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l. Vorwort

Das Primarprobenhandbuch der AgenDix GmbH dient als Leitfaden fur die Gewinnung, die
Handhabung und den Versand von Primarproben, wobei die geeigneten Probenmaterialien
und diesbezuglich empfohlene Entnahmemedien vorgestellt werden. Zudem werden
Hinweise zum korrekten Ausflllen des Probenanforderungsscheins gegeben. Das Spektrum

der angebotenen Analysen und das Leistungsverzeichnis werden ebenfalls vorgestellt.

Fur Fragen oder Anregungen stehen die Mitarbeiter der AgenDix GmbH in den folgenden
Zeiten zur Verfligung:

von Montag bis Freitag von 7.00 Uhr bis 17.00 Uhr

und Samstag von 8.00 Uhr bis 14.00 Uhr.

Ausnahmen bilden gesetzliche Feiertage*

Eine medizinische Beratung zur Untersuchungsanforderung oder zur Interpretation von

Untersuchungsergebnissen durch die arztliche Leitung ist ebenfalls moglich.

Unsere Kontaktdaten:

AgenDix GmbH
Fiedlerstral’e 36
01307 Dresden

Tel.: 0351 /456 975 0
Fax: 0351 / 456 975 22

E-mail: labor@agendix.de

*Gesetzliche Feiertage in Sachsen:

Neujahrstag (1. Januar)
Karfreitag

Ostermontag

Tag der Arbeit (1. Mai)

Christi Himmelfahrt
Pfingstmontag

Tag der deutschen Einheit (3. Oktober)
Reformationstag (31. Oktober)
BuR- und Bettag

1. Weihnachtstag (25. Dezember)
2. Weihnachtstag (26. Dezember)
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Il. Probenentnahme

2.1 Probenmaterial

2.1.1 Chimaerismus-Analytik

Fur die Bestimmung des Pra-Chimaerismus von Spender und Patient:
e peripheres Blut

e Knochenmark

e DNA

e Aphereseprodukt

Fir die Chimaerismusanalytik von Verlaufskontrollen:
e peripheres Blut
e Knochenmark

e Aphereseprodukt

e DNA
e Biopsien
e Liquor

e Pleurapunktat

e Paraffinschnitte

Fir die Bestimmung des Pra-Chimaerismus des Patienten nach bereits erfolgter

Transplantation:

Biopsien

Finger- bzw. Fu3nagel

Wangenschleimhautabstrich

2.1.2 Molekulare Diagnostik

e peripheres Blut
e Knochenmark
e Aphereseprodukt

e Biopsien

AgenDix GmbH
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e Liquor
e Pleurapunktat

e Paraffinschnitte

e DNA

o zellfreie DNA
e cDNA

¢ RNA

Die Bearbeitung weiterer Materialien ist nach Absprache mit der arztlichen Leitung maoglich.
Nicht geeignet fur die Analytik ist peripheres Blut ohne Antikoagulanz und

Untersuchungsmaterial in Serummonovetten.

2.2 Materialgewinnung

Das Probenmaterial fur die Untersuchung sollte moglichst steril und nach den hier
genannten Vorgaben von medizinisch geschultem Personal gewonnen werden. Zudem
muss durch den Probennehmer vor der Probenentnahme die ldentitdt der Personen
sichergestellt werden.

Eine Zusammenfassung der Hinweise zur korrekten Entnahme von Probenmaterial befindet
sich auf den aktuell gultigen Probenanforderungsscheinen der AgenDix GmbH. Mit der
Unterschrift des Probeneinsenders auf dem Anforderungsschein wird die Einhaltung der

Abnahmebedingungen bestatigt.

Die Materialgewinnung erfolgt durch:

e Blutentnahme:
Die Blutentnahme ist gemall dem Standardverfahren der vendésen Blutentnahme
durchzufuhren. Die Blutrohrchen mit geeignetem Antikoagulanz (siehe Abschnitt
"Geeignete Probengefalle") sollten bis zur Markierung gefillt und mehrmals Uber Kopf

geschwenkt werden.
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e Punktion (Knochenmark, Liquor, Pleurafliissigkeit)

e Stammzellapherese

e Biopsien

e Wangenschleimhautabstrich:

Die Patienten sollten unmittelbar vor der Entnahme der Proben nicht Essen oder
Trinken! Wichtig ist, dass keine Speisereste dem Abstrich anhaften. Der Mundraum
sollte ca. dreimal mit Wasser kraftig gespult werden. Als Abstrichstdbchen eignen sich
Nylonfaserbursten. Mit den Birstchen wird mehrmals auf der Innenseite der Wange
entlang gestrichen (ca. 6 Sekunden), wobei das Burstchen leicht gedreht wird. Nach der
Probennahme wird das Blrstchen in das sterile Réhrchen geschoben und der Stiel des
Abstrichsets abgeknickt oder der Abstrichstab in ein Versandréhrchen gesteckt. Im

Anschluss wird das Roéhrchen fest verschlossen.

e Hornentnahme (Finger- bzw. Fu3ndgel):

2-5 abgeschnittene Fingernagel werden in ein geeignetes Transportgefal3, (z.B. 1,5 ml

Reaktionsgefal}), welches mit den Patientendaten beschriftet ist, gegeben.

2.3 Benotigte Probenmengen

Knochenmark

e ca.2-8ml

peripheres Blut

e ca.8-16ml

Stammzellasservat
e 0,5-1ml

AgenDix GmbH
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Wangenschleimhautabstrich

e 1Xx

Finger- bzw. FuRnagel
o 2-5Stk.

Liquor
e 3-5ml

Pleurapunktat
e 3-5ml

2.4 Geeignete ProbengefaBe

Fur die Materialien Blut und Knochenmark kénnen entweder Standard-Lithium-Heparin bzw.
Standard-EDTA Monovetten oder alternativ mit 0,5 ml Lithium-Heparin durchsplte Spritzen,
welche sofort beflillt werden sollten, verwendet werden. Die Verwendung von weiteren
Antikoagulantien ist nach Absprache maoglich.

Stammzellasservat kann in Kryo-Réhrchen abgefiillt werden.

Wangenschleimhautabstriche sollten bevorzugt trocken aufbewahrt werden, alternativ
kénnen auch festverschlielbare, trockene, sterile Rohrchen verwendet werden.

Finger- bzw. FuRnagel kénnen in ein steriles 2,0 ml Reaktionsgefal® gegeben werden.
Liquor, bzw. Pleurapunktate werden nativ in ein Probengefal® ohne Antikoagulanz abgefuillt.
Biopsien werden nach ihrer Entnahme in mit Heparin versetzte physiologische
Kochsalzlésung oder in ihrer Fixationslosung (Formaldehyd) aufbewahrt. Paraffinschnitte
kénnen im Block oder als dickere Schnitte in 1,5 - 2,0 ml Reaktionsgefalien aufbewahrt
werden.

Auf Anfrage koénnen die bendtigten Probengefal’e von der AgenDix GmbH zugesandt

werden.

AgenDix GmbH
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2.5 Kennzeichnung der ProbengefaRe

Zur eindeutigen Probenidentifikation ist eine eindeutige, lesbare Beschriftung der Gefalte mit
Name, Vorname, Geburtsdatum und ggf. Spender- bzw. Empfanger-ID-Nummer

erforderlich. Klinische Studien mussen Uber eine Chiffre eindeutig identifizierbar sein.

. Untersuchungsauftrag

— notwendige Formulare zum Untersuchungsauftrag (Anforderungsschein,

Einwilligungserklarung) finden sich in der jeweils giltigen Form unter

https://www.agendix.de

3.1 Ausfiillen des Probenanforderungsscheins

Um eine korrekte Bearbeitung der Proben zu gewahrleisten, muss der Anforderungsschein

vollstandig ausgefullt sein. Dieser beinhaltet folgende Angaben:

e Angaben zum Patienten:
e Name, Vorname
e Geburtsdatum
e evil. Geschlecht
e ggf. Spender- oder Patienten-ID
e Angaben zum Kostentrdger (Auswahl: Privatpatient, Kassenpatient, andere
Versicherungsform, Abrechnung nach § 116b)

e Behandlungsform (Auswahl: stationar, ambulant)

— Kilinische Studien werden gemafl Good Clinical Practice gehandhabt

e Angabe krankheitsspezifischer Daten:
o Diagnose (soweit bekannt, evtl. Verdachtsdiagnose)

o evtl. zusatzliche Angaben zum Therapieverlauf (Bemerkungen)

AgenDix GmbH
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Angaben zu Material und Untersuchung:

e Probenstatus:

Verlaufskontrolle

Spenderprobe

Empféangerprobe vor allogener Stammzelltransplantation
Angabe des Transplantationsdatums

Erstdiagnose

V. a. Rezidiv

gesichertes Rezidiv

e Angabe des Untersuchungsmaterials

Entnahmedatum, Entnahmezeitpunkt

Leukozytenzahl

e Auswahl der gewinschten Untersuchung/Anforderung

Chimaerismus:

e Gesamtchimaerismus (STR)

o Gesamtchimaerismus (Real-Time-PCR)

e Untersuchung von isolierten Zellpopulationen:

e T-Zellen, Granulozyten

o die Chimaerismusanalyse von weiteren Zellpopulationen kann ggf. nach

Rucksprache mit der arztlichen Leitung durchgefihrt werden

Molekulare Diagnostik:
e Translokationen

e Stufendiagnostik

e Mutationsanalyse

e MRD Diagnostik

Bemerkungen:

e Hinweise zur Probe oder Anmerkungen zu weiteren gewtinschten Analysen

Angaben zum Einsender:

Anfordernde(r) Arztin/Arzt mit Unterschrift

Angaben zur Klinik (Adresse, Telefonnummer, Faxnummer, Ansprechpartner),

vorzugsweise durch Klinik- bzw. Arztstempel
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Die Angaben auf dem Anforderungsschein mussen klar und eindeutig identifizierbar und der
entsprechenden Probe zuordenbar sein. Die Daten von Patienten dienen ausschlieldlich der

Identitatssicherung und werden vertraulich behandelt.
Anforderungen mittels Uberweisungsschein: Indikationsbezogene Diagnostik

hamatologischer Neoplasien (Ziffern 19433, 19434 und 19435) kann ausschliellich durch

Facharzte im Bereich Hamatologie/Onkologie veranlasst werden.

3.2 Einwilligungserklarung (gqf. gemaR GenDG)

Von jedem Patienten muss einmalig die Einwilligung zur Durchfihrung einer
molekulargenetischen Untersuchung vorliegen. Weiterhin willigt der Patient zu einer
Datenverarbeitung gemafy den Anforderungen der DSGVO ein. Diese beinhaltet folgende
Angaben:

¢ Name, Vorname Patient, bzw.

e Name, Vorname gesetzlicher Vertreter

e Zustimmung/Verneinung der anonymisierten Verwendung von Uberschiissigem

Material flr Forschungszwecke
e Angabe zu Ort und Datum

o Unterschrift Patient bzw. gesetzlicher Vertreter

IV.  Verpackung, Kennzeichnung und Transport der Proben

4.1 Verpackung

Verpackungen fir medizinische Untersuchungsmaterialien missen so beschaffen sein, dass
sie den Belastungen beim Transport standhalten und somit ein Freisetzen des Materials
verhindert wird.

Das Untersuchungsmaterial muss sich in einem wasserdichten Primargefal (z.B.:
Monovette) befinden. Dieses Primargefal sollte in ein wasserdichtes Sekundargefal
verpackt werden. Die AuRenverpackung sollte ausreichend fest sein bzw. durch Polsterung
vor aulReren Einwirkungen geschutzt sein. Zudem sollten die Proben zur Gewahrleistung des

Datenschutzes in einer blickdichten Verpackung versendet werden.

AgenDix GmbH
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4.2 Kennzeichnung

Neben der Angabe von Absender und Empfanger sollte die Auflenverpackung mit

.Biologischer Stoff, Kategorie B* gekennzeichnet werden.

4.3 Lagerungs- und Versandbedingungen

Die Lagerung bzw. der Versand des Untersuchungsmaterials erfolgt ungekihlt. Extreme
Kalte (< 0°C) oder Warme (> 30°C) sollte vermieden werden.

RNA sollte auf Trockeneis gelagert und versandt werden.

4.4 Zeitraum zwischen Probenabnahme und Probeneingang

Zur Gewabhrleistung eines optimalen Ergebnisses sollte die Versanddauer méglichst nicht
mehr als 24 Stunden betragen, dies kann durch einen Expressservice oder Kurierdienst
gewahrleistet werden (u.a. DHL, UPS, TNT). Alternativ ist ein Versand mit der Deutschen

Post AG als Brief ,National“ mdglich.

Langere Intervalle liegen ggf. aufRerhalb des validierten Bereiches und kénnen bei der
Suptypenisolation zu Verlusten in der Reinheit der Zellen bzw. zu einer Verschlechterung der
RNA-Qualitat fihren (Vermerk auf Befund).

e Chimaerismus:
o Gesamtleukozyten: 7 Tage
e T-Zellen: 36 Stunden

e Granulozyten: 26 Stunden

e Molekulare Diagnostik
e Analytik aus DNA: 7 Tage
e Analytik aus RNA: 4 Tage

AgenDix GmbH
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V.

Methodisches Spektrum

5.1 Angebotene Analysen

Das komplette Spektrum ist den aktuellen Anforderungsscheinen zu entnehmen (siehe

https://www.agendix.de).

5.2 Angewandte Methoden

10
11
12
13
14
15

Dichtegradientenzentrifugation zur Separation der Leukozyten aus den gesamten
Blutzellen

Gewinnung von T-Zellen (CD3+) wund Granulozyten (CD15+) durch
immunomagnetische Selektion

Isolation von RNA, genomischer DNA aus den Leukozyten mit Hilfe eines
Extraktions-Kits

Photometrische Konzentrationsmessung von Nukleinsduren

Simultane Amplifikation mehrerer Nukleinsdurefragmente mittels Multiplex -
Polymerase - Kettenreaktion

Amplifikation eines Nukleinsdurefragments mittels Singleplex - Polymerase -
Kettenreaktion

Reverse Transkription

Quantitative Real-Time-PCR

Auftrennung und Detektion der amplifizierten Nukleinsdurefragmente mittels
Kapillargelelektrophorese

Gelektrophorese

DNA-Sequenzierung nach Sanger

Next Generation Sequencing (NGS) (Amplikonbasiert, Ultradeep)

Allelspezifische Amplifikation zum Mutationsnachweis

Restriktionsfragmentanalyse

Digital Droplet Polymerase Kettenreaktion

AgenDix GmbH
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5.3 Zeitraum der Probenver- und bearbeitung

Die Befundausgabe flir die Chimaerismusanalyse erfolgt in der Regel innerhalb von 1-3
Werktagen nach Probeneingang. Fir andere Analysen liegen die Bearbeitungszeiten
zwischen 2-10 Werktagen, je nach Komplexitdt der Analysen. Bei spezifischen
Anforderungen oder bei Komplikationen bei der Probenbearbeitung (z.B. geringe Zellzahlen,
notwendige Wiederholung der PCR) kann sich der Zeitraum bis zur Befundausgabe jedoch

verzogern.

5.4 Zuriickweisung von Proben

Befinden sich Primarproben in einem Zustand, der sich fir die angeforderte Untersuchung
als ungeeignet erweist, wird telefonisch Ricksprache mit dem Einsender gehalten, ob diese
verworfen werden sollen. Darunter zahlen Proben, welche fiir die Bearbeitung den
zuldssigen Zeitraum Uberschritten haben (siehe Abschnitt "Transport und Versand"), sowie
Proben, welche aufgrund einer unzureichenden Kennzeichnung nicht identifizierbar sind.
Weiterhin kénnen Proben, welche geronnen oder aufgrund sehr niedriger Temperaturen
gefroren sind, evtl. nur eingeschrankt bearbeitet werden. In dem Befund wird der

Probeneinsender mit einem entsprechenden Hinweis informiert.
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VL. Leistungsverzeichnis

Nummer | Leistung

A3696 Anreicherung von Zellen mittels spezifischer Antikbrpermarkierung

A4782 Reverse Transkription

3920 Isolierung humaner Nukleinsduren

3921 Spaltung humaner Nukleinsauren

3922 Amplifikation von humanen Nukleinsduren oder Nukleinsaurefragmenten mit
Polymerasekettenreaktion (PCR)

3923 Amplifikation von humanen Nukleinsdauren mit Polymerasekettenreaktion
(PCR)

3924 Identifizierung von humanen Nukleinsdurefragmenten

3926 Identifizierung von humanen Nukleinsaurefragmenten durch
Sequenzermittlung

4003 Dichtegradientenisolierung von Zellen, Organellen oder Proteinen, je
Isolierung

11301 Grundpauschale humangenetische in-vitro-Diagnostik bei
Probeneinsendung

11522 Mutationssuche zum Nachweis oder Ausschluss einer krankheitsrelevanten
oder krankheitsausldsenden genomischen Mutation mittels Sequenzierung
menschlicher DNA

19401 Grundpauschale tumorgenetische in-vitro-Diagnostik

19402 Zuschlag zu den Gebiihrenordnungspositionen 19410, 19411, 19421,
19424, 19426, 19432, 19450, 19453, 19464 und 19503 bis 19506 fiir eine
wissenschaftliche drztliche Beurteilung komplexer
krankheitsrelevanter tumorgenetischer Analysen im individuellen
Kontext

19403 Laborgrundpauschale Tumorgenetik

19404 Aufarbeitung einer Gewebe- oder Organprobe

19411 Gezielte Untersuchung einer/eines krankheitsrelevanten oder
krankheitsauslésenden Translokation/Fusionsgens

Applied Genetic Diagnostics
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19421 Gezielter Nachweis oder Ausschluss einer krankheitsrelevanten
oder krankheitsausldsenden somatischen genomischen
Punktmutation, Deletion oder Duplikation in kodierenden oder
regulatorischen Sequenzen

19424 Mutationssuche zum Nachweis oder Ausschluss einer
krankheitsrelevanten oder krankheitsauslésenden somatischen
genomischen Mutation mit klinisch relevanten Eigenschaften in bis
zu 20 Kilobasen kodierender Sequenz einschlieRlich zugehoriger
regulatorischer Sequenzen

19430 Affinitdtsanreicherung neoplastischer Zellen mittels spezifischer
Ligand-Zell-Interaktion (z.B. immunomagnetische Anreicherung)

19433 B-Zell- oder T-Zell-Klonalitatsuntersuchung

19434 Chimarismusanalyse nach allogener Stammzelltransplantation

19435 Nachweis einer minimalen Resterkrankung bei hamatologischen
Neoplasien

32510 Dichtegradienten- oder immunomagnetische Isolierung von Zellen als
vorbereitende Untersuchung

32864 Untersuchung auf die C282Y- und die H63D-Mutation des HFE
(Hamochromatose)-Gens

32867 Genotypisierung zur Bestimmung des Dihydropyrimidin-Dehydrogenase

Arzneimittel (Fachinformation)

(DPD)-Metabolisierungsstatus vor systemischer Therapie mit 5-Fluorouracil

oder dessen Vorstufen gemal der Zusammenfassung der Merkmale des
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