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1. INFORMATION GENERALE

1.1. Demandeur : Centre universitaire de santé McGill

Mise en garde

Le présent avis est fondé sur I'information fournie par les personnes responsables de
I'analyse dans les laboratoires concernés ainsi que sur une recherche documentaire
complémentaire selon les données disponibles au moment de I'évaluation de I'analyse
par 'INESSS.

Conflits d’intéréts

Le D" Rosenblatt n’a pas participé aux délibérations et s’est retiré au moment de
formuler la recommandation.




INTRODUCTION

L’avis intitulé Analyse du profil mutationnel du géne CFTR par séquencage de nouvelle
génération a été transmis au ministre de la Santé et des Services sociaux le 28 avril
2017 et publié le 27 juin suivant. Cet avis avait pour objectif d’évaluer I'ajout au
Répertoire québécois et systeme de mesure des procédures de biologie médicale, ci-
aprés nommeé Répertoire, d’'une nouvelle analyse permettant d’analyser le profil
mutationnel du gene CFTR par séquengage de nouvelle génération (NGS, de I'anglais
next generation sequencing) chez des patients et des familles a risque d’étre atteints de
fibrose kystique ou d’'une autre pathologie associée au gene CFTR.

Dans son avis, 'INESSS a recommandé I'introduction de I'analyse au Répertoire en
précisant que cette introduction est conditionnelle a la production de données locales de
validation pour les 71 mutations de la trousse Luminex XTAGMC Cystic Fibrosis
actuellement utilisée.

Suite a la publication de l'avis, le centre demandeur a transmis a 'INESSS des données
de validation et I'objectif du présent avis est de présenter ces données.



RESUME DE L’EVALUATION PRECEDENTE

Les détails de I'évaluation menée en phase | par 'INESSS sont présentés dans le

tableau 1.

Tableau 1 Résumé exécutif de I’évaluation de I'utilité clinique en phase |

Analyse du profil mutationnel du géne CFTR par
séguencage de nouvelle génération

Demandeur Centre universitaire de santé McGill
L’analyse proposée consiste a effectuer le séquengage des régions
Objectif de codantes du géne CFTR par séquencgage de nouvelle génération (NGS,
P de 'anglais next generation sequencing) afin d’identifier les mutations
analyse : ; ) -
responsables de la fibrose kystique et des autres pathologies associées
a ce géene.
Le séquengage complet du gene CFTR n’est pas offert au Québec.
Actuellement, la recherche de mutations dans le géne CFTR est
. _ réalisée a partir d'une trousse de génotypage qui couvre 71 mutations.
Situation De plus, une mutation fréquente dans la population québécoise, la
actuelle p.S489X, est recherchée par TAAN (test d’amplification des acides
nucléiques). L’analyse proposée permettrait de remplacer 'analyse du
panel de 71 mutations (code 55220) et 'analyse de la mutation
québécoise p.S489X par TAAN (code 55222).
Nombre ) . )
d’analyses Le demandeur estlmg gue pres de 1 000 analyses seront effectuées
. annuellement au Québec.
prévues
Le séquengage de 47 échantillons, préalablement identifiés et confirmés
Validite avec la trousse actuellement utilisée pour détecter 71 mutations et/ou
analytique par séquencage direct Sanger, a été réalisé par NGS. La sensibilité de
'analyse proposée est 100 % (IC 95 % : 92,9 % a 100 %).
Impact Les colts liés a l'introduction de I'analyse au Répertoire sont d’environ
budgétaire 55 000 $ par année pour les trois prochaines années.
Positions et L’American College of Medical Genetics (ACMG) et 'American College

orientations
d’organismes

of Obstetricians and Gynecologists (ACOG) recommandent 'analyse
d’un panel de 23 mutations associées a la fibrose kystique classique.
Selon 'ACOG, l'analyse compléte du géne CFTR n'est pas appropriée

d’intérét pour le test de porteur.
Enjeux Le séquencage de 'ensemble des régions codantes du géne CFTR
particuliers permettrait d’éliminer le biais ethnique propre a I'utilisation de tout panel

restreint de mutations.




4.1.

4.2.

ANALYSE EVALUEE

Description de la méthode

L’analyse proposée consiste a effectuer le séquencage des régions codantes du géne
CFTR au moyen d’une approche a trés haut débit afin d’identifier les mutations
responsables de la fibrose kystique et des autres pathologies associées a ce gene. Le
NGS fait référence aux différentes plateformes de séquengage qui permettent d’obtenir
la séquence de plusieurs genes simultanément. Cette technologie est caractérisée par
un rendement de lecture trés élevé, comparativement a la méthode de séquencgage
traditionnelle Sanger. Le NGS est réalisé en trois étapes principales : la préparation de
I’ADN génomique et de la librairie (ADN fragmenté), le séquencgage et I'analyse des
variants. Plusieurs plateformes de NGS utilisant des technologies et des chimies
différentes sont offertes sur le marché. Pour le séquencage du géne CFTR, la plateforme
MiSeq (Illumina¥) sera utilisée.

La technique de séquencage utilisée par la plateforme MiSeq?, aussi appelée
séquencage par synthéese, repose sur 'amplification des fragments d’ADN sur un support
solide suivi d’'un séquengage par synthése chimique de ’ADN préalablement amplifié.
Une librairie de fragments d’ADN est d’abord générée. Les deux extrémités des
fragments d’ADN sont liées a une séquence adaptatrice. Les fragments sont ensuite
hybridés a la surface d’'un support solide puis amplifiés en grappes par PCR pour
produire jusqu’a 1 000 copies de chacun des fragments d’ADN. Le séquencgage est par la
suite réalisé par l'incorporation de désoxynucléotides fluorescents (ANTP marqués) qui
sont clivés enzymatiquement pour permettre I'incorporation du désoxynucléotide suivant.
La fluorescence émise par chacune des grappes de fragments est captée. Apres
plusieurs cycles d’incorporation de nucléotides, les séquences obtenues sont alignées a
une séquence de référence a I'aide d’un logiciel bio-informatique. L’analyse des variants
détectés est effectuée a I'aide de logiciels utilisant des paramétres et des filtres bien
définis.

Homologation

La méthode proposée repose sur un protocole maison et n’a pas été homologuée par
Santé Canada ou la Food and Drug Administration (FDA). Par contre, une méthode trés
similaire offerte par Illumina™® (MiSegDx Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay) a été
homologuée par la FDA en 2014 (no. K132750).

1 An Introduction to Next-Generation Sequencing Technology. San Diego, CA : lllumina, Inc.; 2016.
Disponible a : http://www.illumina.com/content/dam/illumina-
marketing/documents/products/illumina_sequencing_introduction.pdf.



http://www.illumina.com/content/dam/illumina-marketing/documents/products/illumina_sequencing_introduction.pdf
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5.1.

DONNEES DE VALIDITE ANALYTIQUE

Données fournies par le demandeur

Le demandeur a fourni un rapport de validation du séquencage des 71 mutations du
géne CFTR comprenant entre autres des valeurs de sensibilité et de spécificité, de
répétabilité et de reproductibilité, ainsi que des valeurs de concordance et de
performance de I'analyse utilisée de routine. Le rapport de validation complet est
présenté en annexe.

La trousse Luminex XTAGMC Cystic Fibrosis 71 Kit v2 actuellement utilisée par le centre
demandeur permet la détection de 70 mutations distinctes et d’'une délétion de 21 kb
englobant les exons 2 et 3 du géne CFTR. Le NGS ne permettant pas la détection de
variations du nombre de copies, cette délétion a été analysée séparément par TAAN.

Sensibilité et spécificité

Le NGS a permis de couvrir 'ensemble des 70 sites du panel Luminex avec une
profondeur de lecture supérieure ou égale a 100 fois dans les 47 échantillons analysés.
Aucun résultat discordant n'a été observé. L’analyse a montré une sensibilité de 100 %

(IC 95 %: 93,3 & 100 %) et une spécificité de 100 % (IC 95 % : 99,9 & 100 %) avec une
exactitude de 100 % (IC 95 % : 99,9 a 100 %).

Répétabilité et reproductibilité

La variabilité inter-essais et intra-essai a été évaluée en effectuant trois expériences de
séquencage distinctes ainsi qu’une expérience comprenant trois réplicats du méme
échantillon de référence NA12878. En considérant une profondeur de lecture supérieure
ou égale a 100 fois, tous les échantillons ont montré 100 % de bases couvertes. La
répétabilité et la reproductibilité sont donc de 100 %.

Concordance

Le génotypage de 44 échantillons cliniques réalisé avec la trousse Luminex xTAGMC©
Cystic Fibrosis 71 Kit v2 a été comparé au séquencage du géne CFTR avec les mémes
échantillons. Une concordance positive, une concordance négative, et une concordance
générale de 100 % ont été obtenues.

Performance de I'analyse utilisée de routine

Dans le but de déterminer le nombre d’échantillons ne rencontrant pas les standards de
qualité minimums requis pour I'analyse, une évaluation de la performance du
séquencage a été réalisée sur 1 126 échantillons cliniques issus de 36 expériences.
Quatre échantillons sur 1 126 (0,36 %) n’étaient pas conformes aux normes de qualité
requises. Pour une profondeur de lecture supérieure ou égale a 100 fois, un échantillon
présentait 78,8 % de bases couvertes, un échantillon 91,5 % et les deux autres
échantillons 0 % de bases couvertes. Les quatre échantillons ont été repris et ont tous
satisfait aux exigences de qualité.



RESUME DE LA DELIBERATION

Les membres du CSABM soulignent I'effort du laboratoire demandeur qui a développé
une analyse maison malgré 'existence d’une trousse homologuée pour de probables
raisons d’économie. En effet, un des membres reléve que la valeur pondérée est faible,
ce qui rend I'analyse compétitive par rapport a d’autres approches moléculaires plus
ciblées ou disponibles commercialement.

Un des membres souligne que la validation analytique de la présente demande tire profit
d’'une grande disponibilité des échantillons cliniques, et ce, en raison de la prévalence
importante de la fibrose kystique au Québec et du fait qu’il s’agit d’'un centre de référence
depuis plusieurs années.

Méme si la performance apparait quelquefois un peu limite dans certains cas, tous
s’entendent sur le fait qu’il s’agit d’'une validation trés compléte dans laquelle on retrouve
un rapport en bonne et due forme, des explications sur ce qui a été fait ainsi que des
critéres d’acceptabilité préétablis.



7. RECOMMANDATION DE L’INESSS

ANALYSE DU PROFIL MUTATIONNEL DU GENE CFTR PAR SEQUENCAGE DE
NOUVELLE GENERATION

La recommandation de PINESSS

Considérant que I'utilité de I'analyse a déja été reconnue et qu'il s'agit d'une
évaluation en phase Il, les données de validation analytique ont été jugées :

Complétes

[J Incomplétes

Précision accompagnant la recommandation

e Aucune précision n'accompagne la recommandation.




Centre universitaire @ McGill University Core Molecular Diagnostic Laboratory (CMDL)
de santé McGill Health C . . .
¢ sante Mett calth Centre CFTR Sequencing — Validation Report

1. TEST DETAILS

1.1. Test Name
CFTR sequencing

1.2. Gene(s)
Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR) gene (reference sequence: NM_000492.3).

1.3. Measurand
Protein coding regions and intron/exon boundaries of CFTR.

1.4. Type of Test
Massively parallel, targeted DNA sequencing. The test is qualitative (presence or absence of CFTR mutations).

1.5. Intended Use

This test is a targeted sequencing assay that re-sequences the protein coding exons and intron/exon boundaries
of CFTR in genomic DNA isolated from whole blood samples collected in EDTA tubes. The test is intended to be
used on a MiSeq instrument. The test detects single nucleotide variants (SNVs) and small insertions/deletions
(indels) within the regions sequenced, and additionally covers one deep intronic mutation (¢.3717+12191C>T) in
intron 22. This test also detects the poly T tract in intron 9 of CFTR."

The test is intended to be used for genetic diagnosis of cystic fibrosis (CF) and other CFTR-related disorders,
and for carrier testing (see Appendix A for indications and eligibility criteria for testing). The results of the test
are intended to be interpreted by a board-certified clinical molecular geneticist (or equivalent). This test is not
indicated for use for stand-alone diagnostic purposes. It should be used in conjunction with other available
information, including clinical symptoms, other medical results and diagnostic tests, and family history.
Indications for testing are provided in Appendix A.

1.6. Methodology

1.6.1. PCR amplification

Genomic DNA integrity and quantity are assessed by NanoDrop spectrophotometry and Qubit fluorometry.
Regions of interest are amplified using custom intronic primers (see Table 1 for a list of amplicons) and multiplex
polymerase chain reactions (PCR) with the Multiplex PCR Plus Kit (Qiagen). Amplification is verified by gel
electrophoresis on a QlAxcel instrument (Qiagen).

Primers were designed using the UCSC ExonPrimer tool and Primer3 and the following criteria: Absence of (1)
SNPs with a minor allele frequency of at least 1% ("COMMON" flag in dbSNP) and (2) repeating elements
(RepeatMasker track in the UCSC Genome Browser) in the primer annealing region to minimize the risk of allelic
dropout and non-specific amplification, respectively.

CFTR sequencing — Validation report Page 1/15



Table 1. Amplicons used to sequence the CFTR gene

Target Amplicon Oligonucleotides Coordinates (GRCh37) Size (in bp)

Exon 1 CFTR_ex1 ACCCAGAGTAGTAGGTCTTTGGC chr7:117120072-117120430 359
AGTTGCAAGTAGATGTGGCTCTC

Exon 2 CFTR_ex2 TGTGCATAATTTTCCATATGCCAG chr7:117144203-117144850 648
TCAGTGTGAAAATGAGATGTTCC

Exon 3 CFTR_ex3 AATCTCCTTGGATATACTTGTGTGAA chr7:117148982-117149280 299
TCACCAGATTTCGTAGTCTTTTCATAA

Exon 4 CFTR_ex4 AAAGTCTTGTGTTGAAATTCTCAGG chr7:117170874-117171251 378
CCAGCTCACTACCTAATTTATGACA

Exon 5 CFTR_ex5 TGGGAAATAAAACAACTAGAAGCA chr7:117174109-117174503 395
TTATCTGACCCAGGAAAACTCC

Exon 6 CFTR_ex6 AGATTTTAGTGTGCTCAGAACCA chr7:117175165-117175550 386
GCATAGAGCAGTCCTGGTTTTAC

Exon 7 CFTR_ex7 AATGCCCATCTGTTGAATAAAAG chr7:117176486-117176940 455
CAGCATAAAATAACACCCTGGAC

Exon 8 CFTR_ex8 GAGACCATGCTCAGATCTTCCAT chr7:117180065-117180556 492
TGAACATTCCTAGTATTAGCTGGCA

Exon 9 CFTR_ex9 AATCCTAGTGCTTGGCAAATTAAC chr7:117181887-117182291 405
GTGATCCTCCTTCCAGTTCTACC

Exon 10 CFTR_ex10 GGCCATGTGCTTTTCAAACTA chr7:117188581-117189404 824
TGACCACTGAATAAATTAACATTCC

Exon 11 CFTR_ex11 CACTTCTGCTTAGGATGATAATTGG chr7:117199432-117199899 468
TTTCATGTGTTTGCAAGCTTCT

Exon 12 CFTR_ex12 AGGAAGATGTGCCTTTCAAATTC chr7:117227720-117228123 404
ATACACTGACACCAAGATACGGG

Exon 13 CFTR_ex13 GCTACTTCTGCACCACTTTTGAG chr7:117230250-117230698 449
GCGGTGAGAAAAGGTTTTAATG

Exon 14 CFTR_ex14 TCAGTCTGTTAACATGCAACTTTTC chr7:117231760-117233043 1284
TTATACTGCACCTCTTCCCACAG

Exon 15 CFTR_ex15 AAAAGGTATGCCACTGTTAAGCC chr7:117234670-117235473 804
TTGAGCTTTCGAATCTCTTAACC

Exon 16 CFTR_ex16 ATCTGCCAGCAGTCTGAGATTAG chr7:117242517-117243038 522
TACCATAATGCTTGGGAGAAATG

Exon 17 CFTR_ex17 ATTTTGAGGTTAAGGGTGCATGC chr7:117243447-117243921 475
CAGCACTGCCATTAGAAAACCAA

Exon 18 CFTR_ex18 TTCAGAGAAATTGGTCGTTACTTG chr7:117246464-117246926 463
ATGCAATAGACAGGACTTCAACC

Exons 19-20 CFTR_ex19-20 AAAAGTTTGAGGTGTTTAAAGTATGC chr7:117250454-117252025 1572
CAATGGAAATTCAAAGAAATCAC

Exon 21 CFTR_ex21 TTCCTAATATTCAATCGCTCTTTG chr7:117254433-117254907 475
CACAGTGACCCTCAATTTATCTG

Exon 22 CFTR_ex22 ATGTCATCTATTCCCTTGTGTGG chr7:117267292-117267901 610
GCTAACACATTGCTTCAGGCTAC

Intron 22* CFTR_in22 CATTCAGTGGGTATAAGCAGCA chr7:117279816-117280144 329
TCCTCCCTGAGAATGTTGGATC

Exon 23 CFTR_ex23 AAAGGAAGTCTGCATCAGGG chr7:117282239-117282983 745
ATTTCTCAACCTGGCGATTG

Exon 24 CFTR_ex24 TGATGGTAAGTACATGGGTGTTTC chr7:117292763-117293156 394
GGGTAGGTCCAGTCAAAAGTACC

Exons 25-26 CFTR_ex25-26 ATTCAAATGGTGGCAGGTAGTG chr7:117304600-117305765 1166
TATTTTGAGTAAAGCTGGATGGC

Exon 27 CFTR_ex27 CCAGCTGCTGAGTAGAAAATCAC chr7:117306738-117307324 587

CAATTCCCCTTACCAAATGTTTC

CFTR sequencing — Validation report
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*For genotyping of the ¢.3717+12191C>T deep intronic mutation.

1.6.2. Library preparation

For each sample tested, PCR products are pooled, purified and quantified by Qubit fluorometry. Libraries are
prepared using the Nextera XT DNA Sample Preparation kit (lllumina), which involves simultaneous
fragmentation and tagging of DNA fragments by in vitro transposition.

1.6.3. Sequencing

Paired-end sequencing reactions of 100-bp reads are carried out on a MiSeq instrument using the 300-cycle
reagent kits v2 (lllumina). Each sequencing cycle involves the addition of a single fluorescently labeled
deoxynucleotide triphosphate (dNTP) to the nucleotidic chain. Each incorporated dNTP is imaged to identify the
base, and enzymatically cleaved to allow incorporation of the next nucleotide. The end result is a base-by-base
sequencing read.

1.6.4. Data analysis

The quality of sequencing reads is assessed using the Sequencing Analysis Viewer (lllumina) and FastQC.
Sequencing adaptors are removed with trimmomatic. Filtered reads are aligned to the reference genome
GRCh37 with the Burrows-Wheeler Aligner (BWA). The Genome Analysis Toolkit (GATK) is used for local
realignment around indels. Picard and the GATK are used to collect quality-control, sequencing depth and
coverage metrics. SNVs and indels are called using VarScan and annotated with SnpEff. Only bases with a base
quality score of at least 30 are considered for sequencing depth calculation and variant calling. Variants are
hard-filtered to achieve minimum coverage at a site of 100 reads, with at least 5 reads supporting the alternative
allele.

All variants classified as "pathogenic", "likely pathogenic", "drug response", "uncertain significance", "conflicting
interpretations of pathogenicity", "risk factor", "association", "other", "affects", "protective" or "not provided" in
ClinVar are kept for revision. All other variants are automatically filtered based on their minor allele frequency in

the general population (< 1% in gnomAD) and type of change (i.e. protein-coding and splice-site variants).

1.6.5. Variant interpretation & Reporting policy

Following filtering, variants of interest are manually reviewed by a board-certified clinical molecular geneticist
and classified according to the American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) guidelines.? Date
of interpretation, supporting evidence and criteria used to classify variants are stored in the CMDL laboratory
information system (LIMS).

For symptomatic patients, all variants classified as pathogenic, likely pathogenic, or of uncertain significance are
confirmed by capillary-based Sanger sequencing from a fresh dilution and reported to the referring physician.
For carrier testing, only pathogenic and likely pathogenic variants causing CF are confirmed and reported.
Variants classified as likely benign or benign are not reported, regardless of the indication for testing.

Bilingual clinical reports are written as per ACMG guidelines®. They include the DNA variants identified,
interpretation, recommendations, test background, methods, and limitations. Sample reports are included as
illustrative examples in Appendix B.

1.6.6. Data management

Raw (FASTQ) and aligned sequencing (BAM) and variant (VCF) files are processed and stored on secure
CentOS servers within the firewall of the MUHC. Metadata are stored for visualization and downstream
interpretation on the CMDL laboratory information system (LabKey) hosted by a secure virtual machine (also
within the firewall of the hospital).

1.7. Limitations

This test is expected to identify at least 97% of all CFTR disease-causing variants' and 99.4% of alleles in the
CFTR2 database (https://www.cftr2.org/), which consists of clinical and genetic data from ~89,000 individuals
with CF (Table 2 and Figure 1).
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Absence of disease-causing mutations for the tested phenotype does not exclude a genetic basis of the patient’s
condition. It is possible that the disease-causing mutations are not covered by the test. A particular mutation may
also not be recognized as the underlying genetic cause of the disorder due to incomplete scientific knowledge
about its frequency in the general population and impact on CFTR function.

The test does not detect large deletions/duplications and deep intronic variants other than the ¢.3718-2477C>T
change. A complementary approach, such as multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA) should be
used as a second-line test in CFTR-negative patients. MLPA may also be used to verify the presence of large
deletions in patients with apparently homozygous disease-causing mutations.

Finally, test sensitivity, which is mainly based on data from individuals of European ancestry, may vary
depending on ethnicity.

Table 2. Number and frequency of CFTR2 CF-causing variants not covered by three different tests

ACMG panel (23)** CMDL panel (72)*** CFTR sequencing
CFTR2 variants* Not covered Frequency Not covered Frequency Notcovered Frequency
Top 20 2/20 0.007 1/20 0.003 0/20 -
Top 50 27/50 0.046 9/50 0.014 0/50 -
Top 100 77/100 0.068 44/100 0.027 6/100 0.005
All variants 258/281 0.084 215/281 0.042 23/281 0.006

*CF-causing variants (source: CFTR2 database, 2017-03-17 release). **ACMG panel (23): Core panel of 23 CF-causing mutations for
general population carrier screening, as recommended by the American College of Medical Genetics (ACMG) and American College of
Obstetricians and Gynecologists (ACOG).* ***CMDL panel (72): Luminex XTAG Cystic Fibrosis 71 Kit v2 panel.

10%
9% B ACMG panel (23)
8% m CMDL panel (72)
MiSeq
7%
6%
5%
4%
3%
2%
1%
0% L
Top 20 Top 50 Top 70 Top 100 All

Figure 1. Frequency (from the CFTR2 database, 2017-03-17 release) of CF-causing variants not covered by the ACMG panel (23 variants),
the CMDL panel (72 variants) or CFTR sequencing (MiSeq).
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2. VALIDATION DETAILS

2.1. Objective

The main objective of this initial validation is to assess the performance characteristics of targeted sequencing of
CFTR prior to its use for routine molecular diagnosis at the CMDL. Specific aims include:

(1) To assess the reportable range of the assay;

(2) To compare test results with the Luminex xTAG Cystic Fibrosis 71 Kit v2, which is the panel of mutations
used by the CMDL to detect CFTR variants;

(3) To assess the ability of the test to detect any SNV and indel within the regions sequenced; and
(4) To evaluate the repeatability and reproducibility of the test.

2.2. Samples

We sequenced a panel of 47 unique control genomic DNA samples with 50 distinct known CFTR variant sites
previously identified and confirmed using the Luminex xTAG Cystic Fibrosis 71 Kit v2 and/or Sanger sequencing.
All samples were previously genotyped using the Luminex xTAG Cystic Fibrosis 71 Kit v2.

2.3. Reportable range and sequencing depth

2.3.1. Methodology

We assessed the portion of the CFTR gene always covered by a sufficient number of reads in all tested samples
(= 100-fold).

2.3.2. Results

A total of 12,762 base pairs were sequenced at a sufficient depth (= 100-fold) in all control samples for reliable
variant calling (Table 3). These include all coding bases and flanking intronic regions of all 27 CFTR coding
genes, and the region in intron 22 with the ¢.3717+12191C>T deep intronic mutation. Targeted regions cover
more than 99% of all known pathogenic CFTR mutations reported in ClinVar.

Table 3. Regions of the CFTR gene sequenced by the assay

Region Coordinates (GRCh37) Length (in bp) % of bases = 100x
Exon 1 chr7:117120122-117120380 258 100
Exon 2 chr7:117144253-117144800 547 100
Exon 3 chr7:117149032-117149230 198 100
Exon 4 chr7:117170924-117171201 277 100
Exon 5 chr7:117174159-117174453 294 100
Exon 6 chr7:117175215-117175500 285 100
Exon 7 chr7:117176536-117176890 354 100
Exon 8 chr7:117180115-117180506 391 100
Exon 9 chr7:117181937-117182241 304 100
Exon 10 chr7:117188631-117189354 723 100
Exon 11 chr7:117199482-117199849 367 100
Exon 12 chr7:117227770-117228073 303 100
Exon 13 chr7:117230300-117230648 348 100
Exon 14 chr7:117231810-117232993 1183 100
Exon 15 chr7:117234720-117235423 703 100
Exon 16 chr7:117242567-117242988 421 100
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Exon 17 chr7:117243497-117243871 374 100

Exon 18 chr7:117246514-117246876 362 100
Exons 19-20 c¢chr7:117250504-117251975 1471 100
Exon 21 chr7:117254483-117254857 374 100
Exon 22 chr7:117267342-117267851 509 100
Intron 22 chr7:117279866-117280094 228 100
Exon 23 chr7:117282289-117282933 644 100
Exon 24 chr7:117292813-117293106 293 100
Exons 25-26 c¢hr7:117304650-117305715 1065 100
Exon 27 chr7:117306788-117307274 486 100

Total bases 12762

2.4. Retrospective comparison with Luminex xTAG Cystic Fibrosis 71 Kit

2.4.1. Methodology

All control samples were previously genotyped using the Luminex xXTAG Cystic Fibrosis 71 Kit. 53 mutations at
31 distinct sites were previously known. We assessed the sensitivity and specificity of CFTR sequencing for
detection of 70 mutations covered by the Luminex XTAG Cystic Fibrosis 71 Kit. Given the inability of the
sequencing assay to detect copy number variants, the 21kb deletion spanning exons 2 and 3 of CFTR (c.54-
5940 _273+10250del21kb) was not tested. This mutation is genotyped separately using a standard fragment
analysis assay (TAAN, individual mutation, code #55222). Sensitivity and specificity were calculated as follows:
Sensitivity = True Positive / (True Positive + False Negative)

Specificity = True Negative / (True Negative + False Positive)

Accuracy = (True Positive + True Negative) / (True Positive + False Negative + True Negative + False Positive)

2.4.2. Results

All 70 mutation sites were properly covered (= 100-fold) in the 47 control samples tested, and we found no
discordant results (Table 4). We obtained a sensitivity of 100% (95% ClI, 93.3—100%), a specificity of 100% (95%
Cl, 99.9-100%), and an accuracy of 100% (95% CI, 99.9-100%).

Table 4. Detection of 70 mutation sites covered by the Luminex xTAG Cystic Fibrosis 71 Kit

. s Controls Coqtrols True False False True

cDNA change Amino acid change Type tested w[th No call Pos Neg Pos Neg
variant

¢.1521_1523delCTT p.Phe508del indel 47 20 0 20 0 0 27
c.3717+12191C>T - SNV 47 2 0 2 0 0 45
c.3276C>A p.Tyr1092X SNV 47 2 0 2 0 0 45
¢.3067_3072delATAGTG p.lle1023_Val1024del indel 47 2 0 2 0 0 45
c.1624G>T p.Gly542X SNV 47 1 0 1 0 0 46
c.1652G>A p.Gly551Asp SNV 47 1 0 1 0 0 46
¢.350G>A p.Arg117His SNV 47 1 0 1 0 0 46
c.1657C>T p.Arg553Xx SNV 47 1 0 1 0 0 46
c.1585-1G>A - SNV 47 1 0 1 0 0 46
c.489+1G>T - SNV 47 1 0 1 0 0 46
€.2657+5G>A - SNV 47 1 0 1 0 0 46
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c.254G>A
c.2988+1G>A
c.1519_1521delATC
c.3528delC
¢.1040G>C
¢.3454G>C
c.1679G>C
c.1477C>T
¢.1000C>T
c.1364C>A
c.2052delA
c.3196C>T
c.3472C>T
c.617T>G
c.1646G>A
c.579+1G>T
€.349C>T
c.1545_1546delTA

c.1645A>C / c.1647T>G

c.3744delA
c.3846G>A
c.3484C>T

€.2051_2052delAAinsG

c.178G>T
€.262_263delTT
c.3773_3774insT
€.948delT
c.1040G>A
c.3302T>A
c.366T>A
c.2012delT
c.1558G>T
c.532G>A
c.1055G>A
c.1675G>A
c.3266G>A
€.2988G>A
c.223C>T
€.2175_2176insA
c.2128A>T
c.274-1G>A
c.1680-1G>A
€.3659delC
€.2668C>T

p.Gly85Glu
p.lle507del
p.Lys1177SerfsX15
p.Arg347Pro
p.Asp1152His
p.Arg560Thr
p.GIn493X
p.Arg334Trp
p.Ala455Glu
p.Lys684AsnfsX38
p.Arg1066Cys
p.Arg1158XxX
p.Leu206Trp
p.Ser549Asn
p.Arg117Cys
p.Tyr515X
p.Ser549Arg
p.Lys1250ArgfsX9
p.Trp1282X
p.Arg1162X
p.Lys684SerfsX38
p.Glu60X
p.Leu88llefsX22
p.Leu1258PhefsX7
p.Phe316LeufsX12
p.Arg347His
p.Met1101Lys
p.Tyr122X
p.Leu671X
p.Val520Phe
p.Gly178Arg
p.Arg352GIn
p.Ala559Thr
p.Trp1089X
p.Arg75Xx
p.Glu726ArgfsX4
p.Lys710X

p.Thr1220LysfsX8
p.GIn890X
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c.3587C>G p.Ser1196X SNV 47 0 0 0 0 0 47
c.988G>T p.Gly330X SNV 47 0 0 0 0 0 47
¢.1923_1931del9insA p.Ser641ArgfsX5 indel 47 0 0 0 0 0 47
c.313delA p.lle105SerfsX2 indel 47 0 0 0 0 0 47
€.2737_2738insG p.Tyr913X indel 47 0 0 0 0 0 47
c.3764C>A p.Ser1255X SNV 47 0 0 0 0 0 47
c.1766+1G->C - SNV 47 0 0 0 0 0 47
c.803delA p.Asn268llefsX17 indel 47 0 0 0 0 0 47
¢.3908delA p.Asn1303ThrfsX25  indel 47 0 0 0 0 0 47
c.273+3A>C - SNV 47 0 0 0 0 0 47
€.935_937delCTT p.Phe312del indel 47 0 0 0 0 0 47
¢.1090T>C p.Ser364Pro SNV 47 0 0 0 0 0 47
c.1438G>T p.Gly480Cys SNV 47 0 0 0 0 0 47
c.1766+5G>T - SNV 47 0 0 0 0 0 47
c.1865G>A p.Gly622Asp SNV 47 0 0 0 0 0 47
Total 3290 53 0 53 0 0 3237

2.5. Detection of SNVs and indels

2.5.1. Methodology

We verified the ability of the test to detect the 50 known SNVs and indels previously identified in the 47 control
samples tested. We measured the sequencing depth and mutant allele fraction at each site to assess the ability
of the test to accurately identify genotypes.

2.5.2. Results

All sites were sequenced at a depth of at least 100-fold. The assay detected all known mutations (40 SNVs and
10 indels) and their correct genotypes (Table 5). All known mutations had a mutant allele fractions > 30%. We
obtained a sensitivity of 100% (95% CI, 92.9-100%).

Table 5. Detection of 50 previously known CFTR variants in 47 control samples

cDNA change Amino acid change Type Cor;gz;sn\;vith Ngggstﬁ/e Genotype Seq depth (SD) MutarztSIa:l)II)eIe e
¢.1521_1523delCTT p.Phe508del indel 20 0 het (all) 4330 (770) 43.0% (1.3)
c.1624G>T p.Gly542X SNV 1 0 het 2655 53.39%
c.1652G>A p.Gly551Asp SNV 1 0 het 5671 50.6%
¢.3909C>G p.Asn1303Lys SNV 1 0 het 4705 45.4%
¢.350G>A p.Arg117His SNV 1 0 het 3233 50.6%
c.1657C>T p.Arg553Xx SNV 1 0 het 3697 49.1%
c.1585-1G>A - SNV 1 0 het 2603 52.9%
c.489+1G>T - SNV 1 0 het 2678 45.6%
€.2657+5G>A - SNV 1 0 het 4320 46.1%
c.3717+12191C>T - SNV 2 0 het 1995 (417) 51% (0.1)
c.254G>A p.Gly85Glu SNV 1 0 het 1518 42.7%
€.2988+1G>A - SNV 1 0 het 4758 48.9%
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¢.1519_1521delATC p.lle507del indel 1 0 het 5623 39.6%
¢.3528delC p.Lys1177SerfsX15  indel 1 0 het 8231 48.2%
c.1040G>C p.Arg347Pro SNV 1 0 het 10392 48.9%
c.3454G>C p.Asp1152His SNV 1 0 het 779 48.3%
c.1679G>C p.Arg560Thr SNV 1 0 het 5691 52.7%
c.1477C>T p.GIn493X SNV 1 0 hom 4711 99.8%
¢.1000C>T p.Arg334Trp SNV 1 0 het 11426 50.2%
c.3276C>A p.Tyr1092X SNV 2 0 het 2036 (232) 49.3% (4.2)
c.1364C>A p.Ala455Glu SNV 1 0 het 2522 50.0%
c.2052delA p.Lys684AsnfsX38 indel 1 0 het 10797 48.4%
c.3196C>T p.Arg1066Cys SNV 1 0 het 1941 58.8%
c.3472C>T p.Arg1158X SNV 1 0 het 7704 50.7%
c.3752G>A p.Ser1251Asn SNV 1 0 hom 8879 99.5%
c.617T>G p.Leu206Trp SNV 1 0 het 17663 50.8%
c.1646G>A p.Ser549Asn SNV 1 0 het 3351 50.7%
c.579+1G>T - SNV 1 0 het 1432 41.6%
c.443T>C p.lle148Thr SNV 2 0 het (both) 2906 (1283) 50.1% (0.1)
€.349C>T p.Arg117Cys SNV 1 0 het 2162 47.8%
c.200C>T p.Pro67Leu SNV 1 0 het 1106 48.5%
c.1545_1546delTA p.Tyr515X indel 1 0 het 5643 46.2%
€.2002C>T p.Arg668Cys SNV 2 0 het (both) 9045 (640) 48.6% (0.1)
¢.1645A>C or c.1647T>G  p.Ser549Arg SNV 1 0 het 3841 46.3%
c.1727G>C p.Gly576Ala SNV 2 0 het (both) 3135 (120) 50.8% (1.3)
c.1753G>T p.Glu585X SNV 1 0 het 3685 45.8%
c.3744delA p.Lys1250ArgfsX9 indel 1 0 het 20227 47.6%
¢.328G>C p.Asp110His SNV 1 0 het 1953 51.4%
c.3884_3885insT p.Ser1297PhefsX5 indel 1 0 het 4476 45.3%
¢.2875delG p.Ala959HisfsX9 indel 1 0 het 4455 48.7%
c.1393-1G>A - SNV 1 0 het 2142 50.6%
c.1466C>A p.Serd89X SNV 1 0 het 3956 50.3%
c.91C>T p.Arg31Cys SNV 1 0 het 362 50.6%
c.1673T>C p.Leu558Ser SNV 1 0 het 4201 51.4%
c.1A>G p.Met1Val SNV 1 0 het 12554 46.3%
61973 1985del13NsAGA -, ArgesBLysisxa indel 1 0 het 4559 34.7%
c.1327G>T p.Asp443Tyr SNV 1 0 het 2413 51.2%
€.3270C>G p.Phe1090Leu SNV 1 0 het 3114 52.2%
¢.3067_3072delATAGTG  p.lle1023_Val1024del indel 2 0 het (both) 2021 (17) 48.3% (0.1)
c.4108G>C p.Asp370His SNV 1 0 het 13000 52.0%
Het: heterozygous. Hom: homozygous. SD: standard deviation.
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2.6. Repeatability and reproducibility

2.6.1. Methodology

Repeatability and reproducibility were assessed by sequencing 3 intra- and inter-run replicates of the NA12878
reference sample. Results are summarized in Table 6.

2.6.2. Results

Table 6. Summary of repeatability and reproducibility assessment using NA12878 reference sample.

Run Average % bases covered Heterozygous Homozygous calls Poly-T tract Sample status
sequencing depth by = 100X calls

Run 1 13,071 100% None None TI7T Pass
8,500 100% None None 77T Pass
9,095 100% None None 7TI7TT Pass

Run 2 12,681 100% None None 7TI7TT Pass

Run 3 7,249 100% None None TTI7T Pass

2.7. Conclusion

Validation experiments confirm the ability of the assay to detect SNVs and indels of CFTR with high confidence.
Performance characteristics show that all coding bases and intron/exon boundaries of CFTR are covered at a
sufficient depth to allow for reliable detection of variants. Comparison to a reference method currently used by
the CMDL in routine practice confirms that sequencing of CFTR is as robust as the xXTAG Cystic Fibrosis 71 Kit
for detecting known CFTR mutations, in addition to being able to detect other mutations not covered by the
Luminex genotyping assay. Minimum requirements for routine sequencing of CFTR using this test are listed

below.

Table 7. QC requirement for CFTR sequencing and ongoing quality control

Category Level Quality metric Performance criteria Value

Run Metrics Run Cluster densitty Min, Max 700-1700 k/mm?
Run Metrics Run PF reads Min 70%

Run Metrics Run Percent of Q30 bases Min 80%

Run Metrics Run Demultiplexing success Pass/Fail Pass
Library QC Sample Average insert size Min, Max 100-200 bp
Mapping Sample Percent of reads aligned to reference genome Min 99%
Mapping Sample Percent of reads on target® Min 99%
Mapping Sample Percent of targets** covered by = 100X Min 100%
Variant calling  Variant Base quality score Min 30

Variant calling  Variant Sequencing depth Min 100
Variant calling Variant Number of reads supporting variant Min 5

Variant calling  Variant Alternative allele fraction Min 0.05 (5%)

*As defined in Table 1. **As defined in Table 3.
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3. ONGOING VALIDATION DETAILS

3.1. Objective

The main objective of this ongoing validation is to monitor the performance of targeted sequencing of CFTR
following its implementation for diagnostic purposes. Specific aims include:

(1) To compare test results with the Luminex xTAG Cystic Fibrosis 71 Kit v2 on prospective clinical specimens;
(2) To assess agreement of results with orthogonal Sanger sequencing of variants (internal quality control);

(3) Toreview performance of external quality assessment (CAP surveys); and

(4) To review test performance characteristics and failure rate in routine practice.

3.2. Prospective comparison with Luminex xTAG Cystic Fibrosis 71 Kit

3.2.1. Methodology

We genotypes 44 clinical samples using the Luminex xTAG Cystic Fibrosis 71 Kit v2 and performed CFTR
sequencing of the same samples in parallel. A positive percent agreement (PPA), negative percent agreement
(NPA) and overall agreement (OA) were assessed.

3.2.2. Results
This analysis achieved genotype-level PPA, NPA and OA of 100%, as detailed in Table 8.

Table 8. Comparison of variant detection between the Luminex 71 Kit and CFTR sequencing in 44 patients.

DNA variant Luminex 71 Kit CFTR sequencing
cDNA change Amino acid change Positive count  Negative count  Positive count  Negative count Agreement (%)
c.1521_1523delCTT p.Phe508del 2 42 2 42 100
c.3717+12191C>T - 0 44 0 44 100
c.3276C>A p.Tyr1092X 0 44 0 44 100
¢.3067_3072delATAGTG p.lle1023_Val1024del 0 44 0 44 100
c.1624G>T p.Gly542X 0 44 0 44 100
c.1652G>A p.Gly551Asp 1 43 1 43 100
c.350G>A p.Arg117His 0 44 0 44 100
c.1657C>T p.Arg553Xx 0 44 0 44 100
c.1585-1G>A - 0 44 0 44 100
c.489+1G>T - 0 44 0 44 100
€.2657+5G>A - 0 44 0 44 100
c.254G>A p.Gly85Glu 0 44 0 44 100
€.2988+1G>A - 0 44 0 44 100
¢.1519_1521delATC p.lle507del 0 44 0 44 100
c.3528delC p.Lys1177SerfsX15 0 44 0 44 100
¢.1040G>C p.Arg347Pro 1 43 1 43 100
€.3454G>C p.Asp1152His 0 44 0 44 100
c.1679G>C p.Arg560Thr 0 44 0 44 100
c.1477C>T p.GIn493X 0 44 0 44 100
c.1000C>T p.Arg334Trp 0 44 0 44 100
c.1364C>A p.Ala455Glu 1 43 1 43 100
c.2052delA p.Lys684AsnfsX38 0 44 0 44 100
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c.3196C>T
c.3472C>T
c.617T>G
c.1646G>A
c.579+1G>T
€.349C>T
c.1545_1546delTA

c.1645A>C / c.1647T>G

c.3744delA
c.3846G>A
c.3484C>T

¢.2051_2052delAAinsG

c.178G>T
€.262_263delTT
c.3773_3774insT
c.948delT
c.1040G>A
¢.3302T>A
c.366T>A
c.2012delT
c.1558G>T
c.532G>A
c.1055G>A
c.1675G>A
c.3266G>A
c.2988G>A
c.223C>T
c.2175_2176insA
c.2128A>T
c.274-1G>A
c.1680-1G>A
€.3659delC
€.2668C>T
¢.3587C>G
c.988G>T
¢.1923_1931del9insA
c.313delA
€.2737_2738insG
c.3764C>A
c.1766+1G->C
¢.803delA
€.3908delA
c.273+3A>C
€.935_937delCTT

p.Arg1066Cys
p.Arg1158X
p.Leu206Trp
p.Ser549Asn
p.Arg117Cys
p.Tyr515X
p.Ser549Arg
p.Lys1250ArgfsX9
p.Trp1282X
p.Arg1162X
p.Lys684SerfsX38
p.Glu60Xx
p.Leu88llefsX22
p.Leu1258PhefsX7
p.Phe316LeufsX12
p.Arg347His
p-Met1101Lys
p.Tyr122X
p.Leu671XxX
p.Val520Phe
p.Gly178Arg
p.Arg352GIn
p.Ala559Thr
p.Trp1089X
p.Arg75Xx
p.Glu726ArgfsX4
p.Lys710X

p.Thr1220LysfsX8
p.GIn890X
p.Ser1196X
p.Gly330X
p.Ser641ArgfsX5
p.lle105SerfsX2
p.Tyr913X
p.Ser1255X
p.Asn268llefsX17
p.Asn1303ThrfsX25

p.Phe312del
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¢.1090T>C p.Ser364Pro 0 44 0 44 100
c.1438G>T p.Gly480Cys 0 44 0 44 100
C.1766+5G>T - 0 44 0 44 100
c.1865G>A p.Gly622Asp 0 44 0 44 100
5T/7T - 3 - 3 - 100
5T/9T - 1 - 1 - 100
7TI7T - 33 - 33 - 100
7T/9T - 7 - 7 - 100

Total 49 3075 49 3075 100

3.3. Comparison with Sanger sequencing validation (internal quality assessment)

3.3.1. Methodology

For internal quality control purposes, the genotypes of 225 CFTR variants (41 distinct sites) obtained by MiSeq
sequencing in routine where verified by orthogonal Sanger sequencing on fresh dilutions from the same DNA
samples.

3.3.2. Results

As detailed in Table 9, this comparison study achieved an overall agreement of 100%, with 54 samples
confirmed as homozygous for the reference allele (wild-type), 159 heterozygous samples, and 12 homozygous
samples for the alternative allele, thus confirming the specificity and accuracy of the test.

Table 9. DNA Variant and genotypes confirmed by orthogonal Sanger sequencing

DNA variant WT count HET count HOM count Aggrement
(100%)
c.173A>G 0 1 0 100
c.254G>A 0 1 0 100
c.273+3A>C 0 1 0 100
c.349C>T 1 1 0 100
c.410T>C 0 0 1 100
c.489+1G>T 6 10 0 100
c.489+3A>G 0 1 0 100
c.535C>A 0 1 0 100
c.579+1G>T 0 1 0 100
c.617T>G 1 8 0 100
c.695T>A 0 3 0 100
C.722G>A 0 1 0 100
c.1052C>G 0 1 0 100
c.1315C>T 0 1 0 100
c.1327G>T 0 4 0 100
c.1364C>A 0 8 1 100
c.1519_1521delATC 0 4 0 100
c.1521_1523delCTT 39 70 8 100
c.1523T>G 1 3 0 100
c.1584+12T>C 0 1 0 100
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c.1585-1G>A 0 1 0 100
c.1624G>T 0 1 0 100
c.1652G>A 1 0 0 100
c.1673T>C 0 2 0 100
c.1679G>C 0 1 0 100
c.1682C>T 0 1 0 100
c.1684G>A 0 1 0 100
c.1721C>A 0 1 0 100
c.1841A>G 0 1 0 100
C.2734T>A 0 1 0 100
€.2988+1G>A 1 0 0 100
¢.3067_3072delATAGTG 3 4 0 100
c.3154T>G 0 1 0 100
c.3276C>A 0 1 0 100
c.3472C>T 0 2 0 100
€.3484C>T 0 0 1 100
€.3909C>G 0 2 1 100
c.3915T>A 0 1 0 100
5T, TG11 0 6 0 100
5T;TG12 1 10 0 100
5T;TG13 0 1 0 100
Total 54 159 12 100

WT: wild-type samples. HET: heterozygous samples. HOM: samples homozygous for the variant.

3.4. External Quality Assessment

3.4.1. Methodology

CAP proficiency testing is performed every 6 months on 1 to 3 samples. The performance of the laboratory is
evaluated and compared with other laboratories undergoing proficiency testing. The goal of this testing is to
ensure that technical analysis, laboratory interpretation, and clinical interpretation meet expected standards.
Results are presented in Table 10.

3.4.2. Results

Table 10. Results of the CAP Molecular Genetics Program for CFTR sequencing

Program Sample Variants detected (genotype) Grade
CAP MGL-B 2017 MGL2-16 - Good
MGL2-17 ¢.1040G>C (Heterozygous) c. 1652G>A (Heterozygous) Good
MGL2-18 5T;TG11 (Heterozygous) Good
CAP MGL-A 2018 MGL2-07 c.1519_1521delATC (Heterozygous) Good
MGL2-08 - Good
MGL2-09 ¢.1585-1G>A (Heterozygous) Good

CFTR sequencing — Validation report
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3.5. Performance of CFTR sequencing in routine

3.5.1. Methodology

The performance evaluation of CFTR testing in routine is based on the sequencing of 1,126 clinical samples
from 36 MiSeq runs. The goal of this evaluation is to assess the number of samples failing minimum quality

requirements (listed in Table 7).

3.5.2. Results

0.36% of samples (4/1,126) did not pass minimum quality requirements and had to be repeated. All samples

passed quality requirements when repeated.

Table 12. QC-failed samples for CFTR sequencing.

Sample Average % bases covered  Variants detected Issue Outcome of
sequencing depth by = 100X repeat
Sample 1 0 0 - No data Pass
Sample 2 0 0 - No data Pass
Sample 3 299 91.5 c.1521_1523delCTT  Bases covered by less than 100 reads  Pass
Sample 4 328 78.8 - Bases covered by less than 100 reads  Pass

4. REFERENCES

1. Ong, T. et al. Cystic Fibrosis and Congenital Absence of the Vas Deferens. in GeneReviews® (eds. Adam, M.
P. et al.) (University of Washington, Seattle, 1993).

2. Richards, S. et al. Standards and guidelines for the interpretation of sequence variants: a joint consensus
recommendation of the American College of Medical Genetics and Genomics and the Association for
Molecular Pathology. Genet. Med. Off. J. Am. Coll. Med. Genet. 17, 405-424 (2015).

3. Rehm, H. L. et al. ACMG clinical laboratory standards for next-generation sequencing. Genet. Med. Off. J.

Am. Coll. Med. Genet. 15, 733—-747 (2013).

4. Watson, M. S. et al. Cystic fibrosis population carrier screening: 2004 revision of American College of Medical
Genetics mutation panel. Genet. Med. Off. J. Am. Coll. Med. Genet. 6, 387-391 (2004).

CFTR sequencing — Validation report

Page 15/15



APPENDIX A (Indications for CFTR sequencing)

Core Molecular Diagnostic Laboratory (CLIA #99D1042152)
1001 Decarie boul., E05.3028

Montreal, QC, H4A 3J1 Canada

Montréal-CUsM Tel: 514-934-1934 x23383 / x23298 Fax: 514-843-1661

OPTILAB

Patient Information:

Name (Last, First):

Birthdate (YYYY-MM-DD): / /
Name of Referring Physician:

Physician’s Specialty:

CFTR gene sequencing — Testing Eligibility Criteria Form

Minimum criteria required for testing to be appropriate are listed below. Please complete and provide any relevant familial and clinical
information. If the patient does not fulfil the criteria and you still feel that testing should be performed, please contact the CMDL to discuss
testing of the sample.

[] Newborn screening positive for cystic fibrosis (CF).
[] child with clinical suspicion of CF AND one of the following:
[] A sweat CI- test > 40 mM with sufficient sweat obtained (> 30 mM in infants).
[] An additional urgent prenatal situation for parents or for a close relative but urgent sweat testing not accessible.
[] Adult with bronchiectasis AND at least one of the following:
[] A sweat CI- test > 40 mM with sufficient sweat obtained.
[] chronic suppurative chest infection with colonization by Pseudomonas and Staphylococcus aureus.
[] Additional exocrine pancreatic dysfunction.
[] Idiopathic chronic pancreatitis with exocrine dysfunction (fat malabsorption) AND one of the following:
[] A sweat CI- test > 40 mM with sufficient sweat obtained.
[] sweat testing not practical, and all other causes excluded.
[] Male infertility with obstructive azoospermia AND:
[] congenital bilateral absence of the vas deferens (CBAVD) or isolated CUAVD.

[] Pregnancy at 25% or greater risk of CF AND:
[] Both parents carry a known disease-causing CFTR variant confirmed by the CMDL.

[] Pregnancy with a diagnosis of echogenic bowel in the foetus.
[] At least 14 years of age AND at least one of the following:
[] Positive family history of CF or a CFTR-related disorder (please provide pedigree and any relevant information).
[] Partner with a positive family history of CF or a CFTR-related disorder (please provide pedigree and any relevant information).
[] At least one biological grandparent from Saguenay-Lac-Saint-Jean region.
[] At least one biological grandparent from Charlevoix region.
[] Partner with at least one biological grandparent from Saguenay-Lac-Saint-Jean or Charlevoix region.

[] Consanguinity in couple from an ethnic group with high carrier rate frequency.




Core Molecular Diagnostic Laboratory
Centre universitaire McGill University 1001 Decarie boul., E05.3028, Montreal, QC, H4A 3J1
de santé McGill Health Centre Tel: 514-934-1934 x23383 / 23298 Fax: 514-843-1661
CLIA certification #99D1042152

Nom patient: Echantillon #:
Assurance maladie #: Type d’échantillon:
Date de naissance: Date de réception:
Sexe: Meédecin référent:
Famille #: Institution référente:
Patient # (CUSM): Patient # (externe):

EXAMEN REALISE: Séquencage du gene CFTR
INDICATION DE L’EXAMEN: Fibrose kystique (statut de porteur)

RESULTAT: Positif - Porteur hétérozygote

VARIATIONS GENETIQUES:

CFTR, Hétérozygote NM__000492.3:c.489+1G>T, Intron 4, Pathogéne. Cette variation (anciennement
621+1G>T) classée comme pathogeéne dans ClinVar a été observée chez 1,288 personnes atteintes dans la base
de données CFTR2. 92% des patients atteints de fibrose kystique ayant cette variation souffrent d’insuffisance
pancréatique (n=1,126).

INTERPRETATION: Cette personne est hétérozygote pour la variation NM_000492.3:¢.489+1G>T du gene
CFTR décrite ci-haut. Les porteurs hétérozygotes ne sont pas atteints ou a risque de développer la fibrose kystique.
Cependant, si leur partenaire est également porteur de la fibrose kystique, le risque d’avoir un enfant atteint est d’un
sur quatre (25%).

RECOMMANDATIONS: Un test de porteur devrait étre offert aux apparentés a risque ainsi qu’aux partenaires
de personnes porteuses. Un conseil génétique est recommandé.

CONTEXTE DE L’EXAMEN: Cette analyse évalue les variations génétiques cliniquement pertinentes du gene
CFTR. Elle détecte approximativement 97% des variations pathogénes de CFTR (PMID: 20301428) et plus de 99%
des alleles causant la fibrose kystique répertoriés dans CFTR2 (https://www.cftr2.org/).

METHODOLOGIE: Les exons codants, régions introniques adjacentes ainsi que la variation intronique récurrente
¢.3718-2477C>T de CFTR (NM_000492.3) sont amplifiés par PCR multiplex et fragmentés par tagmentation (Nextera
XT, Hlumina). Le séquencage massif en paralleéle bidirectionnel de fragments de 150 pb est effectué a 1’aide d’un
appareil MiSeq (Illumina). Les séquences produites sont alignées et comparées au génome de référence GRCh37. Les
variations cliniquement pertinentes sont confirmées par séquencgage Sanger.

LIMITES: Un résultat négatif n’exclut pas la possibilité d’une variation rare non détectable par cette analyse chez
cette personne. Cette analyse ne détecte pas les grandes délétions/duplications ainsi que les variations introniques
éloignées de la région codante (autres que la variation ¢.3718-2477C>T). La sensibilité de cette analyse, principalement
basée sur des données de personnes d’origine européenne, pourrait varier en fonction de 'origine ethnique. La
performance de cette analyse dépend de la précision du diagnostic clinique, de l'origine ethnique et des relations
familiales déclarées au laboratoire. Des variations localisées dans les sites de liaison des amorces et de rares erreurs de
génotypage peuvent entrainer des résultats erronés.

Jean-Baptiste Riviere, PhD Isabelle De Bie, MD, PhD, FRCPC, FCCMG
CCMG Fellow in training Medical and Clinical Molecular Geneticist
Core Molecular Diagnostic Laboratory Core Molecular Diagnostic Laboratory
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Centre universitaire

de santé McGill Health Centre

Nom patient:
Assurance maladie #:
Date de naissance:
Sexe:

Famille #:

Patient # (CUSM):

McGill University

Core Molecular Diagnostic Laboratory
1001 Decarie boul., E05.3028, Montreal, QC, H4A 3J1
Tel: 514-934-1934 x23383 / 23298 Fax: 514-843-1661
CLIA certification #99D1042152

Echantillon #:

Type d’échantillon:
Date de réception:
Meédecin référent:
Institution référente:
Patient # (externe):

EXAMEN REALISE: Séquencage du gene CFTR
INDICATION DE L’EXAMEN: Fibrose kystique (symptomatique)

RESULTAT: Positif - Deux variations hétérozygotes identifiées

VARIATIONS GENETIQUES:

CFTR, Hétérozygote NM_ 000492.3:c.617T>G (p.Leu206Trp), Exon 6, Pathogéne. Cette variation
classée comme pathogene dans ClinVar a été observée chez 332 personnes atteintes dans la base de données CFTR2.
20% des patients atteints de fibrose kystique ayant cette variation souffrent d’insuffisance pancréatique (n=52).

CFTR, Hétérozygote NM__000492.3:c.1521__1523delCTT (p.Phe508del), Exon 11, Pathogéne. Cette
variation (anciennement F508del) classée comme pathogéne dans ClinVar est retrouvée dans environ les deux tiers des
patients atteints de fibrose kystique et a été observée chez 64,868 personnes atteintes dans la base de données CFTR2.
88% des patients atteints de fibrose kystique ayant cette variation souffrent d’insuffisance pancréatique (n=>53,309).

INTERPRETATION: Cette personne est hétérozygote pour les variations de CFTR NM_ 000492.3:c.617T>G et
NM_ 000492.3:¢.1521_1523delCTT décrites ci-haut. Si ces variations sont en trans, ce résultat corrobore un diagnostic
de fibrose kystique. Le pourcentage de personnes atteintes avec ce génotype présentant une insuffisance pancréatique
est de 23%.

RECOMMANDATIONS: Il est recommandé de tester les parents de cette personne pour corroborer ce résultat.
Un test de porteur devrait étre offert aux apparentés a risque ainsi qu’aux partenaires de personnes porteuses. Un
conseil génétique est recommandé.

CONTEXTE DE L’EXAMEN: Cette analyse évalue les variations génétiques cliniquement pertinentes du gene
CFTR. Elle détecte approximativement 97% des variations pathogénes de CFTR (PMID: 20301428) et plus de 99%
des alleles causant la fibrose kystique répertoriés dans CFTR2 (https://www.cftr2.org/).

METHODOLOGIE: Les exons codants, régions introniques adjacentes ainsi que la variation intronique récurrente
¢.3718-2477C>T de CFTR (NM_ 000492.3) sont amplifiés par PCR multiplex et fragmentés par tagmentation (Nextera
XT, Hlumina). Le séquengage massif en paralléle bidirectionnel de fragments de 150 pb est effectué a l'aide d’un
appareil MiSeq (Illumina). Les séquences produites sont alignées et comparées au génome de référence GRCh37. Les
variations cliniquement pertinentes sont confirmées par séquencage Sanger.

LIMITES: Un résultat négatif n’exclut pas la possibilité d’une variation rare non détectable par cette analyse chez
cette personne. Cette analyse ne détecte pas les grandes délétions/duplications ainsi que les variations introniques
éloignées de la région codante (autres que la variation ¢.3718-2477C>T). La sensibilité de cette analyse, principalement
basée sur des données de personnes d’origine européenne, pourrait varier en fonction de 'origine ethnique. La
performance de cette analyse dépend de la précision du diagnostic clinique, de I'origine ethnique et des relations
familiales déclarées au laboratoire. Des variations localisées dans les sites de liaison des amorces et de rares erreurs de
génotypage peuvent entrainer des résultats erronés.

Jean-Baptiste Riviere, PhD
CCMG Fellow in training
Core Molecular Diagnostic Laboratory

Andrea F Ruchon, MD, PhD, FCCMG
Clinical Molecular Geneticist

CCMG Mol. Genetics Program Director
Core Molecular Diagnostic Laboratory

Isabelle De Bie, MD, PhD, FRCPC, FCCMG
Medical and Clinical Molecular Geneticist
Core Molecular Diagnostic Laboratory
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