. Pour une quantité de bibliothéque de 4 nM, le test détecte les variantes

& une FAV de 1,54 %.
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Tableau 12. Sensibilité du test : FAV minimale détectée avec une quantité de bibliothéque
décroissante

Quantité de bibliothéque (échantillon) LOD 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 %

Couverture minimale pour détecter une FAV & 5,75 %

La couverture minimale (nombre total de lectures) requise pour obtenir la valeur seuil de FAV
de 5,75 % a été évaluée. Quatre échantillons individuels d’ADN dérivé de tissu tumoral
FFPE ont été mélangés en différentes proportions avec un autre échantillon d’ADN dérivé de
tissu tumoral FFPE afin d’obtenir des valeurs FAV comprises entre 5,25 % et 6,25 %, avec
une FAV médiane estimée de 5,75 %. Plusieurs analyses de séquencage ont été réalisées
avec des dilutions en séries de deux fois du méme ensemble d’échantillons mélangés avec
des quantités de bibliotheque allant de 4 nM & 0,015625 nM. Par exemple, si une
couverture de 15 000x est obtenue avec une quantité de bibliothéque de 4 nM, la méme

variante sera détectée 59x avec une quantité de 0,015625 nM.

L'analyse Probit a été utilisée pour déterminer la limite de détection de chaque classe de
fréquence d'alléles avec une méthode conforme aux recommandations formulées dans la
norme NCCLS EP17-A2 (20). La valeur finale correspond & la couverture nécessaire pour
détecter la fréquence d'alléles avec un indice de confiance de 95 %. La Figure 9 en

représente graphiquement un exemple.
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Taux de détection contre couverture
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Figure 9. Analyse Probit. Le taux de détection correspond au pourcentage de variantes détectées

d’aprés la couverture.

200 lectures par position sont nécessaires au minimum pour détecter une FAV & 5,75 %.

(La limite de détection était de 159x, arrondie & 200x.)
Précision

Lo précision a été estimée a partir d'échantillons déja caractérisés auparavant, parmi
lesquels des échantillons d’ADN du répertoire du Coriell Institute for Medical Research et de

I’ADN extrait d’échantillons de tissu tumoral ovarien FFPE.

e Ensemble 1 : 13 échantillons du répertoire Coriell entiérement caractérisés pour la
région cible (191 variantes attendues)
e Ensemble 2 : 27 échantillons du répertoire Coriell partiellement caractérisés pour

25 variantes pathogénes (27 variantes attendues)
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® Ensemble 3 : 20 échantillons d’ADN extrait d’échantillons de tissu tumoral ovarien FFPE

entiérement caractérisés pour la région cible (570 variantes attendues)

Toutes les variantes attendues ont été détectées dans les échantillons Coriell (Ensemble 1 et
Ensemble 2), y compris deux grandes délétions de 40 nucléotides dans le géne BRCAT
(BRCAT : ¢.1175_1214del40 p.Leu392Glnfs).

La précision a été calculée comme suit :

(Nombre de vrais positifs + Nombre de vrais négatifs) x 100

Région cible (21 150 bases)

Précision (%) =

La précision des échantillons FFPE (ensemble 3) a été calculée & 99,988 % en utilisant une

approche Probit pour établir le seuil de fréquence d'alléles & 5,75 %.
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Limites des variantes

Variantes faux positif

Une liste de 47 variantes faux positif a été établie pour un ensemble d’échantillons déja
caractérisés auparavant : 13 échantillons obtenus & partir du répertoire du Coriell et de
20 échantillons cliniques FFPE testés en double; n=53. les variantes faux positifs
surviennent du fait de limites de I'instrument en lien avec les séquences contenant des
trongons homopolymériques > 6 nt et/ou des régions incluant des répétitions de troncons de
dinucléotides et de trinucléotides. Les variantes faux positifs peuvent également correspondre

& des artefacts provenant de diméres d’amorces.

le Tableau 13 dresse la liste de variantes faux positifs pour le géne BRCAT sur le
chromosome 17. Le Tableau 14 dresse la liste de variantes faux positifs pour le géne BRCA2
sur le chromosome 13. La position du faux positif (FP) est décrite dans la premiére colonne
(coordonnées Hg19) suivie par les nucléotides de référence (REF) et alternatifs (ALT)
identifiés. Le pourcentage d’ensembles de données pour lequel la variante FP a été trouvée
(sur 53 ensembles de données) est indiqué dans la colonne « % d’ensemble de données
(n = 53) ». Les pourcentages minimum, moyen et maximum de fréquences d'alléles issus des
53 ensembles de données sont indiqués dans les colonnes « FA minimale (%) », «FA
moyenne (%) » et « FA maximale (%) ». Les variantes sont réparties en 4 catégories :
« Homopol. » (FP de segments homopolymériques > 6 nt), « Dimére d’amorces » (FP
d'artefacts de diméres d’amorces), « Segments » (FP de répétitions de dinucléotides et

trinucléotides), et « Autre » (FP d’erreurs de séquengage et de synthése de polymérase).
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Tableau 13. Liste des variantes faux positifs (FP) détectées dans le géne BRCAT sur le

chromosome 17

9
:’ensembles FA FA FA Classification
. de données  minimale moyenne maximale des faux
Région REF ALT Type (n=53) (%) (%) (%) positifs
41231323 C T VSN 9,4 1,3 2,0 2,5 Autres
41231324 G A VSN 9.4 1,1 1,4 2,6 Autres
41231333 G C VSN 7,5 1,0 1,5 1,7 Trongon
41231352 T C VSN 9.4 1,4 1,8 2,1 Autres
41231370 C A VSN 57 11 1,2 1,3 Autres
41231401 C T VSN 1,9 1,4 1,4 1,4 Autres
41231404 T C VSN 11,3 1,2 2,4 3,8 Autres
41231419 G A VSN 9.4 1,3 2,5 34 Autres
41242939.41242940 CA - Délétion 100 3,1 4,8 6,1 Trongon
41243524 A C VSN 92,5 1,1 1,7 2,7 Dimére
d’amorces
41244613 G A VSN 3,8 2,0 2,1 2,1 Autres
41245586741245587 - T Insertion 96,2 1,1 1,4 2,4 Homopol.
41245587 T - Délétion 100 2,3 3,2 3,9 Homopol.
41246532 T - Délétion 13,2 1,0 1,1 1,2 Homopol.
41246926 A - Délétion 94,3 1,0 14 2,0 Homopol.
41267808 G - Délétion 77,4 1,0 1,2 1,5 Homopol.
412761527041276153 - AT Insertion 94,3 1,1 1,5 2,0 Trongon
41276153.41276154 AT - Délétion 100 1,9 2,7 3,3 Trongon
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Tableau 14. Liste des variantes faux positifs (FP) détectées dans le géne BRCA2 sur le

chromosome 13

j’ensembles FA FA FA Classification
. de données  minimale moyenne maximale des faux
Région REF ALT Type (n=53) (%) (%) (%) positifs
32893197732893198 - T Insertion 100 4,3 5,6 6,8 Homopol.
32893198 T - Délétion 100 11,0 12,6 13,5 Homopol.
32893198.32893199 1T - Délétion 5,7 1,1 1,2 1,3 Homopol.
32893318 G A VSN 3,8 1,3 1,8 2,2 Autres
32900364 T - Délétion 75,5 1,0 1,3 1,9 Homopol.
32905197 T - Délétion 18,9 1,0 1,1 1,3 Homopol.
32905219732905220 - T Insertion 100 8,8 10,4 11,4 Homopol.
32905219/32905220 -  TT  lInsertion 96,2 1,0 1,2 1,6 Homopol.
32905220 T - Délétion 100 19,7 21,1 23,1 Homopol.
32905220.32905221 1T - Délétion 100 3,8 4,4 5,4 Homopol.
32907421 A - Délétion 94,3 2,2 3,1 3,9 Homopol.
32907535732907536 - T Insertion 100 6,8 7.7 10,0 Homopol.
32907535732907536 - 1T Insertion 3,8 1,0 1,1 1,1 Homopol.
32907536 T Délétion 100 21,4 23,8 26,3 Homopol.
32907536.32907537 1T - Délétion 100 3,6 4,6 6,2 Homopol.
32911074 A - Délétion 11,3 1,0 1,2 1,6 Homopol.
32911443 A - Délétion 9,4 1,0 1,1 1,2 Homopol.
32912346 A - Délétion 77,4 1,0 1,2 1,5 Homopol.
32913559 A - Délétion 100 1,0 1,5 2,0 Homopol.
32913837 A - Délétion 18,9 1,0 1,0 1,1 Homopol.
32914828 A G VSN 100 2,4 4,1 6,8 Dimére
d’amorces
32921032 C T VSN 3,8 1,4 1,4 1,4 Autres
32953633 - Délétion 17,0 1,0 1,1 1,3 Homopol.
32954022/32954023 - A |Insertion 13,2 1,0 1,1 1,2 Homopol.
32954023 A - Délétion 100 2,1 3,3 4,1 Homopol.
32954303 T - Délétion 100 1,5 2,3 2,8 Homopol.
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%
d’ensembles  FA FA FA Classification
de données  minimale moyenne maximale des faux

Région REF ALT Type (n=53) (%) (%) (%) positifs
32968809 T - Délétion 96,2 2,3 2,6 3,2 Homopol.
32972287 T -  Délétion 57 1,0 1,1 1,2 Homopol.
32972526 G A VSN 3,8 1,4 1,4 1,4 Autres

Variantes faux négatifs

Des paires de bases supplémentaires peuvent étre ajoutées (insertions) ou effacées
(délétions) de I’ADN d'un géne. Leur nombre peut aller de un & plusieurs milliers. Le terme
indel est utilisé pour désigner I'ensemble de ces mutations. La performance du kit therascreen
BRCA1/2 NGS FFPE gDNA a été déterminée d'aprés la détection de variantes de
substitution et de petits indels (< 3 nt). Les grands indels (> 3 nt) ont été détectés mais les

caractéristiques des performances pour leur détection n’ont pas pu étre déterminées.

Le kit therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA associé & ce flux de travail de I'analyse ne

convient pas & une analyse de la variabilité du nombre de copies (CNV).

Lles sites de liaison des amorces du kit therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA sont
sélectionnés pour éviter la présence de variantes dans les régions sélectionnées. Ceci
n'exclut pas la présence de variantes rares dans un site de liaison d’amorces conduisant &
une erreur d’amplification et au masquage de la présence de mutations potentiellement
pertinentes sur le plan clinique. En cas de suspicion d'un tel phénoméne, nous

recommandons de réaliser une analyse de confirmation avec une autre méthode.

Résultats de la validation

L'étude de validation du kit therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA a été réalisée sur des

échantillons FFPE de tissu tumoral ovarien en utilisant 2 lots de kits indépendants. Cette étude
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a évalué les performances dans des conditions normales d’utilisation : quantité de 40 ng,

fréquence d'alléles des variantes seuil de 5,75 % et couverture 200x.

Au total, 171 échantillons de tumeur de I'ovaire FFPE ont été fournis et caractérisés par
3 laboratoires collaborateurs : I'Institut Curie en France, un laboratoire en Allemagne et un
autre au Royaume-Uni. Lles laboratoires étaient libres d'opter pour la méthode
d'identification des variantes des génes BRCAT/2 de leur choix, et ils ont utilisé des

plateformes, des tests, des logiciels et des algorithmes différents pour détecter les variantes.

Pour caractériser plus précisément les échantillons cliniques, un prestataire de service de
séquencage externe a utilisé le test Multiplicom BRCA Tumor MASTR™ Plus Dx afin de fournir

des résultats obtenus & partir d’'une plateforme bioanalytique indépendante.

Les résultats issus de toutes les méthodes ont permis de classer les variantes comme suit :

® Vrais positifs (VP) : détection de variantes basée sur les données du kit therascreen
BRCA1/2 NGS FFPE gDNA et présente avec au moins une autre méthode

® Vrais négatifs (VN) : aucune variante détectée d'aprés les résultats obtenus avec le kit
therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA ni lors des analyses réalisées par les
laboratoires collaborateurs

® Faux positifs (FP) : détection de variantes d’aprés les données obtenues avec le kit
therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA mais pas avec les autres méthodes

® Faux négatifs (FN) : aucune variante détectée d’aprés les données du kit therascreen
BRCA1/2 NGS FFPE gDNA mais variantes détectées avec au moins une autre méthode

Pour calculer le nombre de variantes faux négatifs, la région cible a été définie comme
I'intersection entre les 3 méthodes qui représentent 19 612 nucléotides. Trois variantes

uniques extérieures & cette région cible ont été exclues de I'analyse.

Aprés cette classification, une variante faux négatif et 4 variantes faux positifs ont été

observées sur les 2 130 variantes obtenues avec les 3 méthodes. Le résultat discordant pour
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le géne BRCAT sur le chromosome 17 (faux négatif) est présenté dans le Tableau 15. Les
résultats discordants pour le géne BRCA2 sur le chromosome 13 (faux positifs) sont décrits
dans le Tableau 16.

Tableau 15. Résultat discordant d’aprés 3 méthodes (toutes variantes confondues) pour le
géne BRCA1 sur le chromosome 17

FAV* du kit
Locus génomique . therascreen ~ FAV Signification  Classification
GRCh37 REF* ALT* Type (%) attendue (%)  clinique des variantes
41276067 29 - Délétion  Non 71,11 Pathogéne Faux négatif
détectée

* REF : nucléotide de référence ; ALT : nucléotide alternatif ; FAV : fréquence d'alléles des variantes ; VSN : variation
d’un seul nucléotide.

Tableau 16. Résultats discordants d’aprés 3 méthodes (toutes variantes confondues) pour le
géne BRCA2 sur le chromosome 13

FAV* du kit

Locus génomique . therascreen ~ FAV Signification  Classification

GRCh37 REF* ALT*  Type (%) attendue (%)  clinique des variantes

32906729 A C VSN* 99,83 Non Inconnu Faux positif
détectée

32912299 T C VSN 34,59 Non Inconnu Faux positif
détectée

32912299 T C VSN 71,86 Non Inconnu Faux positif
détectée

32913709 T - Délétion 43,18 Non Pathogéne Faux positif
détectée

* REF : nucléotide de référence ; ALT : nucléotide alternatif ; FAV : fréquence d'alléles des variantes ; VSN : variation
d’un seul nucléotide.

La variante faux négatif, BRCAT g.41276067 c.19_47del29, correspondait & une grande
délétion de 29 nucléotides sur le géne BRCAT d'un échantillon de tissu tumoral ovarien
FFPE. Cette délétion avait déja été détectée auparavant avec le flux de travail du kit
therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA sur un échantillon FFPE de vessie.

Trois variantes faux positifs impliquant un seul nucléotide ont été détectées. L'une d'elles était
située dans la région BRCA2 g.32906729 et deux se trouvent dans la région BRCA2
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g.32912299. le test Multiplicom a mis en évidence une trés faible couverture de ces
régions, respectivement de 28x, 38x et Ox. Les recherches dans les fichiers d'alignement
des séquences BAM ont montré que les deux variantes sont apparues aux fréquences
d’alléles correspondantes : 28/28 (100 % FAV) et 9/38 (24 % FAV) respectivement. Les

discordances proviennent probablement d’un décrochage d’amplicon.

La variante faux positif BRCA2 g.32913709delT se trouve dans le premier nucléotide de
I"lamplicon. L'amorce d'amplification correspondante s’hybride dans une séquence contenant
une véritable variante pathogéne g.32913703 del TACT. Cette délétion a été détectée par
le test du kit therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA et sa présence pourrait expliquer le
mauvais alignement de I"amorce conduisant & la libération de cette variante faux positif. Ce
faux positif ne conduira jamais & une erreur de classification d’'une patiente car il est

systématiquement lié & la détection d'une véritable variante pathogéne.

Les résultats de cette étude sont présentés dans un tableau de contingence (Tableau 17), et

I"évaluation globale de la sensibilité et de la spécificité est décrite dans le Tableau 18.

® La sensibilité clinique correspond & la concordance positive :
Vrais positifs / (Vrais positifs + Faux négatifs)

e la spécificité clinique correspond & la concordance négative :
Vrais négatifs / (Faux positifs + Vrais négatifs)

® la précision est définie comme la concordance globale entre les résultats du test, ceux
des laboratoires collaborateurs et ceux de la troisiéme méthode :

Vrais positifs + Vrais négatifs / Nombre de bases dans la région cible
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Tableau 17. Tableau de contingence avec les performances calculées du kit therascreen

BRCA1/2 NGS FFPE gDNA

Résultats des laboratoires
collaborateurs et du test

Multiplicom
(méthode de référence)
Positif Négatif Total
. 2125 4
Résultats du test du kit Positif Vrais positifs Faux positifs 2129
therascreen BRCA1/2
NGS FFPE gDNA Négatif 1 8 351 522 3351523
Faux négatif Vrais négatifs
Total 2126 3 351 526 3 353 652
Tableau 18. Sensibilité, spécificité et précision entre les méthodes
Paramétre Résultat ICa95%
Sensibilité 99,9530 % 99,7382-100 %
Spécificité 99,9999 % 99,9997-100 %
Précision 99,9998 % 99,9996-100 %
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(formerly NCCLS).
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Symboles

Les symboles suivants peuvent apparaitre sur I'emballage et |'étiquetage :

Symbole Définition des symboles
REF Numéro de référence
Fabricant
MAT Numéro de matériel

R indique qu'il s’agit d'une révision du manuel et n indique le
numéro de révision

Rn

LOT Numéro de lot

GTIN Code arficle international (GTIN)
IVD Dispositif médical de diagnostic in vitro
c E Symbole CE pour la conformité européenne

g A utiliser avant
W Contient des réactifs suffisants pour N réactions
<N>
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Définition des symboles

Limite de température

Symbole
COMP Composants (c.-&-d. liste des éléments inclus)
CONT Contient (contenu)

Quantité (flacons, tubes)

& Attention
[ ]
| I | Consulter les instructions d'utilisation

Conserver a |'abri des rayons du soleil
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Pour commander

Des informations relatives aux commandes des produits et réactifs supplémentaires

nécessaires sont fournies dans le Tableau 1, page 15 de la Partie 1.

Produit Contenu N° réf.
therascreen BRCA1/2 Pour 20 réactions : Pour |'identification de 875011
NGS FFPE gDNA Kit CE  variantes dans les génes BRCAT et BRCA2

(20) avec la plateforme lllumina MiSeqDx ; le

mélange d'amorces BRCA 1, le mélange
d’amorces BRCA 2, le mélange d’amorces
BRCA 3, le mélange d'amorces BRCA 4,
I’ADN polymérase HotStarTaq, le tampon GR
NGS Panel 5x PCR Buffer V2, I'eau sans
nucléase servant de contréle négatif NTC

Pour obtenir des informations actualisées et les clauses de responsabilité spécifiques aux
produits, consulter le manuel du kit ou le manuel d'utilisation QIAGEN correspondant. Les
manuels des kits et les manuels d'utilisation QIAGEN sont disponibles & I'adresse
www.giagen.com ou peuvent étre demandés auprés des Services techniques QIAGEN ou de

votre distributeur local.
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Ce kit est destiné au diagnostic in vitro. Les produits QIAGEN ne peuvent étre revendus, modifiés pour la revente ou utilisés pour fabriquer d’autres produits
commerciaux sans I'autorisation écrite de QIAGEN.

Les informations contenues dans ce document peuvent étre modifiées sans préavis. QIAGEN décline toute responsabilité pour toute éventuelle erreur apparaissant dans
ce document. Ce document est considéré comme complet et exact au moment de sa publication. QIAGEN ne pourra en aucun cas étre tenu responsable de
dommages accessoires, particuliers, multiples ou consécutifs en relation avec, ou découlant de, I'vfilisation de ce document.

Les spécifications présentées par les produits QIAGEN sont garanties. La seule obligation de QIAGEN ainsi que le seul recours de tout client sont limités au
remplacement sans frais des produits dans le cas ot ces derniers ne correspondent pas aux performances garanties.

Marques déposées : QIAGEN®, Sample to Insight®, HotStarTaq®, therascreen® (groupe QIAGEN) ; AMD® (Advanced Micro Devices, Inc.) ; ATI™ (ATl 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® (Khronos Group) ; SUSE® (SUSE PLC).
Les noms déposés, marques déposées etc. utilisés dans ce document, méme s'ils ne sont pas spécifiquement indiqués comme tels, ne doivent pas étre considérés
comme non protégés par la loi.

Accord de licence limitée pour le kit therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA
En utilisant ce produit, I'acheteur ou I'utilisateur accepte les conditions suivantes :

1. le produit ne doit étre utilisé que conformément aux protocoles fournis et & ce manuel et uniquement avec les composants contenus dans ce kit. QIAGEN
n‘accorde aucune licence sous sa propriété intellectuelle pour utiliser ou intégrer les composants fournis dans ce kit avec tout autre composant non fourni dans
ce kit, & I'exception de ce qui est stipulé dans les protocoles fournis avec le produit, dans ce manuel et dans d’autres protocoles disponibles sur le site
www.giagen.com. Parmi ces protocoles supplémentaires, certains ont été fournis par des utilisateurs QIAGEN pour des utilisateurs QIAGEN. Ces protocoles
n‘ont pas été rigoureusement testés ou optimisés par QIAGEN. QIAGEN ne saurait étre tenu responsable de leur utilisation et n’offre aucune garantie que ces
protocoles ne portent pas atteinte aux droits de tiers.

2. Endehors des licences énoncées expressément, QIAGEN n’offre aucune garantie indiquant que ce kit et/ou sa ou ses utilisations ne violent pas les droits de
tiers.
3. Ce kit et ses composants sont sous licence pour une utilisation unique et ne peuvent pas étre réutilisés, remis & neuf ou revendus.

4. QIAGEN rejette notamment toutes les autres licences, expresses ou facites, autres que celles énoncées expressément.

5. L'acheteur et 'utilisateur du kit consentent & ne pas prendre, ni autoriser quiconque & prendre, de quelconques mesures pouvant entrainer ou faciliter la
réalisation d’actes interdits par les conditions précédentes. QIAGEN peut faire appliquer les interdictions de cet Accord de licence limitée par tout fribunal et
pourra recouvrir tous ses frais de recherche et de justice, y compris les frais d’avocats, en cas d’action en application de cet Accord de licence limitée ou de
tous ses droits de propriété intellectuelle liés au kit et/ou & ses composants.

Pour consulter les mises & jour de la licence, voir le site www.qgiagen.com

HB-2197-002 1103449 157014158 02/2017
© 2017 QIAGEN, tous droits réservés.
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