TruSight cisztas fibrozis illumina
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Cikkszam: 20036925: 1-4 futtatas, készletenként legfeljebb 96 minta

A termék attekintése

A TruSight™ Cystic Fibrosis Library Prep egy kényvtarelékészité készlet, amely tdmogatja a TruSight cisztas
fibrozis 139 varians vizsgalat-t és a TruSight cisztas fibrdzis klinikai szekvenalasi vizsgalat-t.

A TruSight cisztas fibrdzis 139 varians vizsgalat
rendeltetésszerd hasznalata

A TruSight cisztas fibrdzis 139 varians vizsgalat (korabbi neve: lllumina MiSeqDx Cisztas fibrdzis 139 varians
vizsgalat) kvalitativ in vitro diagnosztikai rendszer, amely a cisztas fibrdzis transzmembran konduktancia
szabalyozd gén (CFTR) 139 klinikailag relevans, cisztas fibrdzis betegséget okozé mutdcidjanak és variansanak
egyidejl kimutatasara szolgal emberi periférias teljes vérbél izolalt genomikus DNS-ben. A kimutatott variansok
tartalmazzak az American College of Medical Genetics (ACMG) 2004. évi ajémlésé\ban1 és az American College
of Obstetricians and Gynecologists (ACOG) 2011. évi ajanlasaban? szerepld varidnsokat. A vizsgalat
rendeltetései: reproduktiv koru felnéttek korében végzett hordozdsz(irés, megerdsité diagnosztikai vizsgalat
Ujszllotteknél és gyermekeknél, valamint elsé vizsgalat gyanithatdan cisztas fibrézisban szenvedd személyek
diagnosztizalasahoz. A vizsgalat eredményeit szakvizsgaval rendelkezé klinikai molekularis genetikusnak vagy
ezzel egyenértékl képesitésli szakembernek kell értelmeznie a tébbi elérhetd laboratdériumi és klinikai
informacidval egylitt.

Ez a vizsgalat nem javallott Ujszlldttkori szlirésre, magzati diagnosztikai vizsgalatra, preimplantacios
vizsgalatra, illetve 6nmagaban végzett diagnosztikai vizsgalatként vald alkalmazasra.

A teszt a lllumina MiSeqDx készlilék-ben valé hasznalatra szolgal.
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A TruSight cisztas fibrdzis klinikai szekvenalasi
vizsgalat rendeltetésszerl hasznalata

A TruSight cisztas fibrdzis klinikai szekvenadlasi vizsgalat (korabbi neve: lllumina MiSeqDx Cisztas fibrdzis
klinikai szekvenalasi vizsgalat) célzott szekvenalasi in vitro diagnosztikai rendszer, amely a cisztas fibrozis
transzmembran konduktancia szabalyozé gén (CFTR) fehérjét kddold és az intron-exon hatarokon
elhelyezkedé terileteinek szekvenalasara szolgal a K2EDTA alvadasgatldval levett emberi periférias teljes
vérbél izolalt genomikus DNS-ben. A vizsgalat kimutatja a szekvenalt terliletén elhelyezkedé egynukleotid-
variansokat és kis méret(i indeleket, valamint két, mélyen az intronban elhelyezkedd mutaciot és két nagy
méretl deléciot. A teszt a lllumina MiSeqDx készlilék-ben valé hasznalatra szolgal.

Ez a vizsgalat segitségként szolgal a betegség diagnosztizalasahoz cisztas fibrdzis (CF) gyanuja esetén. E
vizsgalatot leginkabb olyankor érdemes elvégezni, ha a betegnél a CF atipusosan vagy nem a klasszikus moédon
jelentkezik, vagy ha mas mutdacids panelekkel nem sikerlilt azonositani a betegséget okozé mindkét mutaciét. A
vizsgalat eredményeit szakvizsgaval rendelkezé klinikai molekularis genetikusnak vagy ezzel egyenérték(i
képesitésli szakembernek kell értelmeznie a klinikai tlinetekkel, mas diagnosztikai vizsgalatok eredményével és
a csaladi anamnézissel egylitt.

Ez a vizsgalat nem szolgal 6hmagaban diagnosztikai célra, magzati diagnosztikai vizsgalatra, preimplantacios
vizsgalatra, hordozok sz(irésére, Ujszlilottkori szlirésre vagy lakossagszintl szlrésre.

Cisztas fibrozis — hattér-informaciok

Klinikai ismertetés

A cisztas fibrdzis (CF) a nyugati vilag egyik leggyakoribb genetikai rendellenessége és a leggyakoribb
életveszélyes autoszomalis recessziv rendellenesség a nem latin-amerikai fehér bérii népességben.~ A CF
ndveli a nyalkavaladék viszkozitasat, és a légutak, a hasnyalmirigy, a bélrendszer, a maj- és epeutak, a férfi
nemi szervek és a verejtékmirigyek hamsejtjeit érinti, tobb szerv és szervrendszer 6sszetett megbetegedését
eredményezve.*® Elsédlegesen tiid6t érinté szévédmények felelsek a morbiditasért és a haldlozasért.® Sok
esetben a taplaltsagi allapot romlasa elérevetiti a CF altal okozott tiidébetegség progresszidjat. A jelenlegi
beavatkozasi eréfeszitések kdzéppontjaban az Ujsziildttkori sziirés segitségével elérhetd korai diagndzis all.”
Ez a betegségben szenved&k szamara lehetévé teszi, hogy idében hozzajuthassanak a Iényeges egészségugyi
szolgaltatasokhoz, ami lehet&vé teszi a legjobb kimenetel elérését.*” A tllélésben mutatkoznak nemi
kiilénbségek, és a jelentések szerint a férfiak median tulélése hosszabb; a teljes median tulélés 38,3 év az USA-
ban.®
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A CFTR-variansok incidenciaja

Az 1989-ben azonositott cisztas fibrdzis transzmembran konduktancia szabalyozé gén (CFTR) a 7-es
kromoszdma hosszu karjan talalhato, és egy 230 kb hosszusagu szakaszon eloszlé 27 kédold exont tartalmaz.
A normal allélrél masolt 6,5 kb hosszlisagl mRNS kddolja a CFTR-t, egy 1490 aminosavbdl allé integralis
membranfehérjét, amely szabalyozott kloridcsatornaként miikddik tébb szerv epitélsejtjeiben.*> Eddig a CFTR
tébb mint 1900 varidnsat irtak le, amelyek tobbsége pontmutacid.® A leggyakoribb CFTR-varidns az F508del
allél,® amely az 6sszes CFTR-varians kdzel 70%-4at teszi ki.3 Azonban méas gyakori CFTR-varidnsok gyakran
eredményeznek CF-fenotipust és mas CFTR-hez kapcsolddd rendellenességeket.®™

4

A betegség becsiilt incidenciaja 2000-4000 élvesziiletésbdl egy, prevalencidja pedig az Egyesiilt Allamokban
koriilbellil 30 000 személy.* A CF kiilénbdzé etnikai populacidkban kiilonbézé gyakorisaggal fordul eld: 1/3000
kaukazusi; 1/9200 latin-amerikai; 1/10 900 amerikai 6slakos; 1/15 000 afroamerikai; 1/31 000 azsiai szarmazasu
amerikai.*® Az 1 tablazat tartalmazza a CFTR-mutacié hordozasi gyakorisagdnak aktualis becsiilt értékeit
etnikai hovatartozas szerint az Egyesiilt Allamokban, 364 890 olyan személy adatai alapjan, akiket hordozdi
vizsgalatra utaltak, és csalddi anamnézisiikben nem szerepelt CF.

1tablazat A cisztas fibrézis mutacidja hordozasanak gyakorisdga az Egyesiilt Allamokban é16 kiilénb6z6
etnikai csoportokban'®

Etnikai csoport Hordozas medfigyelt gyakorisaga
Afroamerikai 1:84

Askenazi zsido 1:29

Azsiai 1:242

Kaukazusi 1:28

Latin-amerikai 1:59

Zsido 1:32

Kozel-keleti 1:91

Amerikai 6slakos 1:70

Dél-azsiai 1:118

Egyéb etnikai hovatartozas 111

Egyéb etnikai hovatartozas: > 1 Etnikai hovatartozas 1:34

Egyéb etnikai hovatartozds: Részben afroamerikai 1:56

Egyéb etnikai hovatartozas: Részben kaukazusi 1:32

Egyéb etnikai hovatartozdas: Részben latin-amerikai 1:51

Nincs megadva 1:37

Minden személy dsszesitve 1:38
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A Cisztas fibrdzis 139 varians vizsgalat
osszefoglalasa és magyarazata

A CFTR2 projekt attekintése

A CFTR2 projekt egy nemzetkdzi kezdeményezés, amelyet kutatdk és klinikusok egy csoportja vezet, és
amelyet a National Institute of Health és a U.S. Cystic Fibrosis Foundation tamogat."'? A CFTR2 célja, hogy
atfogd és szakérték altal fellilvizsgalt funkcionalis és klinikai informacidkat nyudjtson a CFTR-varidnsokrdl. A
legalabb 0,01%-o0s allélfrekvenciaju CF-variansok klinikai validalasara torekedve vildgszerte 25 CF-
nyilvantartas és szamos klinikai intézmény '3 egyesitette eréforrasait azzal a céllal, hogy tébb mint 39 000 CF-
beteg klinikai adatait 6sszevessék azzal a kbzel 1900 CF-varianssal, amelyeket az évek soran a CFTR1
adatbézisban régzitettek (Toronto Hospital for Sick Children).”'® A CFTR genotipusan kiviil régzitették a
klinikai jellemzé&ket, példaul a verejték kloridkoncentracidjat, a tlidéfunkciot (FEV1 a varhatd szazalékaban) és a
hasnyalmirigy allapotat. A variansok klinikai, funkcionalis és genetikai szempontu egyidejl elemzésének
szisztematikus megkozelitése 134 egyedi, CF-et okozé varianst eredményezett 129 egyedi genomikus
pozicidban (mivel 6t pozicid esetében két nukleotidvaltozas is megjelenik ugyanabban a poziciéban), amelyek a
CFTR2 adatbazisban szerepelnek (2013 augusztusaban). Az e varidansok mindegyikét tartalmazé panel
hasznélata varhatdan a cisztas fibrdzist okozoé allélok 95,4%-4at fedi le, és mindkét allél kimutatasaval ~91%-ra
ndveli a veszélyeztetett parok azonositasanak valdszinliségét az ACMG altal ajanlott 23 variansbol all6 panelre
jellemzd 72%-rél.

A panelben talalhatdo CFTR-variansok

A Cisztas fibrdzis 139 varians vizsgalat altal jelentett variansokat azért valasztottak ki, mert ezek képezik a
Johns Hopkins Egyetem CFTR2 adatbazisaban (2013 augusztusaban) (a CFTR2, a Clinical and Functional
Translation of CFTR projekt eredménye) szereplé, klinikailag validalt, CF-et okozdnak minésitett variansok
teljes korét.

A vizsgdlat a kdvetkezbket vizsgalja: 134 cisztas fibrdzist okozé varidns; egy, az ACMG 4ltal ajanlott
panelvarians (R117H, amelyet a CFTR2 valtozd klinikai kovetkezményekkel jaré mutacionak (MVCC) mindsit);
egy feltételesen bejelentett médositd varidns (PolyTG/PolyT); illetve hdrom feltételesen bejelentett jdindulatu
varians (1506V, 1507V, F508C)'4; 6sszesen 139 k6zélt varians.

A 134 cisztas fibrézist (CF) okozd varidans megfelel a CFTR2 adatbazisban szerepld 129 CF-et okozd
variansnak. A CFTR2 adatbazis 6t CF-et okozd varianst tartalmaz, amelyek esetében ugyanaz a fehérjeszint-
valtozas alakulhat ki két kiilonb6z6 nukleotidvaltozas (pl. S466X(C>A) and S466X(C>G)) miatt. Ez az 6t varidns
a CFTR2 adatbazisban az aminosavkdd szerint van felsorolva (pl. S466X), mig a vizsgalat kiilénb6z6
mutacidként jelenti az egyes variansokat (pl. S466X(C>A) és S466X(C>G)). A Cisztas fibrdzis 139 varians
vizsgalat altal jelentett 139 varians listdjat az 2 tablazat tartalmazza. Félkdvér betltipus = az ACMG-23 része;
délt bet(tipus = feltételesen jelentett.
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2 tablazat Cisztas fibrdzis 139 varians vizsgalat Varidnsok 0sszefoglalasa*

M1V (c.1A>G)

CFTRdele2,3
(c.54-5940_273+10250del21kb)

Q39X (c.115C>T)
E60X (c.178G>T)
P67L (c.200C>T)

R75X (c.223C>T)
G85E (c.254G>A)

394delTT
(c.262_263delTT)

405+1G>A (c.273+1G>A)
406-1G>A (c.274-1G>A)
E92X (c.274G>T)

E92K (c.274G>A)
Q98X (c.292C>T)

457TAT>G
(€.325_327delTATinsG)

D110H (c.328G>C)
R117C (c.349C>T)
R117H (c.350G>A)
Y122X (c.366T>A)

574delA (c.442delA)
621+1G>T (c.489+1G>T)
663delT (c.531delT)
G178R (¢.532G>A)
711+1G>T (c.579+1G>T)
711+3A>G (c.579+3A>G)
711+5G>A (c.579+5G>A)
712-1G>T (c.580-1G>T)
H199Y (c.595C>T)
P205S (c.613C>T)

L206W (c.617T>G)

Q220X (c.658C>T)

852del22 (c.720_
741delAGGGAGAAT
GATGATGAAGTAC)

1078delT (c.948delT)

T338I(c.1013C>T)
S341P (c.1021T>C)

1154insTC (¢.1022_1023insTC)
R347H (c.1040G>A)
R347P (c.1040G>C)

R352Q (c.1055G>A)
1213delT (c.1081delT)
1248+1G>A (c.1116+1G>A)

1259insA (c.1127_1128insA)
W401X (c.1202G>A)
W401X (c.1203G>A)

1341+1G>A (c.1209+1G>A)
1461in4 (c.1329_1330insAGAT)
AA455E (c.1364C>A)

1525-1G>A (c.1393-1G>A)
S466X (C>A) (c.1397C>A)
S466X (C>G) (c.1397C>G)
L467P (c.1400T>C)

1548delG (c.1418delG)*
S489X (c.1466C>A)

S492F (c.1475C>T)

Q493X (c.1477C>T)

1507del (c.1519_1521delATC)
F508del (c.1521_1523delCTT)
1677delTA (c.1545_1546delTA)
V520F (c.1558G>T)

Q525X (c.1573C>T)*
1717-8G>A (c.1585-8G>A)

1717-1G>A (c.1585-1G>A)
G542X (c.1624G>T)

S549R (c.1645A>C)

S549N (c.1646G>A)
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R553X (c.1657C>T)
AS559T (c.1675G>A)

R560T (c.1679G>C)
R560K (c.1679G>A)

1811+1.6kbA>G
(c.1679+1.6kbA>G)

1812-1G>A (c.1680-1G>A)
E585X (¢.1753G>T)
1898+1G>A (c.1766+1G>A)

1898+3A>G (c.1766+3A>G)
2143delT (c.2012delT)

2183AA >G (c.2051_
2052delAAinsG)

2184delA (c.2052delA)
2184insA (c.2052_2053insA)
R709X (c.2125C>T)

K710X (c.2128A>T)
2307insA (¢.2175_2176insA)
L732X (c.2195T>C)
2347delG (c.2215delG)

R764X (c.2290C>T)
2585delT (c.2453delT)
E822X (c.2464G>T)
2622+1G>A (c.2490+1G>A)
E831X (c.2491G>T)

W846X (c.2537G>A)

R851X (c.2551C>T)

2711delT (c.2583delT)
2789+5G>A (c.2657+5G>A)
Q890X (c.2668C>T)

L927P (c.2780T>C)

S945L (c.2834C>T)

3007delG (c.2875delG)

G970R (c.2908G>C)

3272-26A>G (c.3140-26A>G)
L1065P (c.3194T>C)

R1066C (c.3196C>T)
R1066H (c.3197G>A)
L1077P (c.3230T>C)

W1089X (c.3266G>A)
Y1092X(C>A) (c.3276C>A)
Y1092X(C>G) (c.3276C>G)

M1101K (c.3302T>A)
E1104X (c.3310G>T)
R1158X (c.3472C>T)

R1162X (c.3484C>T)
3659delC (c.3528delC)
S1196X (c.3587C>G)

W1204X (c.3611G>A)
W1204X (c.3612G>A)
3791delC (c.3659delC)

3849+10kbC>T
(c.3717+12191C>T)

G1244E (c.3731G>A)
3876delA (c.3744delA)
S1251N (c.3752G>A)
3905insT (¢.3773_3774insT)
W1282X (c.3846G>A)
4005+1G>A (c.3873+1G>A)
4016insT (c.3884_3885insT)
N1303K (c.3909C>G)
Q1313X (c.3937C>T)

4209TGTT>AA (c.4077_
4080delTGTTinsAA)

CFTRdele22,23 (c.3964-78_
4242+577del)

4382delA (c.4251delA)
PolyTG/PolyT

1506V (c.1516A>G)
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G330X (c.988G>T) S549R (c.1647T>G) 3120G>A (c.2988G>A) 1507V (c.1519A>G)
R334W (c.1000C>T) G551D (c.1652G>A) 3120+1G>A (c.2988+1G>A) F508C (c.1523T>G)
I336K (c.1007T>A) Q552X (c.1654C>T) 3121-1G>A (c.2989-1G>A)

* A varidnsok genomikai koordinatasorrendben vannak felsorolva. Az egyes varidnsokhoz tartozé nukleotidszint-valtozas
zarojelben taldlhaté.

T A CFTR2 adatbazisban'? CF-et okozé varidnsként van besorolva, mig Sosnay kézleménye'® a varianst bizonytalannak
mindsiti. Az adatbazisban osztalyozasa aktudlisabb, és tlikrozi a befejezett funkciondlis tesztelést, amely Sosnay
kozleményének idején még nem allt rendelkezésre.

A Cisztas fibrdzis klinikai szekvenalasi vizsgalat
osszefoglalasa és magyarazata

A vizsgalat kialakitasa

A vizsgalat kimutatja a CFTR gén valamennyi exonjanak fehérjét kddold teriiletét és az ezekkel szomszédos
intronok 10 nukleotidnyi terliletét is, harom exon (7., 10. és 20.) kivételével. A 7. és a 10. exon esetében az exon
5'végén csak 5 nukleotidnyi szomszédos intronszekvenciat mutat ki, elkeriilendé a proximalis homopolimer
indeleket. A 20. exon 5' végén 30 nukleotidnyi szomszédos intronszekvenciat mutat ki, hogy lehetévé tegye a
3272-26A>G mutacio kimutatdsat. Ezenkiviil a vizsgalat kimutatja a kddold terlilet 5' és 3' végével szomszédos,
korulbelll 100 nukleotidnyi, transzlacidra nem kertilé terlilet szekvenciajat is, valamint két, mélyen egy
intronban elhelyezked6 mutacidt (1811+1.6kbA>G, 3489+10kbC>T), illetve két nagy kiterjedési delécidt
(CFTRdele2,3, CFTRdele22,23) és a PolyTG/PolyT régiot. A vizsgalat altal lefedett terliletek genomikus
koordinatait az 3 tablazat tartalmazza.

MEGJEGYZES
A delécidk kimutatasara a vizsgalat altal szekvenalt régidkon bellil bizonyos genomikus

helyeken korlatozasok érvényesek (lasd Az eljdras korldtai Cisztas fibrozis klinikai
szekvenaldsi vizsgdlat a(z) 10. oldalon).

3 tablazat Cisztas fibrozis klinikai szekvenalasi vizsgalat Genomikai koordinata lefedettség

hg19 kezd6 genomikus koordinata (7. hg19 befejez6 genomikus koordinata L .
. . Hosszusag (bazispar)
kromoszdéma) (7. kromoszéma)
CFTR_Exon 1 117120041 11712021 171
CFTR_Exon 2 117144297 117144427 131
CFTR_Exon 3 117149078 117149206 129
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hg19 keztié’ genomikus koordinata (7. hg19 befejez'é’ genomikus koordinata Hosszlisdg)(bazispar)
kromosz6ma) (7. kromoszéma)

CFTR_Exon 4 117170943 117171178 236
CFTR_Exon 5 117174320 117174429 110
CFTR_Exon 6 117175292 117175475 184
CFTR_Exon 7% 117176597 117176737 141
CFTR_Exon 8 117180144 117180410 267
CFTR_Exon 9 117182060 117182172 113
CFTR_Exon 10" 117188690 117188887 198
CFTR_Exon 11 117199508 117199719 212
CFTR_Exon 12 117227783 117227897 115
CFTR_Intron 12* 117229516 117229526 il
CFTR_Exon 13 117230397 117230503 107
CFTR_Exon 14 117231978 117232721 744
CFTR_Exon 15 117234974 117235122 149
CFTR_Exon 16 117242870 117242927 58
CFTR_Exon 17 117243576 117243846 271
CFTR_Exon 18 117246718 117246817 100
CFTR_Exon 19 117250563 117250733 171
CFTR_Exon 20% 117251605 117251872 268
CFTR_Exon 21 117254657 117254777 121
CFTR_Exon 22 117267566 117267834 269
CFTR_Intron 22* 117280010 117280020 "
CFTR_Intron 23 117282482 117282657 176
CFTR_Exon 24 117292886 117292995 110
CFTR_Exon 25 117304732 117304924 193
CFTR_Exon 26 117305503 117305628 126
CFTR_Exon 27 117306952 117307262 31
Bazisok teljes szama 5203**

~A7.ésa10.exon esetében a vizsgalat az exon felsé végén csak 5 nukleotidnyi szomszédos intronszekvenciat mutat ki,
elkerlilend6 az itt taldlhaté homopolimer szakaszokat. Exon 10 esetén ez a PolyT/Poly TG régid Intron 9-ben. Ezt a régiot
specidlisan és kilon kezelik.

* A mély intronikus mutaciok esetében az SNV mellett mindkét oldalon taldlhaté 5 nukleotid is leclvasasra kerdil.

# A 20. exon 5' végén 30 nukleotidnyi szomszédos intronszekvenciat mutat ki, hogy lehetévé tegye a 3272-26A>G mutacié
kimutatasat.

** A két nagy delécidval és a PolyTG/PolyT teriiletekkel egylitt ez dsszesen 5206 pozicidt jelent.

Az eljaras midkodési elve

A TruSight cisztas fibrdzis konyvtar-el6készitési kellékek DNS-szekvenalasra szolgald konyvtarak manualis
elkészitésére szolgalnak periférias teljesvér-mintabdl. A kdnyvtar-el6készités négy f6 1épésbdl all: Hibridizalas,
extenzid-ligacid, PCR-amplifikacid és kdnyvtar-normalizalas.
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MEGJEGYZES
A cisztas fibrdzis 139 varidns vizsgalat és a cisztas fibrdzis klinikai szekvenalasi vizsgalat

kényvtar-el6készitési eljarasa megegyezik.

Konyvtar-el6készités

Vizsgalt terilet

i

2 TITI7I7700 707720007

P7 P5

A. Hibridizalas — Az elsé 1épés a hibridizalas, amely a bevitt genomikus DNS-nek a cisztas fibrézis géntél
felfelé, illetve lefelé elhelyezked6 terliletekre specifikus oligonukleotidok keverékével torténd
hibridizalasa. E folyamat végén méretszelektiv szlrével torténé haromlépéses mosasi eljarassal
eltavolitasra kerlilnek a genomikus DNS-hez nem kétédé oligonukleotidok.

B. Extenzid-ligacio — A masodik |épés, az extenzid-ligacid a vizsgalt terilettél felfelé és lefelé taldlhatd
hibridizalt oligonukleotidok 6sszekapcsolasabdl all. Egy DNS-polimeraz meghosszabbitja a vizsgalt
terilettél felfelé elhelyezkedd oligonukleotidszalat a vizsgalt teriileten keresztiil, majd ezt egy DNS-
ligaz a lefelé elhelyezkedd oligonukleotid 5' végéhez kapcsolja. Ez olyan termékek létrehozasat
eredményezi, amelyek a cisztas fibrdzis génjére specifikus oligonukleotidokat tartalmazzak az
amplifikaciéhoz szilkséges szekvenciadkkal koriilvéve.

C. PCR-amplifikacié — A harmadik Iépés a PCR-amplifikacid, az extenzids-ligacids termékek amplifikalasa
az indexszekvencidk hozzdadasara vald indexadapterekkel, amelyek a minta megsokszorozasara és a
MiSeqDx késziiléken végzett klaszterképzésre szolgalnak. Az eljaras végén a PCR-tisztitasi eljarassal a
PCR-termékek (mas néven konyvtar) tisztitasa torténik.

D. Konyvtar-normalizalds — Az utolso |épés a kbnyvtar-normalizalas, az egyes konyvtarak mennyiségének
normalizaldsa a végleges, 6sszekevert konyvtarban vald egyenld mennyiséglik biztositasara. Az eljaras
végén a konyvtarkeverék betdltése torténik a MiSeqDx késziilékbe SBS mddszerrel végzett
szekvenalas céljabdl.
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Szekvenalas

Az SBS sordn az egyes nukleotidbdazisok kimutatasa reverzibilis termindciés mddszerrel torténik, amint azok
beéplilnek a ndvekvé DNS-szalakba. Minden szekvenalasi ciklusban a nukleinsavlanchoz egy fluoreszcensen
jelolt dezoxinukleotid-trifoszfatot (ANTP) adnak hozza. A jeldlt nukleotidndl megall a polimerizacid, igy minden
egyes dNTP beépitése utan a késziilék képet készit a fluoreszcens festékrél a bazis azonositasahoz, majd egy
enzim lehasitja a festéket, lenetdvé téve a kovetkezd nukleotid beépitését. Mivel mind a négy reverzibilis
terminatorhoz k6tott dNTP (A, G, T, C) kiilonallé molekulaként van jelen, ezek versengése minimalizalja a
beépitési torzitast. A bazisok azonositasa kdzvetlenil a jelintenzitdsok mérésével térténik minden szekvenalasi
ciklusban. Az eredmény a bazisonkénti szekvencia-meghatarozas.

Adatok elemzése

Az adatok elemzésének elsd |épése az elsédleges elemzés. Ennek soran a Valds idejl elemzési (RTA) szoftver
bazisazonositast és minéségi pontszam hozzarendelését végzi. A kovetkez6 Iépés, a masodlagos elemzés az
elsédleges elemzéssel végzett bazisazonositasokat feldolgozza, és létrehozza az egyes mintakhoz tartozé
informaciokat. A Local Run Manager szoftver altal végzett masodlagos elemzés részét képezi a demultiplikalas,
a FASTQ-f4jlok létrehozasa, az illesztés, a variansok azonositdsa és a VCF-fajlok l1étrehozasa, amelyek a
referenciagenom meghatarozott helyein talalhaté variansok adatait tartalmazzak.

* Demultiplikalas — Ha a futtatas tobb mintat és indexelt leolvasast tartalmaz, ez a masodlagos elemzés elsé
[épése. A demultiplikdlds szétvalasztja az 6sszekevert mintakbdl szdrmazd adatokat a PCR-amplifikacids
Iépés soran hozzaadott egyedi szekvenciaju indexek alapjan.

* FASTQ-fajlok Iétrehozasa — A demultiplikdlds utan a Local Run Manager FASTQ formatumu kdzbensé
elemzési fajlokat hoz Iétre, ez a szekvenciak megadasara hasznalt szoveges formatum. A FASTQ-fajlok
tartalmazzak az egyes mintak leolvasasait és a hozzajuk tartozé mindségi pontszamokat, a szlrén at nem
ment klaszterek kizarasaval.

* lllesztés — Az illesztésilépésben a rendszer 6sszehasonlitja a szekvencidkat a referenciaval, hogy
azonositsa a szekvencidk kdzotti kapcsolatot, és pontszamot ad a teriiletek hasonldsdga alapjan. Az
illesztett leolvasasokat BAM formatumu fajlba irja. A Cisztas fibrdzis 139 varians vizsgalat és Cisztas fibrozis
klinikai szekvenadldsi vizsgdlat esetében a sdvos Smith-Waterman-algoritmus helyi szekvenciaillesztést
végez, hogy meghatarozza a hasonlo régidkat két szekvencia kozott.

* Variansazonositas - Ez a 1épés rogziti az egynukleotid-varidnsokat (SNV), az inzercidkat és a delécidkat
(indel), valamint az egyéb strukturalis variansokat egy szabvanyositott széveges fajlban: a
TruSightCF139VariantAssay.txt fajlban a Cisztas fibrdzis 139 varidns vizsgalat esetében vagy a
TruSightCFClinicalSequencingAssay.txt fajlban a Cisztas fibrdzis klinikai szekvenalasi vizsgalat
esetében.

Az elemzési munkafolyamatrdél tovabbi tajékoztatds az MiSeqDx késziilékre telepitett elemz&szoftver
dokumentacidjaban talalhatd. Lasd: Local Run Manager CF 139 varians 2.0 elemzési modul munkafolyamati
utmutatd (dokumentumszdm: 1000000100945). Lasd: Local Run Manager CF klinikai szekvendldsi 2.0 elemzési
modul munkafolyamati utmutaté (dokumentumszam: 1000000100946). Lasd: Local Run Manager CF 139
varians 2.0 Micro elemzési modul munkafolyamati itmutaté (dokumentumszdm: 200017946). Lasd: Local Run
Manager CF klinikai szekvenaldsi 2.0 Micro elemzési modul munkafolyamati utmutatd (dokumentumszam:
200017945).
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Az eljaras korlatai Cisztas fibrozis 139 varians
vizsgalat

In vitro diagnosztikai hasznalatra.
A Cisztas fibrdzis 139 varians vizsgalat segitségével megszerzett eredményeket a klinikai kivizsgalas
minden adatanak dsszefliggésében kell értelmezni.

A vizsgalat rendeltetése szerint a CFTR gén ismert variansainak egy bizonyos részhalmazat azonositja, de
nem tartalmazza a CFTR génben azonositott 6sszes varidnst. Konkrétan a vizsgalat csak akkor jelzi az
aminosavszintl valtozasokat, ha azok az 2 tablazat felsorolt nukleotidvaltozasokhoz kapcsolédnak. Bar
mas nukleotidszintl valtozasok is vezethetnek ugyanilyen aminosavszint(i valtozdsokhoz, ezeket a
vizsgalat nem jelzi. Ezért ha nem sikeril varians azonositasa, ez nem garantalja, hogy mas CFTR-varians
nincs jelen az elemzett mintakban.

Az ezzel a vizsgalattal azonositott variansok gyakorisaga eltéré a klilénb6z6 populaciokban.

Mint minden hibridizacidalapu vizsgalat esetén, az oligonukleotid-k&té teriileteket érinté polimorfizmusok
vagy variansok befolyasolhatjdk a vizsgalt allélokat és ezzel az azonositdsokat.

A vizsgalat nem tudja meghatarozni, hogy a PolyTG/PolyT varians cisz vagy transz iranyban van-e az R117H
varianshoz képest. Az R117H varianssal rendelkezé betegek esetében tovabbi vizsgalatot kell végezni
annak megallapitasara, hogy a klinikai fenotipust befolyasold PolyTG/PolyT varians (pl. 12-13(TG) vagy 5T)
cisz vagy transz helyzetben van-e az R117H varidnshoz képest.

A PolyTG/PolyT homopolimer régidkrél ismert, hogy a polimeraz csiszéasa miatt nehezen értelmezheték
szekvenciaalapu vizsgalatokkal. A PolyTG/PolyT eredmények 0,9%-a (4/448) helytelen azonositast: £1 TG
eltérést mutattak a Sanger-féle kétiranyu szekvendldssal 6sszehasonlitva (16 tablazat).

Az eljaras korlatai Cisztas fibrozis klinikai
szekvenalasi vizsgalat

In vitro diagnosztikai hasznalatra.

A Cisztas fibrézis klinikai szekvenaldsi vizsgalat segitségével megszerzett eredményeket a klinikai
kivizsgalds minden adatanak 0sszefliggésében kell értelmezni.

A vizsgalat a CFTR gén kdvetkez6 terlileteit szekvenalja:

— A CFTR gén 27 exonjaban taldlhato, fehérjét kddold teriletet.

— Az ezekkel szomszédos intronok 5-10 nukleotidnyi teriiletét.

— Atranszlacidra kertilé terlilet 5' és a 3' végével szomszédos, koriilbelil 100 nukleotidnyi
intronszekvenciat.
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— Két, mélyen egy intronban elhelyezked6 mutaciét (1811+1.6kbA>G, 3489+10kbC>T).
— A29.intronban taldlhat6 PolyTG/PolyT szekvenciat.
— A gén 188702 bazisparjabdl 6sszesen 5 206 poziciot/teriiletet.

* Avizsgalat szekvenadlja a CFTR gén fehérjét kodolé teriileteit és intron/exon-hatarterlileteit, azonban nem
szekvendlja az dsszes intront és mindegyik nagy deléciét. igy a teljesen vad tipust eredmény nem
garantalja, hogy a cisztas fibrdzis transzmembran konduktancia szabalyozé (CFTR) gén mas
mutacioi/variansai nincsenek jelen az elemzett mintakban.

— Avizsgadlat két meghatdrozott, nagy kiterjedés(i delécié azonositasara alkalmas: CFTRdele2,3 és

CFTRdele22,23. A vizsgalat nem képes mas nagy méretl delécidkat kimutatni vagy jelenteni. Ez a
vizsgadlat csak a legfeljebb 3 bp méretli inzerciok és delécidk kimutatdsara van hitelesitve.

* A homopolimer régiokban minden inzercié/delécié balra van igazitva, mig a HGVS szerinti elnevezésben
jobbra van igazitva. Példaul a c.313delA varians (a GAATC szekvencia kontextusaban) G-ATC delécidként
van azonositva, mig a dbSNP-ben GA-TC delécioként szerepel. Kivételt képez ezaldl a CFTR2 adatbazisban
betegséget okozdként felsorolt 135 varians (a varidans-adatbazis 2012. 10. 04-i verzidja alapjan). A
variansok csoportjaban a homopolimer régidkban taldlhato 6sszes indel jelentése megfelel a CFTR2 szerinti
varhaté elnevezésnek.'

* Avizsgalat dltal szekvendlt régidkon bellil bizonyos genomikus helyeken a deléciok kimutatasara
korlatozasok érvényesek. Az 4 tablazat tartalmazza azokat a genomikus koordinatékat, amelyeknél a
vizsgdlat nem tud delécidkat jelenteni. A vizsgalat nem tudja kimutatni azokat a delécidkat, amelyek a
korlatozas helyét tartalmazd oszlopban szereplé bazist vagy bazisokat tartalmazzak.

4 tablazat Azok a genomikus koordinatak, amelyeken nem lehet delécidkat kimutatni

CTFR gén teriilete hg19 genomikus koordinata (7. kromoszoma)
CFTR_Exon1 117120041; 117120211
CFTR_Exon3 117149091
CFTR_Exon4 117170953-117170954%*; 117171082
CFTR_Exon5 117174362
CFTR_Exon6 117175417
CFTR_Exon7 117176621
CFTR_Exon8 117180176-117180177*
CFTR_Exon9 117182126
CFTR_Exon10 117188771
CFTR_Exon11 117199544-117199545%; 117199697
CFTR_Exon12 117227802
CFTR_Exon14 117232106-117232107*; 117232466-117232467*; 117232609
CFTR_Exon17 117243705; 117243843
CFTR_Exon18 117246751
CFTR_Exon19 117250688
CFTR_Exon20 117251788
CFTR_Exon22 117267721
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CTFR gén teriilete hg19 genomikus koordinata (7. kromoszéma)
CFTR_Exon23 117282597

CFTR_Exon24 117292953

CFTR_Exon25 117304740-117304741%; 117304869
CFTR_Exon26 117305518

CFTR_Exon27 117307178

* Csak olyan delécidkat nem lehet kimutatni, amelyek mindkét itt felsorolt bazist tartalmazzak. Példaul a 8. exonban csak a
117180176 és 117180177 genomikus koordinataknal Iévé bazisokat tartalmazd, = 2 bp méretl delécidkat nem lehet
kimutatni. A 117180176 vagy 117180177 helyen tortént, egyetlen bazist érinté delécié kimutathatd.

— Haaz 4 tablazat felsorolt érintett koordinata egy homopolimer terllet balrdl elsé bazisa, akkor a
homopolimer szakaszon beliili barmely mas pozicidban bekdvetkezé delécidt nem lehet kimutatni, mivel
az nem kiilonboztethetd meg az érintett koordinatan bekdvetkez6 deléciotol.

— Avizsgalat 6sszesen 6t, a ClinVar klinikai adatbazisban (2014 decemberi verzid) felsorolt varianst nem
tud kimutatni. Ez az 6t varians a 5 tablazat talalhato. E korlatozas altal érintett variansok egyike sem
szerepel a CFTR2 adatbazisban (2012. 10. 04-i verzid). Egyik varidns esetében sem volt elérheté a
gyakorisagra vonatkozé adat.

5tablazat Ismert valtozatok, amelyeket a Cisztas fibrozis klinikai szekvenalasi vizsgalat nem detektalt

Va'riéns ClinVar azonosité CTfR gén Genomikl'ls hely (7. cDNS-név (HGVS) Fehérjeszintl név rs-azonosits
szama terlilete kromoszéma) (HGVS)

1 RCV000046424 CFTR_Exon3 117149091 c.168delA p.Glu56Aspfs rs397508269
2 RCV000046687 CFTR_Exon17 117243703-117243704* c.2775_ p.Leu926Alafs rs397508433

2776delTT
3 RCV000046688 CFTR_Exon17 117243705 c.2777delT p.Leu926Cysfs rs397508434
4 RCV000046782 CFTR_Exon19 117250690* c.3106delA p.Thr1036Profs rs397508497
5 RCV000046857 CFTR_ 117251789* €.3294delG p.Trp1098Cysfs rs397508534
Exon20

* Ezekben az esetekben az érintett koordinatak egy homopolimer régidba esnek.

* Azezzel avizsgalattal azonositott variansok gyakorisaga eltéré a kilonb6z6 populacidkban. Nem
lehetséges a CFTR gén ezzel a vizsgalattal kimutathaté 6sszes varidnskombindacidjanak validalasa. A
felhasznaldnak javasolt az Uj és ritka variansokat validalt referencia-mddszerrel megerésitenie.

* Mint minden hibridizacidalapu vizsgalat esetén, az oligonukleotid-kot6 teriileteket érinté polimorfizmusok,
mutaciok, inzercidk és delécidk befolydsolhatjak a vizsgalt allélokat és ezzel az azonositasokat.

* Azolyan 6sszetett variansokat, amelyek esetében egy delécid és egy inzercid ugyanazon a teriileten
torténik, a vizsgalat két klilonalld, egymashoz kdzel elhelyezked6 varidansként tudja jelenteni. A varians
fazisat nem értékeli a vizsgalat, és a kimutatott szekvencia tébbi lehetséges megoldasat is figyelembe kell
venni. Egy ilyen 0sszetett varidns példajat Iasd a 6 tablazat.

6 tabldzat Osszetett varians példaja

Szekvenciakontextus (referencia) GAAGAA ATT

A varians megfigyelt szekvenciaja GAAT --ATT

Vart varians GAA delécidja, T inzercidja (mindkét valtozas ugyanazon a kromoszoman)

A vizsgalat altal jelentett varidnsok SNP (G>T); Deletion of AA
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* Haegy mintaban ketténél tobb varidans azonositasa torténik, ajanlott, hogy a felhasznalé ellenérizze az
eredményt a MiSeqDx készlilék segitségével végzett szekvendlas ismételt elvégzésével friss gDNS-
kivonattal, hogy kizarhato legyen a minta keresztkontaminacioja.

MEGJEGYZES

Ketténél tobb varidns kimutatasa esetén megfontolandd a haplotipus-fazishatas
lehet&sége. A vizsgalat nem tudja meghatarozni, hogy az egyes variansok cisz vagy transz
irdnyban vannak-e mas variansokhoz képest.

* Avizsgalat nem tudja meghatarozni, hogy a PolyTG/PolyT varians cisz vagy transz iranyban van-e mas
variansokhoz képest. Az R117H varidnssal rendelkez6 betegek esetében tovabbi vizsgalatot kell végezni
annak megallapitasara, hogy a klinikai fenotipust befolyasold PolyTG/PolyT varians (pl. 12-13(TG) vagy 5T)
cisz vagy transz helyzetben van-e. A PolyTG/PolyT homopolimer régidkrél ismert, hogy a polimeraz
csuUszasa miatt nehezen szekvenalhatok.

A termék osszetevoi

A(z) TruSight cisztas fibrdzis készlet a kbvetkez6 komponensekbdl all:

* TruSight cisztas fibrozis konyvtar-elékészitési kellékek, (Cikkszam: 20036925)

Szallitott reagensek

A TruSight cisztas fibrdzis konyvtar-el6készitési kellékek esetében a reagenseket a lllumina biztositja. A készlet
1-4 hasznalathoz, készletenként legfeljebb 96 mintdhoz elegendé.

7 .

TruSight cisztas fibrozis konyvtar-el6készitési
kellekek, 1 doboz, 20036244

Az 1. doboz reagenseit fagyasztva szallitjak, és -25°C és -15°C kozo6tti hémérsékleten tarolva stabilak. A
reagensek a megadott lejarati datumig legfeljebb hat fagyasztasi-felolvasztasi cikluson at stabilak.

7 tablazat 1A doboz, amplifikacio el6tti reagensek, 20036207

Toltési

Komponens Darab térfogat Hatéanyagok Tarolas
Cisztas fibrozis oligonukleotid- 1cs6 600 pl A CTFR gént megcélzo oligonukleotidokat -25°C és -15 °C kozott
keverék tartalmazo pufferelt vizes oldat.
Hibridizacios puffer 1csé 4,32 ml Sodkat és formamidot tartalmazo pufferelt -25°C és -15 °C kozott
vizes oldat.
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Komponens Darab TOItESI Hatéanyagok Tarolas
térfogat
Extenzids-ligacios keverék 1cs6 4,8ml DNS-polimerazok, DNS-ligdz és dNTP-k -25°C és -15 °C kozott

jogvédett Osszetételli keverékét tartalmazo
pufferelt vizes oldat

2.index primerei: (A501-A508) 1 csé/primer 192 pl PCR-primerek indexszekvencidkkal és -25°C és -15 °C kozott
szekvenalasi adapterekkel.

1. index primerei: (A701-A712) 1 cs6/primer 128 pl PCR-primerek indexszekvencidkkal és -25°C és -15 °C kozott
szekvenalasi adapterekkel.

PCR-polimeraz 1cs6 56 pl Jogvédett DNS-polimeraz. -25°C és -15 °C kozott

PCR Master Mix 1csé 2,8 ml Sokat és dNTP-t tartalmazo pufferelt vizes -25°C és -15 °C kozott
oldat.

8 tablazat 1B doboz, amplifikacié utan hasznalatos reagensek, 20036208

Komponens Darab Toltési térfogat Hatéanyagok Tarolas

Konyvtar-normalizalasi 1csé 4,6 ml Sdkat, 2-merkaptoetanolt és formamidot -25°C és -15 °C kozott

higitészer tartalmazo pufferelt vizes oldat.

Kényvtarhigitasi puffer 1csé 4,5ml Pufferelt vizes oldat. -25°C és -15 °C kozott

PhiX bels6 kontrollkonyvtar 1cs6 10l PhiX genomikus DNS-t tartalmazd pufferelt vizes ~ -25 °C és -15 °C kdzott
oldat.

V4 .

TruSight cisztas fibrdzis konyvtar-elékeszitési
kellékek, 2. doboz, 20036209

A 2. doboz reagensei kdrnyezeti hémérsékleten kerlilnek szallitésra, és 15 °C és 30 °C kdzo6tt tarolva a
feltlintetett lejarati id6ig stabilak.

9 tablazat 2. doboz, amplifikacio elétti reagensek
Komponens Darab Toltési térfogat Hatoéanyagok Tarolas

Sz(ir6lemez 4 lemez Nem Polipropilén mikrolemez mdédositott 15 °C és 30 °C kozott
alkalmazhaté poliéterszulfon-membrannal.

10 tablazat 2. doboz, amplifikacid utani reagensek

Toltési térfogat

Komponens Darab (ml) Hatéanyagok Tarolas
Ellcids puffer 1csé 4,8 Pufferelt vizes oldat 15 °C és 30 °C kozott
Koényvtartarold puffer 1csé 3,5 Pufferelt vizes oldat 15 °C és 30 °C koz6tt

V4 °

TruSight cisztas fibrdzis kdnyvtar-el6készitési
kellekek, 3. doboz 20036250

A 3. doboz reagensei hiitve kerlilnek szallitasra, és 2 °C és 8 °C kdz0tt tarolva a feltlintetett lejarati id6ig
stabilak.
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11tdbldzat 3A doboz, amplifikacio el6tti reagensek, 20036251

Toltési térfogat
Komponens Darab (mi) 9 Hatéanyagok Tarolas

Erételjes mosopuffer 10lveg 24 Sokat, 2-merkaptoetanolt és formamidot 2 °C és 8 °C kozott
tartalmazo pufferelt vizes oldat.

Universal Wash Buffer 1cs6 4,8 Sdékat tartalmazé pufferelt vizes oldat. 2 °C és 8 °C kozott

12 tadblazat 3B doboz, amplifikdcié utan hasznalatos reagensek, 20036245

Komponens Darab Toltési Hatéanyagok Tarolas
P térfogat (ml) vag

PCR-tisztité gyongyok 1cs6 5 Szilard fazisu paramagneses gyéngyodket és 2 °C és 8 °C kozott
polietilén-glikolt tartalmazé pufferelt vizes
oldat.

Koényvtar-normalizalasi 2 cs6 4.8 Sokat, 2-merkaptoetanolt és formamidot 2 °C és 8 °C kozott

mosdszer tartalmazé pufferelt vizes oldat.

Konyvtargyongyok 1cs6 1,2 Szilard fazisu paramagneses gyéngyoket 2 °C és 8 °C kozott

tartalmazo pufferelt vizes oldat.

Szukséges, de nem szallitott reagensek

Amplifikacio el6tt hasznalatos reagensek

* 10 N NaOH (készitse tablettakbdl vagy standard oldatbdl)
* TE-puffer

* RN-3az-/DN-az-mentes viz

Amplifikacio utan hasznalatos reagensek

* 10 N NaOH (készitse tablettakbdl vagy standard oldatbdl)
* 100%-o0s, molekularis bioldgiai hasznalatra szolgald etanol (EtOH)
* TE-puffer

* RN-34z-/DN-az-mentes viz

MiSegDx reagensek

* MiSeqDx Reagent Kit v3 (kataldgusszam: 20037124) vagy MiSeqDx Reagent Kit v3 Micro (kataldgusszam:
20063860)

*  5%-0s natrium-hipoklorit

* Tween 20
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* Laboratériumi minéségu viz

Tarolas és kezelés

1. A szobah&mérséklet a 15 °C és 30 °C kdzotti hdmérsékletet jelenti.

2. A Hibridizaciés puffer, a Erételjes mosdpuffer és a Konyvtar-normalizalasi higitdszer reagensek lathato
csapadékokat vagy kristalyokat képezhetnek. Hasznalat elétt a reagenst alaposan vortexelje, majd
megtekintéssel ellenérizze, hogy nincs csapadék.

3. A PCR-tisztité gyongyok és a Konyvtargyongyok kezelésekor kdvesse az aldbbi bevalt gyakorlatokat:
— A gyongyoOket soha nem szabad fagyasztani.
— Hagyja, hogy a gyongyok elérjék a szobahémérsékletet.

— Kozvetlenil a hasznalat el6tt vortexelje a gyongydket, amig nem szuszpendalddnak, és a szinlik
homogén nem lesz.

— A gybngyok hozzaadasa utan a minta alapos 6sszekeveréséhez pipettazza 10-szer fel és le. A mintak
O0sszekeveréséhez haszndlhato razé késziilék.

— A gydngyok és a mintak keverékét inkubalja szobahémérsékleten a teljes megadott idétartamig.

— A magneses allvany hasznalatakor kdvesse az utasitasokat. Felszivas el6tt varja meg az oldat
kitisztulasat. A felliliszo lassu leszivasa kdzben tartsa a lemezt a magneses allvanyon, és ligyeljen arra,
hogy ne zavarja fel az elvalt gyéngyoket.

4. Ne fagyassza le a Konyvtargydngyok-t, és ne keverje 0ssze a Konyvtar-normalizalasi higitdszer-val, ha nem
hasznalja fel azonnal.

Eszkdzok és anyagok

KUlon szallitott berendezések és anyagok

* MiSeqDx késziilék, Kataldgusszam: DX-410-1001

* TruSeqindexlemez-rogzitékészlet, cikkszam: FC-130-1005

* TruSeqindexlemez-rogzit6- és -peremkészlet, cikkszam: FC-130-1007
* Indexadapter-cserekupakok, cikkszam: DX-502-1003

* MiSeqcs6, kataldgusszam: MS-102-9999
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Szukséges, de nem szallitott eszk6zok és anyagok

Amplifikacié el6tti berendezések és anyagok

* Ft6éblokk — Egy 96 Uregli lemezhez valé flitéblokk szlikséges. A flitott fedell flitéblokkok hasznalata
elfogadhatd. A hibridizacios |épéshez nem javasolt aktiv hlitéses inkubator vagy flitéblokk (példaul Peltier,
termoelektromos h(itési) hasznalata. A passziv lehlilési |épés donté jelentéségli a megfelel6
hibridizaciohoz. A fitéblokknak meg kell felelnie az alabbi teljesitményspecifikacioknak:

— Hémérséklet-tartomany: Kornyezeti hémérséklet +5°C és 99°C kozott
— H6émérséklet-szabalyozas: +0,1°C 37°C-on; +0,4°C 60°C-on

* Mintainkubator — Egy inkubator (hibridizacids kemence) sziikséges. Az inkubatornak meg kell felelnie az
aldbbi teljesitményspecifikacidknak:
— H6émérséklet-tartomany: Kérnyezeti hémérséklet +10°C és 100°C kozott
— Hémérséklet-szabalyozas: +0,2°C

* Asztali centrifuga — Egy 20 °C hémérséklet fenntartasara alkalmas hémérséklet-szabalyozott asztali
centrifuga sziikséges. Kiilon centrifuga sziikséges az amplifikacié utani teriileten. Barmilyen

lemezcentrifuga elfogadhatd, amelybe behelyezheté egy szlréegységgel ellatott 96 Ureg(li lemez, és
alkalmas a protokollban megadott sebességeken (280-2400 x g) valé mikodésre.

* Precizios pipettak — Egy precizids pipettakészlet szilkséges. Egy masik készlet sziikséges az amplifikacid
utani terdleten. A precizids pipettak haszndlata a reagensek és mintak pontos adagolasanak biztositasahoz
sziikséges. Egycsatornds vagy tobbcsatornas pipettak is hasznalhatdk, ha azokat rendszeresen kalibraljak,
és a pontossaguk megadott térfogat 5%-an bell van.

* Fogyodeszkozok — A kdvetkez6 fogydeszkdzok sziikségesek:
— 96 Uregl peremes PCR-lemezek, 0,2 ml, polipropilén vagy azzal egyenérték
— 96 lregU taroldlemezek, 0,8 ml (MIDI-lemezek)
— Oldatkad, PVC, DNAZ- és RN-4z-mentes (valyu)
— Ontapadds aluminium zaréfélia
— Megfelel§, PCR-lemezhez valé zaréfdlia
— Aeroszolallo pipettahegyek

— Kupos csovek, 15 ml
Amplifikacié utani berendezések és anyagok

* Inkubator - Egy inkubator sziikséges. Az inkubatornak flitott fedéllel kell rendelkeznie, és a kdvetkez6
teljesitményspecifikacidknak kell megfelelnie:

— Hémérséklet-szabalyozasi tartomany: 4°C és 99°C kozott
— Ellen6rzési pontossag: +0,25°C 35°C és 99°C kozott
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* Mikrolemezrazo - Egy mikrolemezrazé szilkséges az amplifikacid utani laboratériumi teriileten. A
lemezrazdnak meg kell felelnie a kdvetkez6 teljesitményspecifikacidknak:

— Maximalis keverési sebesség: 3000 rpm
— Keverési sebesség tartomanya: 200 rpm - 3000 rpm
* Asztali centrifuga — Egy 20 °C hémérséklet fenntartasara alkalmas asztali centrifuga sziikséges. Kiilon

centrifuga sziikséges az amplifikacio el6tti terlileten. Barmilyen lemezcentrifuga elfogadhatd, amely
alkalmas a protokollban megadott sebességeken (280-2400 x g) valé mikoddésre.

* Ft6éblokk — Egy csévekhez vald flitéblokk sziikséges. A flitéblokknak meg kell felelnie az alabbi
teljesitményspecifikaciéknak:
— Hémérséklet-tartomany: Kornyezeti hémérséklet +5°C és 99°C kozott
— Hémérséklet-szabalyozas: +0,1°C 37°C-on; +0,4°C 60°C-on

* Magneses allvany — Egy 96 csdves lemezhez vald magneses allvany szikséges. Jobb teljesitmény
tapasztalhatd, ha a magnesek az dllvany oldalan, nem pedig az aljan helyezkednek el.

* Precizids pipettak — Eqy precizids pipettakészlet sziikséges. Egy masik készlet szilkséges az amplifikacid
elétti teruleten. A precizids pipettak hasznalata a reagensek és mintak pontos adagolasanak biztositasahoz

sziikséges. Egycsatornds vagy tobbcsatornas pipettadk is hasznalhatdk, ha azokat rendszeresen kalibraljak,
és a pontossaguk megadott térfogat 5%-an bell van.

* Asztali centrifuga — Mikrocentrifuga-csovek befogadasara alkalmas, 20 °C-os h6mérséklet tartdsara
alkalmas hémérséklet-szabalyozott centrifuga sziikséges. Barmilyen centrifuga elfogadhaté, amely
alkalmas a protokollban megadott sebességeken (280-1000 x g) valé miikddésre.

* Fogyodeszkozok — A kovetkez6 fogydeszkdzok sziikségesek:
— 96 Uregl peremes PCR-lemezek, 0,2 ml, polipropilén vagy azzal egyenértékd

— 96 Uregd taroldlemezek, 0,8 ml (MIDI-lemezek)

MEGJEGYZES
Ugyeljen arra, hogy a 96 Ureg(i lemez kompatibilis legyen a magneses allvannyal.

— Kupos csoévek: 15 ml és 50 ml

— Microcentrifuga-csovek (ajanlott a csavaros fedeld)
— 8 csdves PCR csikok

— Oldatkadak, PVC, DN-az- és RN-az-mentes (valyu)
— Ontapadds aluminium zaréfélidk

— Egyszer hasznalatos 6ntapadds lemezfdliak

— Aeroszolallo pipettahegyek
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Mintavétel, -szallitas és -tarolas

VIGYAZAT!

Minden mintat potencidlisan fert6z6 anyagként kell kezelni.
* Haszndlhatok K2EDTA-cs8be levett teljesvér-mintak.

* Ateljesvér-mintak legfeljebb 7 napig tarolhatdk szobahémérsékleten, legfeljebb 30 napig 2 °C és 8 °C
kozo6tt vagy 30 napig -25 °C és -15 °C kozott.
* Ateljes vért legfeljebb 7 napig szallitsa szobahémérsékleten, 30 napig 2 °C és 8 °C kodz6tt, vagy 30 napig,

ha -25 °C és -15 °C kdzott fagyasztjak. A teljes vér szallitdsanak meg kell felelnie az etioldgiai szerek
szallitasara vonatkozo orszagos, szovetségi, allami és helyi el6irasoknak.

* Nem tapasztaltak a vizsgalat teljesitményének romladsat, ha a genomikus DNS-en 6 lefagyasztasi-
felolvasztasi ciklust végeztek.

* Nem tapasztaltak a vizsgalat teljesitményének romlasat, ha a vérmintaban magasabb koncentracidban volt
jelen bilirubin, koleszterin, triglicerid, EDTA vagy hemoglobin.

Figyelmeztetések és dvintézkedések

A FIGYELEM!

Az USA szbvetségi torvényei szerint e készlilék csak orvos vagy az illeté allamban jévahagyott
szakember altal vagy rendelvényére arusithato.

VIGYAZAT!
Minden mintat potencialisan fert6z6 anyagként kell kezelni.
VIGYAZAT!

Ezek a reagensek potencidlisan veszélyes vegyszereket tartalmaznak. Belélegzésiik, lenyelésiik, bérrel vald
érintkezésiik és szembe kerilésiik esetén személyi sériilést okozhatnak. Viseljen védéfelszerelést, igy
védbszemiiveget, kesztyl(it és laborkdpenyt a kockdzat mértékének megfeleléen. A hasznalt reagenseket
vegyi hulladékként kezelje, és a regionalis, orszagos és helyi torvényeknek és eléirasoknak megfeleléen
artalmatlanitsa. Tovabbi kdrnyezetvédelmi, egészségligyi és biztonsagi informacidkért tekintse meg a
kovetkez6 cimen elérhetd biztonsagi adatlapot a termékkddra rakeresve: support.illumina.com/sds.html.
(Tovabbi informaciokért Iasd: Szdllitott reagensek a(z) 13. oldalon.)

* Avizsgalat egyes 0sszetevdi redukaldszerként 2-merkaptoetanolt tartalmaznak. Belélegzésiik, lenyelésiik,
bérrel vald érintkezésiik és szembe kerlilésik esetén személyi sériilést okozhatnak. Hasznalja jol szell6z6
helyiségben, és az edényeket és a nem hasznalt 6sszetevéket a hatalyos orszagos eléirasoknak
megfeleléen artalmatlanitsa. Tovabbi kdrnyezetvédelmi, egészségligyi és biztonsagi informacidkért
tekintse meg a kdvetkez6 cimen elérhetd biztonsagi adatlapot a termékkddra rakeresve:
support.illumina.com/sds.html. (Tovabbi informacidkért lasd: Szdllitott reagensek a(z) 13. oldalon.)
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* Avizsgalat egyes 0sszetevdi formamidot tartalmaznak; ez egy alifas amid, amely valdszinlleg toxikus
hatast gyakorol a reprodukcids szervekre. Belélegzésiik, lenyelésiik, bérrel vald érintkezésiik és szembe
keriléslik esetén személyi sériilést okozhatnak. Viseljen védéfelszerelést, igy véddszemiiveget, keszty(it
és laboratériumi kdpenyt. A hasznalt reagenseket vegyi hulladékként kezelje, és a hatdsagi biztonsagi
el6irasoknak megfeleléen artalmatlanitsa. Tovabbi kérnyezetvédelmi, egészségligyi és biztonsagi
informacidkért tekintse meg a kovetkezd cimen elérhetd biztonsagi adatlapot a termékkddra rakeresve:
support.illumina.com/sds.html. (Tovabbi informacidkért l1asd: Szdllitott reagensek a(z) 13. oldalon.)

* Atermékkel kapcsolatos sulyos eseményeket haladéktalanul jelentse a lllumina vallalatnak és a felhasznald
és/vagy a paciens lakhelye szerinti tagallam illetékes hatdsaganak.

* Minden mintat potencialisan fert6z6 anyagként kell kezelni.

* Azeljarasok kovetésének elmulasztasa hibas eredményeket vagy a minta minéségének jelentés romlasat
okozhatja.

* Haszndlja arutinszer(i laboratériumi dvintézkedéseket. Ne pipettdzzon szdjjal. Ne étkezzen, igyon vagy
dohanyozzon a munkateriletként megjeldlt terlileteken. A minték és a vizsgalati reagensek kezelésekor
viseljen eldobhatd keszty(it és laborkdpenyt. A mintak és a vizsgalati reagensek kezelését kovetéen
alaposan mosson kezet.

* Ne hasznalja a vizsgalat 0sszetevdit a doboz cimkéjén feltlintetett lejarati datum utan. Ne hasznaljon
kiilénb6z6 tételbe tartozo vizsgalati komponenseket. A tétel a vizsgdlat dobozanak cimkéjén van
feltintetve.

* A mintak vagy reagensek lebomlasanak megel6zéséhez ligyeljen arra, hogy a protokoll megkezdése elétt
az 0sszes natrium-hipoklorit géz teljesen eltdvozzon.

* Megfeleld laboratériumi gyakorlat és jo laboratdriumi higiénia sziikséges annak megel6zéséhez, hogy a
PCR-termékek szennyezzék a reagenseket, az eszkdzoket és a genomikus DNS-mintakat. A PCR-
termékekkel valoé szennyezédés pontatlan és megbizhatatlan eredményeket okozhat.

* A szallitott reagensek fizikai jellemz8inek a megvaltozasa az anyagok romlasat jelezheti. Ne hasznaljon
olyan reagenst, amelynek a fizikai jellemz6i megvaltoznak (példaul a szine jol lathaté médon megvaltozik,
vagy mikrobioldgiai szennyez6désre utald zavarossag lathatd).

* Aszennyez&dés elkeriilése érdekében fizikailag valassza el az amplifikacid el6tti és az azutani teriileteket,
és a két terlleten kiilon készlilékek legyenek (példaul pipettak, pipettahegyek, vortexels és centrifuga).

* Kerllje el a keresztszennyez6dést. Az egyes mintak kozott és az egyes reagensek kozott hasznaljon U
pipettahegyeket. Keverje 0ssze a mintakat pipettaval, illetve centrifugdlja a lemezt, ha az van megadva. Ne
vortexelje a lemezeket. Az aeroszolalld pipettahegyek hasznalata csokkenti az amplikonok atvitelét és az
egyes mintak kozotti keresztszennyezédést.

* Azindex-minta parositasnak meg kell egyeznie az MiSeqDx késziiléken végzett futtatashoz megadott
mintaadatokkal. A mintaadatok és a lemezelrendezés kdzotti eltérés esetén nem torténik meg a pozitiv
mintak azonositasa, és a rendszer helytelen eredményeket jelent.

* A mosasilépésekhez mindig frissen készitsen 80%-0s etanololdatot. Az etanol vizet vehet fel a leveg6bdl,
ami befolyasolhatja az eredményeket.
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* A magnesallvanyon elvégzett Iépés utan tartsa be a megadott szaradasi idét, hogy biztositsa az etanol
teljes mérték elparolgdsat. A megmaradt etanol befolydsolhatja a késébbi reakcidk teljesitményét.

* Avizsgalat 6sszetevéit a megadott hémérsékleten, a kijelolt amplifikacio elétti vagy amplifikacid utani
terlleten tarolja.

* Az 1.doboz 6sszetevdinek toébbszori (legfelijebb 6-szori) fagyasztasa és felolvasztasa nem veszélyeztetia
vizsgalat integritasat.

* Ne keverje 0ssze taroldshoz a Cisztas fibrdzis oligonukleotid-keverék-t és a Hibridizacios puffer-t. Ezek
O0sszekeverése esetén a Cisztas fibrozis oligonukleotid-keverék instabilla valik, még akkor is, ha fagyasztva
taroljak.

* Anhibridizacids Iépéshez nem javasolt aktiv hiitéses inkubator (példaul Peltier, termoelektromos h(ités)
hasznalata. A passziv leh(lési Iépés donté jelentdségl a megfeleld hibridizacidhoz.

* Hasznadlat el6tt mindig tegye a PCR-polimerdz-t a PCR Master Mix-be. Ne tarolja az 6sszeallitott
fékeveréket.

* Akoényvtar-normalizalasi lépés soran rendkiviil fontos a kdnyvtargyongyoket tartalmazé pellet
reszuszpenddldsa. Ez elengedhetetlen fontossagu ahhoz, hogy az MiSeqDx készlilék dramldsi cellaban
konzisztens klaszters(r(iség alakuljon ki.

* Akonyvtar-normalizalasilépés soran tartsa be a megadott inkubacids idéket. A nem megfeleld inkubacid
befolyasolhatja a konyvtarak reprezentacidjat és a klaszters(rlséget.

* Alemezek kdzo6tti atvitelek szama és az ezzel jaré szennyezédések veszélye miatt forditson kiilonds
gondot arra, hogy az liregek tartalma az liregen beliil maradjon. Ugyeljen, hogy a folyadékok ne
loccsanjanak ki.

* Azajanlott 250 ng bemeneti DNS-mennyiség lehetévé teszi a mennyiség valtoztatasat. A bemeneti
mennyiség befolyasolja a vizsgalat teljesitményét.

* Avizsgalati jelentésben a No Call (Sikertelen azonositas) jeldléssel ellatott mintavariansok azt jelzik, hogy a
varians pozicidjara vonatkozé adatok nem feleltek meg a meghatarozott szekvenaldsi hatarértékeknek. Ne
jelentse a No Call (Sikertelen azonositas) megjel6lési variansokat, kivéve, ha az ismételt vizsgalat a No Call
(Sikertelen azonositas) helyett a meghatarozott hatarértékeknek megfeleld értékeket eredményez.

Roviditések

13 tablazat TruSight cisztas fibrdzis konyvtar-el6készitési kellékek Roviditések

Rovidités Definicié
AMP AMplification Plate
CLP CLean-up Plate
DAL Diluted Amplicon Library
FPU Filter Plate Unit
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Rovidités Definicio
HYB HYBridization Plate
LNP Library Normalization Plate
NTC No Template Control
PAL Pooled Amplicon Library
SGP StoraGe Plate

Tovabbiinformacioforrasok

Az lllumina weboldalan a TruSight cisztas fibrdzis tdmogatdsi oldalakon szoftverek, képzési anyagok,
termékkompatibilitasi informaciok és az aldbbi dokumentacid taldlhaté. A legfrissebb verzidkért minden
esetben ldtogasson el a tdmogatasi oldalakra.

Informéacioforras Leiras

Local Run Manager CF 139 varidns 2.0 elemzési modul A CF 139 varidns 2.0 elemzési modul szekvenaldsi és elemzési paraméterei
munkafolyamati tmutatd (dokumentumszam: bedllitdsara vonatkozo utasitdsokat tartalmazza.

7000000100945)

Local Run Manager CF klinikai szekvenaldsi 2.0 elemzési A CF klinikai szekvenalasi 2.0 elemzési modul szekvenalasi és elemzési
modul munkafolyamati utmutaté (dokumentumszam: paraméterei beallitdsara vonatkozd utasitasokat tartalmazza.
7000000100946)

Local Run Manager CF 139 varidns 2.0 Micro elemzési A CF 139 varidns 2.0 Micro elemzési modul szekvenaldsi és elemzési paraméterei
modul munkafolyamati utmutaté (dokumentumszam: bedllitdsara vonatkozo utasitdsokat tartalmazza.

200017946)

Local Run Manager CF klinikai szekvenaldsi 2.0 Micro A CF klinikai szekvendlasi 2.0 Micro elemzési modul szekvenalasi és elemzési
elemzési modul munkafolyamati utmutato paraméterei bedllitdsara vonatkozd utasitasokat tartalmazza.

(dokumentumszam: 200017945)

Az MiSeqDx készliiléken futd Local Run Manager szoftver Az MiSeqDx készliléken a futtatds Iétrehozdsdra, az allapot kdvetésére, a
referencia-utmutatdja (dokumentumszam: szekvenaldsi adatok elemzésére és az eredmények megtekintésére vonatkozé
1000000011880) utasitasokat tartalmazza.

MiSeqDx készlilék referencia-ttmutatd az MOS v2-héz Az MiSeqDx készlilék bedllitdsara és a szekvenaldsi futtatdsokra vonatkozo
(dokumentumszdm: 1000000021961) utasitédsokat tartalmaz, beleértve az MiSeqDx készlilék karbantartasi eljarasait is.

Az eljarassal kapcsolatos megjegyzések

* Alllumina megkdveteli, hogy minden futtatas alkalmaval egy pozitiv kontroll DNS minta és egy negativ
kontroll (NTC = nincs kontrollminta-sablon) is feldolgozasra kertiljén. Ez parhuzamos feldolgozasu
mintakészletként hatarozhatd meg. A pozitiv kontrollként szolgald DNS-mintanak jol jellemzett, a CFTR egy
vagy tobb ismert varidnsat tartalmazé mintanak kell lennie. lllumina esetében vad tipusu kontroll hasznalata
javasolt. A vad tipusu kontrollt a mintak k6zott kell futtatni, nem pedig a pozitiv vagy a negativ kontroll
helyett.

* Avizsgalat 6sszetevdit a megadott hémérsékleten, a kijelolt amplifikacio el6tti vagy amplifikacié utani
terlleten tarolja.
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* Az 1.doboz 6sszetevdinek tobbszori (legfeljebb 6-szori) fagyasztasa és felolvasztasa nem veszélyeztetia
vizsgdlat integritasat.

Minta-el6készités

A Cisztas fibrdzis 139 varidns vizsgalat vagy a Cisztas fibrdzis klinikai szekvenalasi vizsgalat megkezdése elbtt,
nyerje ki és szamszer(sitse a teljes vérbél szarmazoé DNS-t.

* Hasznalhatd barmilyen hitelesitett DNS-kivonasi médszer.

* A DNS mennyiségének meghatarozasat spektrofotométerrel kell végezni. Gy6z6djén meg arrdl, hogy a
DNS-minta A260/A280 értéke > 1,5. Normalizalja a DNS-mintat 50 ng/ul koncentracidra. Minden mintdhoz 5
Ml genomikus DNS (6sszesen 250 ng) sziikséges.

Mintafeldolgozasi teljesitmény

A Cisztas fibrdzis 139 varians vizsgalat és a Cisztas fibrdzis klinikai szekvenaldsi vizsgalat esetében a
mintadteresztd képesség 24-96 minta lehet a MiSeqDx Reagent Kit v3 segitségével és 24-36 minta a MiSeqDx
Reagent Kit v3 Micro segitségével. A PCR-amplifikacié sordn hasznalt indexprimereket a kivant végsé
mintafeldolgozasi teljesitmény alapjan kell kivalasztani, hogy minden kényvtarnak egyéni indexkombinacidja
legyen.

MEGJEGYZES
A 24-nél kevesebb mintaval torténd futtatast a lllumina nem validalta.

Konyvtar-el6készitési munkafolyamat

A kdvetkez6 dbra a konyvtar-el6készitési munkafolyamatot mutatja be a Cisztas fibrdzis 139 varians vizsgalat
és a Cisztas fibrdzis klinikai szekvenalasi vizsgalat esetében. Az amplifikacié el6tti [épések a kovetkezdk: Az
oligonukleotid-keverék hibridizalasa, a nem kotott oligonukleotidok eltavolitdsa és a kdtott oligonukleotidok
extenzidja és ligacidja. A PCR-amplifikacio 1épésénél a PCR-lemez el6készitése az amplifikacid el6tti terlileten
torténik, mig a hémérséklet-szabalyozo inkubatorban torténd PCR az amplifikdcid utani terlileten torténik. Az
amplifikacid utani Iépések a kdvetkezdk: PCR-tisztitas, valamint kdnyvtar-normalizalas és keverékkészités.

A lépések kozott jelezve vannak a biztonsagos megszakitasi pontok.
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14bra Cisztas fibrdzis 139 varidns vizsgalat és Cisztas fibrdzis klinikai szekvenalasi vizsgalat konyvtar-
el6készitési munkafolyamat

Az oligonukleotid-keverék
hibridizaldsa

Munkaidé: 15 perc l\lllznraid{)'izo sE
Inkubécié: 80 perc Feldolgozas: 30 perc
Reagensek
Cystic Fibrosis Oligo Pool Elution Buffer
Hybridization Buffer ’ PCR Clean-Up Beads
Kimenet EtOH
HYB lemez ‘/’1\
l L LNP-lemez /,,[\
Nem kotott oligonukleotidok l ﬁ
eltdvolitasa
Munkaid8: 20 perc
Reagensek
Stringent Wash Buffer
Universal Wash Buffer Munkaid8: 30 perc
Kimenet Feldolgozas: 50 perc
FPU lemez
Library Normalization Diluent
l Library Beads
Library Normalization Wash
Library Storage Buffer
Kotott oligonukleotidok Library Dilution Buffer
e EtOH
extenzidja és ligacidja
e NaOH
Munkaid§: 5 perc
Inkubdcio: 45 perc DAL-csévek
Reagensek AENS 1\
Extension-Ligation Mix Nt
Kimenet ﬁ
FPU lemez
PCR-rel végzett amplifikacid
Munkaid6: 30 perc
Ciklus ideje: 90 perc .
Reagensek
PCR Master Mix

PCR Polymerase
Index Primers
NaOH
Kimenet
AMP-lemez /- 1\

Hasznalati Utmutato

A TruSight cisztas fibrdzis kdnyvtar-el6készitési kellékek két vizsgalatot tamogat, a Cisztas fibrdzis 139 varians
vizsgalat és a Cisztas fibrozis klinikai szekvenalasi vizsgalat vizsgalatokat, amelyek a MiSeqDx Reagent Kit v3
(24-96 minta nem mikroanalizis modulokkal) vagy MiSeqDx Reagent Kit v3 Micro a (24-36 minta mikroanalizis
modulokkal) segitségével futtathatdk. A TruSight cisztas fibrézis munkafolyamat a vizsgalat kivalasztasabdl, a
konyvtar-el6készitésbdl, a szekvenalasbol és a futtatas utani mosasbal all. Az elérheté munkafolyamatokkal
kapcsolatos tovabbi informaciokért lasd az aldbbi tablazatot.
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Vizsgalat kivalasztasa Atviteli teljesitmény Szekvenalasi reagens Elemzési modul
Cisztas fibrozis klinikai szekvenaldsi vizsgalat 24-36 MiSeqDx Reagent Kit v3 Micro CF klinikai szekvenalds 2.0 Micro
24-96 MiSeqDx Reagent Kit v3 CF klinikai szekvenalas 2.0
Cisztas fibrozis 139 varians vizsgalat 24-36 MiSeqDx Reagent Kit v3 Micro CF 139 varians 2.0 Micro
24-96 MiSeqDx Reagent Kit v3 CF 139 varians 2.0

A vizsgalat kivalasztasa és a futtatas beallitasa

* A Cisztas fibrdzis 139 varians vizsgalat haszndlata esetén 1dsd: A Local Run Manager CF 139 varians 2.0
elemzési modul haszndlata a(z) 25. oldalon.

— A TruSight cisztas fibrozis 139-Variant 2.0 Micro elemzési modul hasznalatara vonatkozo utasitasokat is
ezen az oldalon taldlja. Ebben az esetben ligyeljen arra, hogy a futtatas létrehozasakor a CF 139-
Variant 2.0 Micro lehet6séget valassza ki, ne pedig a CF 139-Variant 2.0 lehet&séget.

* A Cisztas fibrézis klinikai szekvendlasi vizsgalat haszndlata esetén lasd: A Local Run Manager CF klinikai
szekvenaldsi 2.0 elemzési modul haszndlata a(z) 27. oldalon.

— A TruSight cisztas fibrézis klinikai szekvenalasi 2.0 Micro elemzési modul haszndlatdra vonatkozd
utasitasokat is ezen az oldalon taldlja. Ebben az esetben ligyeljen arra, hogy a futtatas Iétrehozasakor a
CF klinikai szekvenalasi 2.0 Micro lehet6séget valassza ki, ne pedig a CF klinikai szekvenalas 2.0
lehetéséget.

A Local Run Manager CF 139 varians 2.0 elemzési modul
hasznalata

Paraméterek beallitasa

1. Jelentkezzen be ide: Local Run Manager.
2. Vdlassza a Create Run (Futtatds Iétrehozdsa), majd a CF 139 varidns 2.0 lehet6séget.

3. irja be a futtatds nevét, amely azonositja a futtatast a szekvendldstdl az elemzésig.
Hasznaljon alfanumerikus karaktereket, szokozoket, alahlizasokat vagy kotéjeleket (legfeljebb 40 karakter).

4. [Valaszthato] Adja meg a futtatas leirasat.
Hasznaljon alfanumerikus karaktereket, szokdzoket, alahuzasokat vagy kotéjeleket (legfeljebb 150
karakter).

5. Adjameg a konyvtar-el6készitési készlet tételszamat és lejarati datumat.
Mintak megadasa a futtatashoz

Adja meg a futtatasban szerepl6é mintakat az aldbbi lehetéségek egyikével:

* Enter samples manually (Mintdk manualis bevitele) — A Create Run (Futtatds Iétrehozdasa) képerny6 aljan
talalhatd Ures tablazat hasznalataval. A javasolt mintaliregek ki vannak emelve.
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* Import samples (Mintak importalasa) — Egy kiilsé, vesszdével elvalasztott értékek (*.csv) formatumu fajl
megkeresésével. Egy sablon letdlthet6 a Create Run (Futtatas létrehozasa) képernydn.

Mintak manualis bevitele

1. Adjon meg egy egyedi mintanevet a Sample Name (Mintanév) mezé&ben.

Hasznaljon alfanumerikus karaktereket, kot6jeleket vagy alahuzasokat (legfeljebb 40 karakter).
2. Pozitiv és negativ kontrollmintak kivalasztasahoz kattintson a jobb gombbal.

A mentéshez a futtatasnak legaldbb egy pozitiv és egy negativ kontrollt kell tartalmaznia.
3. [Opcionalis] Adja meg a minta leirasat a sample description (minta leirdsa) lapon.

Hasznaljon alfanumerikus karaktereket, kdt6jeleket vagy alahuzasokat (legfeljebb 50 karakter).
4. [Opcionalis] Valasszon ki egy Index 1 adaptert az Index 1 (i7) legordulé listabal.

Ez a Iépés opcionalis, mivel az i7 és i5 indexkombinacidk automatikusan feltoltédnek egy alapértelmezett
elrendezéssel.

5. [Opcionalis] Valasszon ki egy Index 2 adaptert az Index 2 (i5) legordulé listabal.
Ez a Iépés opcionalis, mivel az i7 és i5 indexkombinacidk automatikusan feltoltédnek egy alapértelmezett
elrendezéssel.

6. Valassza a Print (Nyomtatas) ikont a lemezelrendezés megjelenitéséhez.

7. Valassza a Print (Nyomtatas) lehet6séget a kdnyvtarak elkészitéséhez referenciaként hasznalandé
lemezelrendezés kinyomtatasahoz.

[Opcionalis] Valassza az Export (Exportalas) lehetéséget a mintainformacios fajl exportalasahoz.

9. Valassza ki a Save Run (Futtatas mentése) lehetéséget.
Ha 24-nél kevesebb mintat adott meg, megjelenik az Insufficient Sample (Nem elegendé minta) ablak. A
folytatashoz valassza a Proceed (Folytatas) lehetéséget, vagy a mintak szerkesztéséhez valassza a Cancel
(Mégse) lehetéséget.

/N FIGYELEM!
A 24-nél kevesebb vagy 96-nal tébb mintaval torténé szekvenalast a lllumina Local Run Manager CF

139 varians 2.0 elemzési modul nem validalta. A 24-nél kevesebb vagy 36-nal tdbb mintaval térténd
szekvenalast a lllumina TruSight cisztas fibrdzis 139-Variant 2.0 Micro elemzési modul nem validalta.

Mintalap importalasa

A mintainformaciok kétféle fajltipusbdl importalhatok:

* Mintainformacids fajl, amelyet kordbban a Local Run Manager CF 139 varians 2.0 elemzési modul-bdl
exportaltak az Export (Exportalas) funkcidval.
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* Sablonfajl, amely a Create Run (Futtatas |étrehozasa) képernyén a Template (Sablon) lehet6ség
kivdlasztasaval hozhato létre. A sablonf3jl tartalmazza a megfelel6 oszlopcimeket az importalashoz,
hely6rzé informaciokkal az egyes oszlopokban. Hasznaljon kiilsé szerkesztét a sablonfajl
testreszabdsahoz:

1. Afuttatdsban szereplé 0sszes mintdhoz adja hozza a mintainformaciokat.

2. Miutdn az 6sszes mintainformdcidé hozzdadasa megtortént, tordlje a nem hasznalt celldkban megmaradt
hely6rz6 informacidkat.

3. Mentse a sablonfajlt

Mintainformacidk importalasa:
1. Valassza az Import Samples (Mintak importaldasa) lehet6séget, majd keresse meg a fajlt, és valassza ki.
2. Valassza a Print (Nyomtatas) ikont a lemezelrendezés megjelenitéséhez.

3. Valassza a Print (Nyomtatdas) lehet6séget a kdnyvtarak elkészitéséhez referenciaként hasznalandé
lemezelrendezés kinyomtatasahoz.

4. Valassza ki a Save Run (Futtatas mentése) lehetéséget.
Ha 24-nél kevesebb mintat adott meg, megjelenik az Insufficient Sample (Nem elegendé minta) ablak. A
folytatashoz valassza a Proceed (Folytatas) lehetéséget, vagy a mintak szerkesztéséhez valassza a
Cancel (Mégse) lehet6séget.

/N FIGYELEM!

A 24-nél kevesebb vagy 96-nal tdbb mintaval torténé szekvenalast a lllumina Local Run Manager
CF 139 varians 2.0 elemzési modul nem validalta. A 24-nél kevesebb vagy 36-nal tébb mintaval
torténd szekvenalast a lllumina TruSight cisztas fibrdzis 139-Variant 2.0 Micro elemzési modul
nem validalta.

Futtatas szerkesztése

A szekvenalasi el6tti futtatasban az adatok szerkesztésére vonatkozé utasitasokat lasd: Az MiSeqDx
készliiléken futd Local Run Manager szoftver referencia-utmutatdja (dokumentumszam: 1000000011880).

A Local Run Manager CF klinikai szekvenalasi 2.0 elemzési
modul hasznalata

Paraméterek beallitasa

1. Jelentkezzen be ide: Local Run Manager.

2. Valassza a Create Run (Futtatas létrehozasa), majd a CF klinikai szekvenalas 2.0 lehetdséget.
Egy megerdsité ablakban jelenik meg a kivalasztast.
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3. Jeldlje be a jeldlénégyzetet, és valassza a Confirm (Megerésités) lehetéséget a folytatdshoz (vagy valassza
a Cancel (Mégse) lehet8séget a féképernybre vald visszatéréshez).

4. frja be a futtatds nevét, amely azonositja a futtatast a szekvenaldstdl az elemzésig.
Hasznaljon alfanumerikus karaktereket, sz6kozoket, aldhlizasokat vagy kotéjeleket (legfeljebb 40 karakter).

5. [Valaszthatd] Adja meg a futtatds leirasat.
Hasznaljon alfanumerikus karaktereket, szokozoket, alahuzasokat vagy kotéjeleket (legfeljebb 150
karakter).

6. Adja meg a kdnyvtar-el6készitési készlet tételszamat és lejarati datumat.
Mintak megadasa a futtatashoz

Adja meg a futtatasban szerepl6 mintakat az aldbbi lehet&ségek egyikével:
* Enter samples manually (Mintak manualis bevitele) — A Create Run (Futtatas létrehozasa) képernyé aljan

talalhatd Ures tablazat hasznalataval. A javasolt mintaliregek ki vannak emelve.

* Import samples (Mintak importalasa) — Egy kiils6, vesszdvel elvalasztott értékek (*.csv) formatumu f3jl
megkeresésével. Egy sablon letdlthet6 a Create Run (Futtatas létrehozasa) képernyén.

Mintak manualis bevitele

1. Adjon meg egy egyedi mintanevet a Sample Name (Mintanév) mezd&ben.
Hasznaljon alfanumerikus karaktereket, kot6jeleket vagy alahuzasokat (legfeljebb 40 karakter).
2. Pozitiv és negativ kontrollmintak kivalasztasahoz kattintson a jobb gombbal.
A mentéshez a futtatasnak legalabb egy pozitiv és egy negativ kontrollt kell tartalmaznia.
3. [Opcionalis] Adja meg a minta leirasat a sample description (minta leirasa) lapon.
Hasznaljon alfanumerikus karaktereket, kdtéjeleket vagy aldhtizasokat (legfeljebb 50 karakter).
4. [Opcionalis] Valasszon ki egy Index 1 adaptert az Index 1 (i7) legordild listabal.
Ez a lépés opcionalis, mivel az i7 és i5 indexkombinaciok automatikusan feltdltédnek egy alapértelmezett
elrendezéssel.
5. [Opcionalis] Valasszon ki egy Index 2 adaptert az Index 2 (i5) legdrdulé listabol.
Ez a lépés opcionalis, mivel az i7 és i5 indexkombinaciok automatikusan feltdltédnek egy alapértelmezett
elrendezéssel.
6. Valassza a Print (Nyomtatas) ikont a lemezelrendezés megjelenitéséhez.
Valassza a Print (Nyomtatas) lehet6séget a konyvtarak elkészitéséhez referenciaként hasznalandd
lemezelrendezés kinyomtatasahoz.
[Opcionalis] Valassza az Export (Exportalds) lehetéséget a mintainformacids fajl exportalasahoz.

9. Valassza ki a Save Run (Futtatas mentése) lehetéséget.
Ha 24-nél kevesebb mintat adott meg, megjelenik az Insufficient Sample (Nem elegendé minta) ablak. A
folytatdshoz vélassza a Proceed (Folytatas) lehet&séget, vagy a mintak szerkesztéséhez vélassza a Cancel
(Mégse) lehetéséget.

1000000097720 sz. dokumentum v04 28/112
IN VITRO DIAGNOSZTIKAI HASZNALATRA.



TruSight cisztéas fibrozis terméktajékoztaté illumina

A\

FIGYELEM!

A 24-nél kevesebb vagy 96-nal tébb mintaval torténé szekvenalast a lllumina Local Run Manager CF
klinikai szekvenalasi 2.0 elemzési modul nem validalta. A 24-nél kevesebb vagy 36-nal tébb mintaval
torténd szekvenalast a lllumina TruSight cisztas fibrdzis klinikai szekvenalasi 2.0 Micro elemzési
modul nem validalta.

Mintalap importalasa

A mintainformaciok kétféle fajltipusbdl importalhatdk:

* Mintainformacids fajl, amelyet korabban a Local Run Manager CF klinikai szekvenalasi 2.0 elemzési modul-
bdl exportaltak az Export (Exportédlas) funkcidval.

* Sablonf3jl, amely a Create Run (Futtatds |étrehozdsa) képernyén a Template (Sablon) lehet6ség
kivalasztasaval hozhatd létre. A sablonfajl tartalmazza a megfelel6 oszlopcimeket az importalashoz,
hely6rzé informacidkkal az egyes oszlopokban. Haszndljon kiilsé szerkesztét a sablonfajl
testreszabasahoz:

1.
2.

A futtatasban szereplé 6sszes mintdhoz adja hozza a mintainformaciokat.

Miutan az 6sszes mintainformacié hozzdaddsa megtértént, tordlje a nem hasznalt celldkban megmaradt
hely6rzé informaciodkat.

Mentse a sablonfjjt.

Mintainformacidk importalasa:

1.
2.
3.

Valassza az Import Samples (Mintak importalasa) lehetéséget, majd keresse meg a fajlt, és valassza ki.
Valassza a Print (Nyomtatas) ikont a lemezelrendezés megjelenitéséhez.

Valassza a Print (Nyomtatas) lehet6séget a kdnyvtarak elkészitéséhez referenciaként hasznalandd
lemezelrendezés kinyomtatasahoz.

Valassza ki a Save Run (Futtatds mentése) lehet6séget.

Ha 24-nél kevesebb mintat adott meg, megjelenik az Insufficient Sample (Nem elegendé minta) ablak. A
folytatdshoz vélassza a Proceed (Folytatas) lehet&séget, vagy a mintdk szerkesztéséhez vélassza a
Cancel (Mégse) lehetbséget.

/N FIGYELEM!

A 24-nél kevesebb vagy 96-nal tobb mintaval toérténé szekvenalast a lllumina Local Run Manager
CF klinikai szekvenalasi 2.0 elemzési modul nem validalta. A 24-nél kevesebb vagy 36-nal tobb
mintaval torténé szekvenalast a lllumina TruSight cisztas fibrdzis klinikai szekvenaldsi 2.0 Micro
elemzési modul nem validalta.
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Futtatas szerkesztése

A szekvenalasi el6tti futtatasban az adatok szerkesztésére vonatkozé utasitasokat lasd: Az MiSeqDx
készliiléken futd Local Run Manager szoftver referencia-utmutatdja (dokumentumszam: 1000000011880).

Konyvtar-el6készités

MEGJEGYZES

A Cisztas fibrdzis 139 varians vizsgalat és a Cisztas fibrdzis klinikai szekvenalasi vizsgalat
kényvtar-el6készitési munkafolyamata azonos.

Az oligonukleotid-keverék hibridizalasa

Fogyodeszkozok

* 96 Uregli PCR-lemez

* Genomikus DNS (gDNS) mintak

* Hibridizacios puffer

* Pozitiv kontroliminta

* Cisztas fibrozis oligonukleotid-keverék
* TE-puffer

* Ontapadés aluminium zaréfélia
El6készités

1. Készitse el6 a kovetkezd fogydeszkdzoket:

Reagens Tarolas Utasitasok

Hibridizaciods -25°Cés-15°C Hozza szobah6mérsékletre. Vortexelje er6sen, hogy minden kicsapddott anyag teljesen
puffer kozott feloldddjon, majd a folyadék 6sszegyljtéséhez réviden centrifugdlja a cséveket.
Cisztas fibrozis -25°Cés-15°C Hozza szobah6mérsékletre. Vortexelje er6sen, hogy minden kicsapddott anyag teljesen
oligonukleotid- kozott feloldddjon, majd a folyadék 6sszegylijtéséhez réviden centrifugalja a cséveket.
keverék

2. Hozza szobahémérsékletre a gDNS-mintakat és a pozitiv kontrolimintat.
3. Allitson be egy 96 liregti fitdblokkot 95 °C-ra.

4. Melegitse el6 az inkubatort 37 °C-ra.
Eljaras
1. Lasson el egy Uj 96 lregli PCR-lemezt a ,HYB_Plate_ID” (HYB lemezazonositd) felirattal.
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Hozzon létre egy mintalemezt a Local Run Manager-ben kinyomtatott, a lemezt dbrazolé grafika alapjan.

3. AlLocal Run Manager-ben kinyomtatott lemezelrendezésnek megfeleléen adjon 5 pl negativ kontrollt
(példaul TE-puffert) a HYB lemez megfelel6 liregébe.

Uregeibe.

Adjon 5 pl Cisztas fibrdzis oligonukleotid-keverék-t minden liregbe.

Adjon 40 pl Hibridizaciés puffer-t a HYB lemezen taldlhaté minden mintahoz.
Az 6sszekeveréshez dvatosan pipettazza fel és le 3-5 alkalommal.

Zarja le a HYB lemezt, és centrifugalja 1000 x g sebességgel, 20 °C-on, 1 percig.

© © N o o

Helyezze a HYB lemezt az el6f(itott, 95 °C-os flitéblokkba, és inkubalja 1 percig.

10. Csokkentse a flitéblokk beallitasat 40 °C-ra, és folytassa az inkubacidt, amig el nem éri a 40 °C-ot
(korilbelll 80 perc). A fokozatos lehllés donté jelentéségli a megfelel6 hibridizaciohoz.

BIZTONSAGOS ABBAHAGYASI PONT
Miutan a fltéblokk elérte a 40 °C-ot, a HYB lemez 40 °C-on tartva 2 éraig stabil.

Nem kotott oligonukleotidok eltavolitasa

Fogyodeszkozok

* Extenzids-ligacids keverék
* Sz(ir6lemez

* Er6teljes mosopuffer

* Universal Wash Buffer

* MIDI-lemez
Elokészités

1. Készitse el6 a kdvetkezé fogydeszkdzoket:

Reagens Tarolas Utasitasok

Extenzids-ligacios -25°C és -15 °C koz6tt Hozza szobah6mérsékletre.
keverék Vortexeléssel keverje 0ssze.
Er6teljes mosdpuffer 2 °C és 8 °C kozott Hozza szobahémérsékletre.

Alaposan vortexelje. Gy6z&djon meg arrdl, hogy minden csapadék feloldddott.

Universal Wash Buffer 2°C és 8 °C kozott Hozza szobahémérsékletre.
Vortexeléssel keverje 0ssze.

2. Szerelje 0ssze a szlr6lemez-egységet (FPU) a kévetkezbkbdl, feliilrél lefelé:
*  Fedél
e Szlrbélemez

* Adapterperem
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* MiIDl-lemez

Végezze el a szlir6lemez membranjanak elémosasat:

a. Adjon 45 pul Er6teljes mosopuffer-t minden liregbe.

b. Fedje le a szlir6lemezt a fedelével, és centrifugalja 2400 x g-vel, 20 °C-on, 5 percig.

Ellenérizze, hogy a szlir6lemez mindegyik lirege teljesen atereszti-e az oldatot. Ha a mosdépuffer nem
haladt at teljes mértékben, ismét centrifugalja 2400 g-vel 20 °C-on, amig az 0sszes folyadék at nem haladt
(még 5-10 percig).

/N FIGYELEM!

Alapvet6 fontossagu a centrifuga hémérsékletének szabdlyozdsa a mosasi [épések soran. Minden
hasznalat elétt gondoskodjon arrdl, hogy a centrifuga el6h(tése 20°C-ra megtértént-e. Ha a
hémérséklet 25 °C-ra vagy magasabbra emelkedik, a magasabb hémérséklet a primer erésebb
kot6dését okozhatja. Ritka esetekben, ha a mintaban a primerkoté teriileteken taldlhaté SNV, az
erésebb kotédés allél kieséséhez vezethet.

Eljaras

10.

Tavolitsa el a HYB lemezt a flit6blokkrdl, és centrifugalja 1000 x g sebességgel, 20 °C-on, 1 percig.

55 ul-re allitott tobbcsatornas pipettaval vigye a4t mindegyik minta teljes mennyiségét a szlrélemez
megfeleld Uregeibe.

Fedje le a szlir6lemezt a fedelével, és centrifugalja 2400 x g-vel, 20 °C-on, 5 percig.
Végezze el a szlir6lemez mosasat:

a. Adjon 45 pl Er6teljes mosépuffer-t minden lregbe.

b. Fedje le a szlir6lemezt a fedelével, és centrifugalja 2400 x g-vel, 20 °C-on, 5 percig.
Mossa meg a lemezt még egyszer.

Ha a mosopuffer nem haladt at teljes mértékben, ismét centrifugalja 2400 x g-vel 20 °C-on, amig az 0sszes
folyadék at nem haladt (még 5-10 percig).

Artalmatlanitsa az atfolyt folyadékot, majd ismét allitsa 6ssze az FPU-t.
Adjon 45 pl Universal Wash Buffer-t minden tregbe.
Fedje le a szlir6lemezt a fedelével, és centrifugalja 2400 x g-vel, 20 °C-on, 10 percig.

A centrifugalas utan gy6z6djon meg arrdl, hogy az 0sszes folyadék athaladt. Sziikség esetén ismételje meg
a centrifugdldst.

Kotott oligonukleotidok extenzidja és ligacioja

Fogydeszkozok

Extenzids-ligacids keverék

Ontapadds aluminium zaréfélia
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Eljaras
Adjon 45 pl Extenzids-ligacids keverék-t a szlir6lemezen minden mintat tartalmazé tregbe.
Zarja le a szlir6lemezt, majd fedje le a fedelével.

1.
2.
3. Inkubalja az FPU-t 37 °C-ra elémelegitett inkubatorban 45 percig.
4.

Az FPU lemez inkubaldsa kdzben készitse elé az AMP (amplifikacids) lemezt a kdvetkezé szakaszban
leirtaknak megfeleléen.

I 4

PCR-rel végzett amplifikacio

Fogydeszkozok

* 96 Uregli PCR-lemez

* PCR-lemez-félia

* Indexprimerek (A501-A508 és A701-A712)
* 10N NaOH

* PCR Master Mix

* PCR-polimeraz

* 15 mL-es kupos csé
El6készités

1. A Local Run Manager-ben taldlhaté lemezelrendezési dbra alapjan allapitsa meg a hasznalandé
indexprimereket.

2. Készitse el6 a kovetkez6 fogydeszkdzoket:

Reagens Tarolas Utasitasok
Indexprimerek (A501-A508 és -25°Cés-15°C Hozza szobah6mérsékletre.
A701-A712) kozott Vortexeléssel keverje 6ssze, majd révid ideig centrifugalja.
PCR-polimeraz -25°Cés-15°C Hagyja a fagyasztdban, amig sziikség nem lesz ra a PCR-munkaoldat
kozott elkészitéséhez.
PCR Master Mix -25°Cés-15°C Hozza szobah&mérsékletre.
kozott Vortexeléssel keverje 0ssze, majd rovid ideig centrifugalja.

Készitsen friss 0,05 N NaOH-oldatot: adjon 25 pl 10 N NaOH-ot 4975 pl RNaz/DNaz-mentes vizhez.
4. Lasson el egy Uj 96 Uregli PCR-lemezt az AMP felirattal.
5. Adjon indexprimereket az AMP-lemezhez az aldbbiak szerint.
a. Adjon 4 ul-t a kivalasztott 2. index primerei: (A501-A508)-bél az AMP-lemez megfelel lregébe.
b. Dobja el az eredeti fehér kupakokat, és helyezzen fel Uj fehér kupakokat.
c. Adjon 4 ul-t a kivalasztott 1. index primerei: (A701-A712)-bél az AMP-lemez megfelelé soraba.
d. Dobja el az eredeti narancsszin(i kupakokat, és helyezzen fel Uj narancsszin( kupakokat.

6. Készitse el6 a kovetkezd fogydeszkdzoket:
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7.

Reagens Tarolas Utasitasok
PCR- -25°Cés-15°C Vegye ki a fagyasztdbdl, és rovid ideig centrifugalja. Azonnal folytassa a kdvetkezd [épéssel.
polimeréz kozott Ha a PCR-polimerazt tovabbi készitményekhez fogjak hasznalni, a PCR-munkaoldat elkészitése

utan tegye vissza a taroldba.

Készitse el a PCR-munkaoldatot a kovetkezé modon.

MEGJEGYZES Az aldbbi utasitadsok 96 minta feldolgozasahoz sziikséges térfogatokra vonatkoznak.
Ha kevesebb mintat dolgoz fel, a reagensek takarékos felhasznalasa érdekében ennek
megfeleléen dllitsa be a térfogatokat.

a. 96 minta esetén adjon hozza 56 pl PCR-polimeraz-t a 2,8 ml PCR Master Mix-hez.

b. Keverje 6ssze 20-szori atforditassal.
A PCR-munkaoldat szobah6mérsékleten 10 percig stabil.

Eljaras

—_

S T

10.
1.

Vegye ki az FPU-t az inkubatorbdl, majd tavolitsa el a zaréfdliat.

Fedje le a szlir6lemezt a fedelével, és centrifugalja 2400 x g-vel, 20 °C-on, 2 percig.
Adjon 25 ul 0,05 N NaOH-ot a szlrélemezen minden Uregbe.

Pipettazza fel és le 5-6 alkalommal.

Fedje le a sz(ir6lemezt a fedelével és inkubalja szobahémérsékleten 5 percig.

A szlrélemez inkubalasa kozben adjon 22 pl PCR Master Mix-t az AMP-lemez mindegyik, indexprimereket
tartalmazé liregébe.

Vigye &t a sz(ir6bél kioldott mintdkat az AMP-lemezre a kdvetkezé médon.
a. Pipettazza a szlir6lemez elsé oszlopdban taldlhatd mintédkat 5-6 alkalommal fel és le.
b. Vigyen at 20 pl-t a szlir6lemezbdl az AMP-lemez megfelel§ oszlopaba.
c. ADNS és aPCR Master Mix 6sszekeveréséhez dvatosan pipettazza fel és le 5-6 alkalommal.
d. Atobbioszlopnalis végezze el szlir6lemezrél az AMP-lemezre torténd atvitel Iépéseit.
Zarja le az AMP-lemezt, és rogzitse a zaréfoéliat gumigorgdvel.
Centrifugalja 1000 x g-vel, 20 °C-on, 1 percig.
Vigye &t az AMP-lemezt az amplifikacié utani teriletre.
Végezze el a PCR-t a kdvetkez6 programmal egy hémérséklet-valtoztatd inkubatorban:
* 95°C 3 percig
* 25ciklus a kdvetkezék szerint:
* 95°C 30 masodpercig
* 62 °C 30 masodpercig
* 72°C 60 masodpercig
* 72°C5percig
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* Tarolas 10 °C-on

BIZTONSAGOS ABBAHAGYASI PONT

Ha nem folytatja azonnal a PCR-tisztitassal, az AMP-lemez maradhat éjszakara az inkubatorban, vagy 2 °C és
8 °C kozott tarolhatd 48 6raig.

PCR-tisztitas

Fogydeszkozok

* 50 mL-es kupos csé

* Egyszer haszndlatos 6ntapadds lemezfdlidk
e Két MIDI-lemez

* Eldcios puffer

* PCR-tisztitd gyongyok
El6készités
1. Készitse el6 a kovetkezd fogydeszkdzoket:

Reagens Térolas Utasitasok

PCR-tisztité gyongyok 2°C és 8 °C kozott Hagyja allni 30 percig, hogy szobahémérsékletre melegedijen.

2. 96 minta esetén készitsen friss 80%-o0s EtOH-t 36 ml abszolut EtOH-bdl és 9 ml DNaz/RNaz-mentes vizbél.
Alaposan keverje 0ssze.

MEGJEGYZES Ha 96-nal kevesebb mintat dolgoz fel, a reagensek takarékos felhasznalasa érdekében
ennek megfeleléen allitsa be a térfogatokat.

Eljaras
1. Centrifugélja az AMP lemezt 1000 x g-vel, 20 °C-on, 1 percig.

Lasson el egy Uj MIDI lemezt ,,CLP_Plate_ID" (Tisztitélemez) felirattal.

3. Forditsa at a PCR-tisztité gyongyok-t 10-szer. Alaposan vortexelje, majd Ujra forditsa 4t 10-szer. Tekintse
meg az oldatot, hogy a gyéngyok reszuszpendalddtak-e.

4. Adjon 45 ul PCR-tisztité gyongydk-t a CLP lemez minden lUregéhez.

5. Vigye at a PCR-termék teljes mennyiségét az AMP-lemez minden egyes liregébél a CLP-lemez megfelel6
Uregébe.
6. Zarjale, ésrazza mikrolemezrazdval 1800 rpm-en 2 percig.

Inkubalja szobahémérsékleten razas nélkil 10 percig.
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Helyezze a lemezt a magneses allvanyra, és varjon, amig a folyadék kitisztul (~2 perc).
9. Amig a CLP-lemez a magneses allvanyon van, dvatosan tavolitsa el és artalmatlanitsa a felliliszét.
10. Végezze el a gyongydk mosasat a kovetkez6é modon:
a. Tartsa a magneses allvanyon, és adjon 200 pl friss 80%-0s EtOH-t minden egyes lregbe.
b. Varjon legaldbb 30 masodpercig, vagy amig a felliliszd tiszta nem lesz.
c. Minden Uiregbdl szivja le és dntse ki a fellillszot.
11. Mossa meg a gyongyoket még egyszer.
12. 20 pl-re dllitott P20 tdbbcsatornas pipettaval tavolitsa el a felesleges EtOH-t.
13. Vegye le a CLP-lemezt a magneses allvanyrdl, és levegén szaritsa a gydongyodket 10 percig.
14. Adjon 30 pl Elucids puffer-t minden mintahoz.

15. Zarjale a CLP-lemezt, és rdzza mikrolemezrazdval 1800 rpm-en 2 percig. A rdzas utan ellendrizze, hogy a
mintak reszuszpendalddtak-e. Ha nem, ismételje meg ezt a |épést.

16. Inkubalja szobahémérsékleten 2 percig.

17. Helyezze a CLP-lemezt a magneses allvanyra, és varjon, amig a fellliszé kitisztul (~2 perc).

18. Lasson el egy Uj MIDI-lemezt az LNP felirattal.

19. Vigyen at 20 ul fellluszét a CLP-lemez mindegyik tregébdl az LNP-lemez megfeleld Gregébe.

20. [Opcionalis] Vigye at a megmaradt 10 pl felliliszot a CLP-lemezbdl egy Uj lemezbe, és cimkézze fel a
lemezt a futtatds nevével és dadtumaval. Ezt a lemezt tarolja -25 °C és -15 °C kozott a szekvenalasi futtatas
és az adatelemzés befejezddéseig. A tisztitott PCR-termékek hasznalhatdk a hibaelharitdshoz a minta
vizsgdlatdnak sikertelensége esetén.

BIZTONSAGOS ABBAHAGYASI PONT

Ha itt abbahagyja, zarja le az LNP lemezt, és centrifugalja 1000 x g-vel, 20 °C-on, 1 percig. Alemez 2 °C és 8 °C
k6zott 3 oraig stabil.

Konyvtar-normalizalas és keverékkészités

Fogyodeszkozok

* 15 ml-es klpos csé

* 96 Uregli PCR-lemez

* Mikrocentrifuga-csovek

*  Koényvtargyongyok

*  Konyvtarhigitasi puffer

* Koényvtar-normalizalasi higitdszer
* Konyvtar-normalizaldsi mososzer

* 10N NaOH

1000000097720 sz. dokumentum v04 36 /112
IN VITRO DIAGNOSZTIKAI HASZNALATRA.



TruSight cisztéas fibrozis terméktajékoztaté illumina

* RN-3az-/DN-az-mentes viz

Elokészités

1. Készitse el6 a kovetkezd fogydeszkdzoket:

Reagens
Koényvtargydngyok

Koényvtarhigitasi puffer

Konyvtar-normalizalasi
higitészer
Kényvtar-normalizalasi
mososzer

Tarolas Utasitasok

2 °C és 8 °C kozott Hozza szobahémérsékletre.

-25°Cés-15°C Hozza szobahémérsékletre. Alaposan vortexelje. Gy6z&djon meg arrdl, hogy minden
kozott csapadék feloldddott.

-25°Cés-15°C Hozza szobah6mérsékletre. Alaposan vortexelje. Gy6z6djon meg arrdl, hogy minden
kozott csapadék feloldodott.

2 °C és 8 °C kozott Hozza szobah6mérsékletre. Alaposan vortexelje.

2. Készitsen friss 0,1 N NaOH-oldatot: adjon 50 pl 10 N NaOH-ot 4950 pl RNaz/DN&z-mentes vizhez.

Eljaras

1. Keverjen 6ssze Konyvtar-normalizalasi higitdszer-t és Konyvtargyongyok-t egy friss, 15 ml-es klpos
cs6ben az alabbiak szerint.

MEGJEGYZES

Az aldbbi utasitasok 96 minta feldolgozasahoz sziikséges térfogatokra vonatkoznak.
Ha kevesebb mintat dolgoz fel, a reagensek takarékos felhasznaldsa érdekében ennek
megfeleléen dllitsa be a térfogatokat.

A kdnyvtarak MiSeqDx Reagent Kit v3 Micro és a mikroanalizis modulokkal valé
haszndlatra vald el6készitésekor a térfogatokat maximum 36 mintara kell beadllitani.

a. 96 minta esetén adjon hozza 4,4 ml Kényvtar-normalizalasi higitdszer-t.

b. Vortexelje erételjesen a Konyvtargyongyok-t 1 percig, kbzben tébbszor atforditva, amig a gyongyok
nem reszuszpendalddnak, és a csé felforditdsakor nem taldlhato pellet az aljan.

c. Areszuszpendalashoz pipettazza a Konyvtargyongyok-t 10-szer fel és le.

/N FIGYELEM!

Kilonlegesen fontos a csé aljan talalhaté kényvtargyongyok teljes mértékl reszuszpendaldsa. A
P1000 hasznalata biztositja a gyongydk homogén reszuszpendalasat és azt, hogy ne maradjanak
gyongyok a csé aljan. Ez elengedhetetlen fontossagu ahhoz, hogy az aramlasi cellaban
konzisztens klaszters(r(iség alakuljon ki.

d. 96 minta esetében pipettdzzon 800 ul Konyvtargydngyok-t a Kényvtar-normalizalasi higitdszer-t
tartalmazé kupos csébe.

e. Az Osszekeveréshez forditsa at a csdvet 15-20-szor.

2. Adjon 45 pl Kényvtar-normalizalasi higitdszer/Konyvtargydngyok munkaoldatot az LNP lemez minden

Uregéhez.

3. Zarjale ésrazza mikrolemezrazdval 1800 rpm-en 30 percig.
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10.

1.

12.
13.

14.
15.

16.

17.

18.
19.

20.

21.

22

MEGJ EGYZES Ha ugyanazon a napon folytatja a szekvenalassal, kezdje el a reagenskazetta
felolvasztasat. Az MiSeqDx reagenskazetta felolvasztasara vonatkozé utasitasok lasd:
El6készités a szekvenaldshoz a(z) 39. oldalon.

Helyezze az LNP-lemezt a magneses allvanyra, és varjon, amig a folyadék kitisztul (~2 perc).
Amig az LNP-lemez a magneses allvanyon van, dvatosan tavolitsa el és artalmatlanitsa a felliluszoét.

Vegye le az LNP-lemezt a magneses allvanyrdl, és mossa meg a gyongyoket a Konyvtar-normalizalasi
mososzer segitségével a kovetkezd modon:

a. Adjon 45 pl Kényvtar-normalizalasi mosdszer-t minden liregbe.

b. Zarjale a LNP-lemezt, és rdzza mikrolemezrazoéval 1800 rpm-en 5 percig.

c. Helyezze alemezt a magneses allvanyra legalabb 2 percig, vagy amig a felliliszé tiszta nem lesz.

d. Ovatosan szivja le és artalmatlanitsa a feliiliszot.

Ismételje meg az el6z6 Iépésben leirt Konyvtar-normalizalasi mosdszer eljarast.

20 pl-re allitott P20 tébbcsatornas pipettaval tavolitsa el a felesleges Konyvtar-normalizaldsi mosdszer-t.
Vegye le az LNP-lemezt a magneses allvanyrdl, majd minden tregbe adjon 30 pl 0,1 N NaOH-ot.

Zarja le a LNP-lemezt, és razza mikrolemezrazéval 1800 rpm-en 5 percig.

Az 5 perces elucio kdzben lasson el egy Uj 96 lreg(i PCR-lemezt az SGP felirattal.

Adjon 30 pl Kényvtartarold puffer-t minden tregbe.

Gy6z6djon meg arrdl, hogy az LNP-lemezben taldlhaté mindegyik minta teljesen reszuszpendalddott. Ha a
mintak nincsenek teljesen reszuszpendalva, dvatosan pipettdzza fel és le a mintak tartalmat, vagy ltdgesse
alemezt az asztalhoz, majd razza még 5 percig.

Helyezze az LNP-lemezt legaldabb 2 percre a magneses allvanyra.

Egy 30 pl-re beallitott tobbcsatornas pipettaval vigye at a fellillszot az LNP-lemezbél az SGP-lemezbe. Az
Osszekeveréshez dvatosan pipettdzza fel és le 5 alkalommal.

Zarja le az SGP-lemezt, és centrifugdlja 1000 x g-vel, 20 °C-on, 1 percig.

Vortexelje a kdnyvtarhigitasi puffert, és ellendrizze, hogy minden csapadék feloldédott-e. A tartalom
0sszegyl(jtéséhez roviden centrifugalja.

Lasson el egy Uj mikrocentrifuga-csévet a PAL felirattal.

Azonositsa a szekvenalashoz 6sszekeverendd mintakat. Legfeljebb 96 minta vonhatd 6ssze
szekvendldshoz a MiSegDx Reagent Kit v3 és a nem mikroanalizis modulok hasznalataval. Legfeljebb 36
minta vonhatoé 6ssze szekvenalashoz a MiSeqDx Reagent Kit v3 Micro és a mikroanalizis modulok
haszndlataval.

Vigyen at 5 pl-t minden szekvenalni kivant kdnyvtarbdl az SGP-lemez mindegyik Uregébél oszloponként
egy nyolccsoves PCR-csésor megfelel§ csévébe.

Vigye at a nyolccsOves PCR-csésor tartalmat a PAL-cs6be. Vortexelje a PAL-csbvet, amig teljesen dssze
nem keveredik.

Zarja le az SGP-lemezt 6ntapadds lemezfdlidval, és irja ra a futtatas nevét és datumat.
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MEGJ EGYZES Az SGP-lemez -25 °C és -15 °C kozotti hémérsékleten legfeljebb 3 napig tarolhato, és

sziikség esetén felhasznalhatd az 6sszekeverés megismétléséhez.

23. Lasson el 2-3 Uj mikrocentrifuga-csdvet a DAL felirattal.
24. Adjon 585 pl kényvtarhigitasi puffert a DAL-csOvekbe.
25. Vigyen at 9 ul PAL-t mindegyik, kdnyvtarhigitasi puffert tartalmazé DAL-csébe.

26. Pipettazza fel és le 3-5 alkalommal, hogy ledblitse a pipettahegyben maradt anyagot, és a teljes mennyiség
atvitelre kerdljon.

BIZTONSAGOS ABBAHAGYASI PONT

Ha nem folytatja azonnal a MiSeqDx készliléken végzett szekvenalassal, a DAL-cs6vek 25 °C és 15 °C k6zott
tarolhatok 28 napig.

Szekvenalas

Elokészités a szekvenalashoz

Fogyodeszk6z6k
* MiSeqgDx Reagent Kit v3 vagy MiSeqgDx Reagent Kit v3 Micro
* Konyvtarhigitasi puffer

*  PhiX belsé kontrollkonyvtar
El6készités
1. Allitson be egy 1,5 ml-es centrifugacsdvekhez valé flitéblokkot 96 °C-ra.

2. Jégvodorben készitsen jeges vizes flirdét.

3. Készitse el6 a kovetkez6 fogydeszkozoket:

Reagens

Koényvtarhigitasi
puffer

PhiX belsé
kontrollkényvtar

MiSeqDx Reagent
Kit v3 kazetta
vagy MiSeqDx
Reagent Kit v3
Micro

Tarolas

-25°Cés-15°C
kdzott

-25°Cés-15°C
kozott
-25°Cés-15°C
kdzott
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Utasitasok

Olvassza fel szobahémérsékleten. Vortexeléssel keverje dssze. Gy§z6djon meg arrol, hogy
minden csapadék feloldddott. Rovid ideig centrifugalja, és helyezze jeges vizflirdébe.
Tovabbi Kdnyvtarhigitasi puffer is tartozik a MiSeqDx Reagent Kit v3-hez vagy a MiSeqDx
Reagent Kit v3 Micro-hoz, ha sziikséges.

Olvassza fel szobahémérsékleten. Helyezze jeges vizflirdébe.

Hagyja a reagenskazettat felolvadni a szoba-hémérsékletli vizben korilbelll 90 percig vagy
amig teljesen fel nem olvadt. A reagenskazetta el6készitésével kapcsolatos tovabbi
informdcidkat lasd: MiSeqDx készliilék referencia-ttmutaté az MOS v2-hoz
(dokumentumszam: 1000000021961).
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Reagens Tarolas Utasitasok
MiSeqDx dramldsi 2 °C és 8 °C kdz6tt Hozza szobah&mérsékletre. Az dramlasi cella elékészitésével kapcsolatos tovabbi
cella informacidkért lasd: MiSeqDx készilék referencia-Utmutaté az MOS v2-hdz

(dokumentumszam: 1000000021961).

MiSeqDx SBS- 2 °C és 8 °C kozott Hozza szobah&mérsékletre. Az SBS oldat elkészitésével kapcsolatos tovabbi informaciokért
oldat(PR2) lasd: MiSeqDx késziilék referencia-utmutaté az MOS v2-h6z (dokumentumszam:
1000000021961).

Denaturalas és higitas PhiX belsé kontrollkonyvtar

Fogyoeszk6z6k

Dezoxiribonukleaztdl/ribonukledztdl mentes viz
10 N NaOH

Konyvtarhigitasi puffer

PhiX belsé kontrollkdnyvtar

TE-puffer

15 mL-es kupos csé

Mikrocentrifuga-csoévek

Elokészités

0,1 N NaOH elkészitéséhez egy kupos csében keverje 6ssze az aldbbiakat:
* DN4&z-/RNaz-mentes viz (2475 pl)
* 10 N NaOH toérzsoldat (25 pl)

2. Keverje 0ssze a kémcsé tdbb alkalommal torténd atforditasaval.
/N FIGYELEM!
A frissen higitott NaOH hasznalata alapvet6 fontossagu a mintak teljes mértékl denaturalasahoz
az MiSeqDx késziléken torténé klasztergeneralashoz.
Ha a PhiX készitése ugyanazon a napon toérténik, mint a kdnyvtdr-normalizalds, mindkett6hdz hasznalhato
ugyanaz a 0,1 N NaOH-készlet.
3. A PhiX belsé kontrollkdnyvtar 2 nM-re higitdsahoz a kovetkezd térfogatokat kombinalja:
* 10 nM PhiX belsé kontrollkényvtar (2 pl)
* 1-szeres TE-puffer (8 ul)
4. Az1nM PhiX PhiX belsé kontrollkdnyvtar elkészitéséhez keverje 6ssze a kovetkezbket:
* 2 nM PhiX belsé kontrollkdnyvtar (10 pl)
* 0,7N NaOH (10 ul)
5. RO&vid vortexeléssel keverje dssze.
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Centrifugdlja az 1 nM PhiX belsé kontrollt 280 g sebességgel, 20 °C-on 1 percig.

Inkubalja a PhiX belsé kontrollkdnyvtarat 5 percig, szobahémérsékleten, hogy egyes szalakka
denaturalddjon.

A 20 pM PhiX belsé kontrollkdnyvtar elkészitéséhez keverje 6ssze a kovetkezdket egy Uj mikrocentrifuga-
cs6ben:

* Denaturalt PhiX belsé kontrollkdnyvtar (2 pl)
* EI6h(tott Konyvtarhigitasi puffer (98 pl)
/N FIGYELEM!

A denaturdlt 20 pM PhiX belsé kontrollkdnyvtar egyszeri haszndlatra szolgdlé adagokra kiosztva 3
hétig tarolhatd -25°C és -15°C kozott.

Mintak el6készitése a szekvenalashoz

o

© ® N o

Készliljon elé egy DAL-cs6 szekvenalasara.
Ha a DAL-csOvet fagyasztva taroltak, olvassza fel teljesen, és pipettazza fel és le, hogy 6sszekeveredjen.

Ha van fagyasztva 20 pM PhiX belsé kontrollkbnyvtar, vegyen ki egy hasznalatra elegendé részt, olvassa fel
teljesen, vortexeléssel keverje 6ssze, majd rovid ideig centrifugalja.

Adjon 6 ul 20 pM PhiX bels6 kontrollkonyvtar-t a DAL cs6hoz.

Pipettazza fel és le 3-5 alkalommal, hogy ledblitse a pipettahegyben maradt anyagot, és a teljes mennyiség
atvitelre kerljon.

Keverje 6ssze a DAL-cs6 tartalmat maximalis sebességgel végzett vortexeléssel.
Centrifugalja a DAL-cs6vet 1000 x g-vel, 20 °C-on, 1 percig.
Inkubalja a DAL-csovet flitéblokkon, 96 °C-on, 2 percig.

Az inkubalas utan a DAL-csé 6sszekeveréséhez forditsa at 1-2 alkalommal, majd azonnal helyezze jeges
vizes flrd6be.

10. Hagyja a DAL-csovet (az 6sszekevert kdnyvtarakat) a jeges vizes flirdében 5 percig.

Az osszekevert konyvtarak betoltése a kazettaba

1.

Egy Uj 1 ml-es pipettaheggyel lyukassza at a reagenskazetta Load Samples (Mintak betdltése) feliratu
tartalya feletti zarofoliat.

Pipettazzon 600 pl-t a DAL cs6bél a Load Samples (Mintak betoltése) feliratu tartalyba. Ne érjen hozza a
zaroéfdlidhoz.

A minta betdltése utan ellendrizze, hogy nincsenek-e Iégbuborékok a tartalyban. Ha Iégbuborékok vannak
jelen, dvatosan itégesse a kazettat az asztalhoz, hogy a buborékok tavozzanak.

4. Az MiSeq kezel6szoftver (MOS) felliletén Iépjen kdzvetlendlil a futtatas beallitasi [épéseihez. A MiSeqDx
futtatasi beallitdsaval kapcsolatos tovabbi informaciokért Iasd: MiSeqDx készliilék referencia-utmutato az
MOS v2-héz (dokumentumszam: 1000000021961).
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Futtatas utani mosas a sablonvezeték mosasaval

A szekvendlds utdn hatdrozottan javasolt a sablonvezeték mosdsat magaban foglald futtatds utani mosast
végezni.

/N FIGYELEM!

Ha nem végzik el a sablonvezeték mosasat, a kovetkez6 futtatas alkalmdval romolhat a negativ
kontroll azonositasi aranya.

MEGJEGYZES A futtatas utani mosas munkafolyamata a Cisztds fibrézis 139 varians vizsgalat és a
Cisztas fibrozis klinikai szekvenalasi vizsgalat esetében azonos.

Fogydeszk6zok

* Mikrocentrifuga-csovek

* Laboratériumi minéségu viz
* Tween 20

*  5%-0s natrium-hipoklorit

* MiSeqcsé

VIGYAZAT!

Ez a reagenskészlet a kovetkezbket tartalmazza: potencialisan veszélyes vegyi anyagok. Belélegzésiik,
lenyelésiik, bérrel valé érintkezésiik és szembe keriilésiik esetén személyi sériilést okozhatnak. Viseljen
védéfelszerelést, igy védészemiiveget, kesztylit és laborkdpenyt a kockazat mértékének megfeleléen. A
hasznalt reagenseket vegyi hulladékként kezelje, és a regionalis, orszagos és helyi torvényeknek és
eléirasoknak megfeleléen artalmatlanitsa. Tovabbi kérnyezetvédelmi, egészségligyi és biztonsagi
informaciokért tekintse meg a kdvetkezé cimen elérheté biztonsagi adatlapot: support.illumina.com/sds.html.

Elokészités

1. Készitsen friss mosdoldatot Tween 20-bdl és laboratdriumi minéségu vizbél az alabbiak szerint.

a. Adjon 5 ml100%-0s Tween 20 oldatot 45 ml laboratériumi minéségu vizhez. Ezzel 10%-0s Tween 20
oldatot kap.

b. Adjon 25 ml10%-o0s Tween 20 oldatot 475 ml laboratériumi minéségU vizhez. Ezzel 0,5%-0s Tween 20
mosodoldatot kap.

c. Keverje 6ssze Otszori atforditassal.

2. Készitsen friss mosdoldatot natrium-hipoklorit-tartalmu mosdoldatbdl és laboratériumi minéségu vizbél az
aladbbiak szerint.
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a. Adjon 36 pl 5%-o0s natrium-hipoklorit-oldatot 864 pl laboratériumi min6ségl vizhez. Ez a natrium-
hipoklorit-oldat 25-sz6rds higitasat jelenti.

b. Adjon 50 pl 1:25 aranyban higitott natrium-hipokloritot 950 ul laboratériumi mindségu vizhez egy MiSeq
cs6ben.

3. Fontos a natrium-hipoklorit megfelel6 koncentracidjanak hasznalata. Ellenérizze a natrium-hipoklorit

szazalékos aranyat a termék cimkéjén. Ha tul magas koncentracidban alkalmazza, ez megakadalyozhatja a
klasztergeneralast a késébbi futtatasok soran. Ha 5%-o0s natrium-hipoklorit-oldat nem all rendelkezésre,
készitsen 1 ml 0,01%-0s natrium-hipoklorit-oldatot laboratériumi minéség vizzel. Ne hasznaljon natrium-
hipoklorit-oldatot karbantartasi mosdas vagy készenléti mosas alkalmaval.

4. Készitse el a mosashoz valo oldatokat friss mosodoldattal az alabbiak szerint:

a. Toltsdon 6 ml mosdoldatot a mosétalca mindegyik tartalyaba.

b. Toltsén 350 ml mosdoldatot az 500 ml-es mosdpufferes palackba.

Eljaras

1.

Helyezze a 0,01% natrium-hipokloritot tartalmazé mosdoldatot tartalmazé MiSeq csdvet a mosétalca 17.
pozicidjaba. Ugyeljen arra, hogy a csé nyaka egy sikban legyen a talcéval.

A cs6 a17. pozicidoban a Tween 20 és laboratériumi mindségU viz keverékébél készitett mosdoldatot
helyettesiti.

2 dbra MiSeq csé a mosdtalca 17. pozicidjdban

/N FIGYELEM!

Ugyeljen arra, hogy a natrium-hipokloritot tartalmazé MiSeq csdvet csak a télca 17-es pozicidjaba
helyezze be. Ha a csdvet mas pozicidban helyezi be, a késébbi futtatdsok soran meghiusulhat a
klasztergeneralas.

2. Ha afuttatds befejez6dott, valassza a Start Wash (Mosds inditasa) lehet6séget.
A szoftver automatikusan felemeli a szivécsOveket a reagensh(tében.

3. Vadlassza a Post-Run Wash (Futtatas utani mosas) képernydén a Perform optional template line wash
(Opcionalis sablonvezeték-mosas végrehajtasa) lehetéséget.
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4. Nyissa ki a reagensrekesz ajtajat és a reagensh(it6 ajtajat, majd hizza ki a hasznalt reagenskazettat a
reagenshitébal.

CsuUsztassa a mosotalcat a reagenshiitébe Uitk6zésig, és zarja be a reagenshité ajtajat.

6. Emelje fel a szivocsovek fogantyujat, amely a MiSeqDx SBS-oldat palack és a hulladékgyUjté palack elétt
helyezkedik el, amig az a helyére nem reteszel6dik.

7. Vegye ki a MiSeqDx SBS-oldat palackot, és helyezze be a helyére a mosdpufferes palackot.

8. Vegye ki a hulladéktartalyt, és megfelel6en artalmatlanitsa a tartalmat. Tegye vissza a hulladéktartalyt a
reagensrekeszbe.

9. Lassan engedje le a szivdcsdvek fogantyujat. Ugyeljen arra, hogy a szivocsdvek a mosdpufferes palackba
és a hulladékgy(ijté palackba sillyedjenek.

10. Zarja be a reagensrekesz ajtajat.

11. Valassza a Next (Tovabb) lehet6séget. Elkezd8édik a futtatas utdni mosas.

12. Ha a mosas befejez6dott, hagyja a hasznalt dramlasi cellat, a mosdétalcat és a maradék mosdpufferes
palackot a készlilékben.

13. A szivécsovek a lenti helyzetben maradnak, ez normalis. Hagyja a fel nem hasznalt mosdoldatot a

mosétalcaban és a mosdpufferes palackban, hogy megakadalyozza a szivécsdvek kiszaraddsat és a levegé
bejutasat a rendszerbe.

Szekvenalt konyvtarak ismételt elemzése

Egy szekvenaldsi futtatds utdn ugyanannak a szekvenalasi adatkészletnek az ismételt elemzése elvégezhetd az
MiSeqDx készliiléken futd Local Run Manager szoftver referencia-utmutatdja (dokumentumszam:
71000000011880) cim( dokumentumban taldlhaté Elemzés djralitemezése eljarassal. Az elemzés Ujralitemezése
kizardlag azzal a szoftvermodullal végezheté el, amellyel eredetileg végezték a szekvenalast. Az Ujralitemezett
elemzés alkalmaval szerkeszthet6k a mintak adatai, és Uj jelentések készitheték.

MEGJ EGYZES A szekvenalashoz hasznalt sszekevert kdnyvtaraknak 24-96 mintat kell tartalmazniuk, ha
MiSegDx Reagent Kit v3-t hasznal, vagy 24-36 mintat, ha MiSeqDx Reagent Kit v3 Micro-t
hasznal. Ha csak a mintak egyik része esetében sziikséges az Ujabb jelentés, az
Ujralitemezett vizsgalat beallitadsakor kevesebb mintat kell beirni. Csak az Ujralitemezett
vizsgalat bedllitdsakor megadott mintdkhoz késziil jelentés.
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Osszekevert kdnyvtarak ismételt vizsgalatanak
lehetdsegei

A TruSight cisztas fibrozis 139 varians vizsgalat ugyanazt a kdnyvtar-el6készitési munkafolyamatot és
reagenseket hasznalja, mint a TruSight cisztas fibrdzis klinikai szekvenalasi vizsgalat. A konyvtar-el6készitési
eljaras megkezdése el6tt ki kell valasztani egy vizsgalatot. Azokban az esetekben azonban, amikor az
O0sszekevert konyvtarak (DAL-csdvek) tovabbi vizsgalatot igényelnek (pl. egy szekvenalasi futtatas
megismétlése vagy reflexvizsgalat egy masik TruSight CF vizsgalattal), a DAL-cs6vek sziikség szerint
hasznalhatdk a kényvtar-el6készités megismétlése nélkil. A vizsgalat ismételt elvégzéséhez kdvesse az alabbi
eljarast:
1. Allitsa be a futtatdst A vizsgdlat kivdlasztdsa és a futtatds bedllitdsa a(z) 25. oldalon rész utasitasainak
megfeleléen.

Végezze el a kdnyvtarak szekvenaldsat a Szekvendlads a(z) 39. oldalon rész utasitdsainak megfeleléen.

3. Aszekvendlasifuttatas befejezése utan mossa ki a MiSeqDx készliléket a Futtatds utdani mosds a
sablonvezeték mosdsaval a(z) 42. oldalon rész utasitasainak megfeleléen.

MEGJ EGYZES A szekvenalashoz hasznalt 6sszekevert kdnyvtaraknak legalabb 24-96 mintat kell
tartalmazniuk, ha MiSeqDx Reagent Kit v3-t hasznal, vagy 24-36 mintat, ha MiSeqDx
Reagent Kit v3 Micro-t hasznal. Ha csak a mintak egyik része esetében szilikséges az Ujabb
jelentés, az szekvenalasi futtatas beallitdsakor kevesebb mintat kell beirni. Minden
O0sszekevert minta szekvenalasra kerlil, de jelentés csak a szekvenalasi futtatas beallitasa
soran megadott mintakrol készdil.

A Cisztas fibrdzis 139 varians vizsgalat
eredményeinek értelmezese

* A Cisztas fibrozis 139 varians vizsgalat 139 CFTR-varians kimutatasara késziilt, beleértve az ACMG altal
javasoltakat is (2 tablazat).
* Avizsgalatijelentés felsorolja a mintdk nevét és a mintdban kimutatott varidnsra vonatkozd genotipust.
— Minden mintaban lekérdezésre kerlil a 134 CF-et okozd varidns és az ACMG altal ajanlott R117H varians.
A vizsgalati jelentésben csak a kimutatott mutans allélok szerepelnek.

— A PolyTG/PolyT varians csak akkor szerepel a jelentésben, ha az R117H varians jelen van. Az R117H
varianssal rendelkez6 betegek esetében tovabbi vizsgalatokat kell végezni annak megallapitdsara, hogy
a klinikai fenotipust befolyasold PolyTG/PolyT varians (pl. 12-13(TG) vagy 5T) cisz vagy transz
helyzetben van-e az R117H varidnshoz képest.
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MEGJ EGYZES A PolyTG/PolyT genotipus meghatarozasa a Cisztas fibrdzis 139 varians vizsgalat
segitségével torténik, a leggyakoribb genotipusok leolvasasanak szamlalasa alapjan.
Az Uj generacids szekvenalas digitalis jellegének kdszénhetéen a vizsgalat szamos
megfigyelés alapjan nagy pontossagot ér el. Mas szekvenalas alapu technoldgiak csak
néhany megfigyelést hasznalnak.

— Haegy minta homozigdta F508del vagy 1507del genotipussal rendelkezik, és a harom jéindulatu
polimorfizmus - 1506V, 1507V és F508C — kozlil egy vagy tobb kimutathatd, akkor ez a minta esetében
jelentésre keril. Ha mindharom jéindulatu polimorfizmus vad tipusu, a jelentésben az szerepel, hogy a
mintaban nincsenek jelen az 1506V, 1507V és F508C variansai.

MEGJ EGYZES Mivel a Cisztas fibrdzis 139 varians vizsgalat szekvenalas alapu vizsgalat, az F508del
vagy 1507del jelentését nem befolyasolja a harom jéindulatu polimorfizmus jelenléte.
Ezért nem torténik a kimutatott eredmény korrekcioja.

— Haegy mintat heterozigdtaként azonosit a rendszer, és mind a vad tipusu, mind a mutans allél
kimutathatd, az eredményben genotipusként HET szerepel.

— Haegy mintat homozigdtaként azonosit a rendszer, és csak a mutans allél mutathato ki, az
eredményben genotipusként HOM szerepel.

— Haegy mintaban nem azonosithato varians, a jelentésben az szerepel, hogy Nem mutathato ki a panel
részét képez6 varians.

* Avizsgalati jelentés minden mintahoz megadja a mintaazonositasi aranyt. Az azonositasi arany
szamitasahoz a rendszer az elére meghatarozott megbizhatdsagi hatarértéknek megfeleld varidnspozicidok
szamat elosztja az 6sszes lekérdezett pozicid szamaval.

— Afeltételes jelentést igénylé mintak esetében a rendszer a tobbi lekérdezett varianst is figyelembe
veszi az azonositasi arany szamitasahoz.
— Azok a variansok, amelyek megbizhatdsagi értéke az elére meghatarozott hatarérték alatt van, No call

(Nincs azonositas) eredményként szerepelnek a jelentésben. llyenkor ajanlott a minta vizsgalatanak
megismétlése.

* A minta eredményét a rendszer csak akkor tekinti érvényesnek, ha az azonositdsi ardny = 99%. Ha az
azonositasi arany < 99%, a vizsgalat eredménye Fail (Sikertelen) lesz, és a minta vizsgalatat meg kell
ismételni.

A FIGYELEM!

Ha az azonositasi arany < 50%, a vizsgalat eredménye Fail (Sikertelen) lesz, és a jelentésen
megjelenik a Sample Failed (Minta vizsgalata sikertelen) megjegyzés. llyenkor nem szerepelnek
variansokra vonatkozé adatok. A minta vizsgalatat meg kell ismételni.

1000000097720 sz. dokumentum v04 46 /112
IN VITRO DIAGNOSZTIKAI HASZNALATRA.



TruSight cisztéas fibrozis terméktajékoztaté illumina

Ajanlott a felhasznaldnak a szintetikus mintakkal validalt variansokat (lasd: Pontossag a(z) 50. oldalon)
validalt referencia-mddszerrel ellenérizni, miel6tt az elsé alkalommal e varianst tartalmazo jelentést
készitene.

Ha egy mintdban ketténél tobb varidns azonositasa toérténik, ajanlott, hogy a felhasznalé ellenérizze az
eredmeényt a TruSight cisztas fibrdzis 139 varians vizsgalat segitségével végzett szekvenalas ismételt
elvégzésével friss gDNS-kivonattal, hogy kizarhatd legyen a minta keresztkontaminacidja.

MEGJ EGYZES Ketténél tobb varidns kimutatasa esetén megfontolandd a haplotipus-fazishatas
lehetésége.

Minden varidns értelmezést tanusitott klinikai molekuldris genetikusnak vagy azzal egyenértékiinek kell
elvégeznie a helyi eljarasok és iranyelvek szerint.”® A lehetséges értelmezési hivatkozasok kozé tartoznak
egyebek mellett a kdvetkezdk: CFTR2 adatbazis, Sosnay papir,'™> ACMG 2004 iranyelvek,' és 2011 ACOG
bizottsagi vélemény.? Az eredmények kiszamitasara és bemutatasara vonatkozd informacidkért, vagy a
szoveges fdjl jelentés tartalmanak leirasaért Iasd a telepitett elemz6 szoftver UtmutatditMiSegDx. A Local
Run Manager esetében lasd: Az MiSeqDx késziiléken futé Local Run Manager szoftver referencia-
utmutatdja (dokumentumszam: 1000000011880) és Local Run Manager CF 139 varians 2.0 elemzési modul
munkafolyamati utmutaté (dokumentumszam: 1000000100945) vagy Local Run Manager CF 139 varians
2.0 Micro elemzési modul munkafolyamati utmutaté (dokumentumszam: 200017946).

A Cisztas fibrozis klinikai szekvenalasi vizsgalat
eredményeinek értelmezese

A Cisztas fibrézis klinikai szekvenalasi vizsgalat arra szolgal, hogy szekvenalja a CFTR gén minden fehérjét
kédold terliletét (27 exon), az exonokkal szomszédos 5-30 bazisparnyi intronszekvencidkat, a kédolé teriilet 5'
és 3' végével szomszédos kortlbelll 100 nukleotidnyi, transzlaciora nem kerilé teriilet szekvencidjat, valamint
két, mélyen egy intronban elhelyezkedé mutaciét (1811+1.6kbA>G, 3489+10kbC>T). A szekvenalt terliletek
pontos ismertetése az 3 tablazat talalhato. Ezen kiviil a vizsgalat kimutatja a PolyTG/PolyT varianst és két nagy
kiterjedés(i deléciét (CFTRdele2,3, CFTRdele22,23).

A vizsgalati jelentés felsorolja a mintak nevét és a mintaban kimutatott variansra vonatkozé genotipust.

— Minden varians esetében megadja a genomikus koordinatat, a Human Genome Variation Society
(HGVS) altal ajanlott cDNS nevét és a fehérje nevét (ha van).

— Avarians tipusanak azonositasa: egynukleotid-varians (SNV), delécids/inzercids varians (DIV),
PolyTG/PolyT varians (PolyTG/PolyT) vagy nagy delécio (DEL).

— A genotipus (heterozigéta vagy homozigdta) megallapithaté a ,referencia”, vagyis az adott genomikus
koordinata referencia-bazisszekvencidja és az ,eredmény”, vagyis a mintaban az adott genomikus
pozicidjaban talalhato két allél szekvenciaja alapjan. Példaul, ha a referencia ,G” és az eredmény ,A/G”,
ez azt jelenti, hogy az illet6 genomikus koordinatan G>A valtozas tértént, és a genotipus heterozigdta a
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varians allél tekintetében. Hasonldan, ha a referencia ,G” és az eredmény ,T/T”, ez azt jelenti, hogy az
illeté genomikus koordinatan G>T valtozas tortént, és a genotipus homozigdta a varians allél
tekintetében.

— Avarians pozicidjaban |évé szekvenaldsi mélység a ,,Depth” (Mélység) mezdében, az allélfrekvencia
pedig a ,Frequency” (Gyakorisag) szakaszban talalhato.

* Avizsgalati jelentés minden mintdhoz megadja a mintaazonositasi aranyt. Az azonositasi arany
szamitasahoz a rendszer az elére meghatarozott megbizhatdsagi hatarértéknek megfelel6 varianspoziciok
szamat elosztja az 6sszes lekérdezett pozicié szamaval.

— Minden olyan pozicié vagy régié genomikus koordinataja, amelyre vonatkozéan a megbizhatdsagi érték
a hatarérték alatt van, kilon szerepel a,,Nem azonositott koordinatak” szakaszban. A felhasznaldknak
0ssze kell hasonlitaniuk a nem azonositott pozicidkat a megfelel6 variansok adataival, hogy azonositsak
az esetlegesen kihagyott variansokat és ezek populacios gyakorisagat annak meghatarozasahoz, hogy
sziikséges-e a minta vizsgalatanak megismétlése.

* A minta eredményét a rendszer csak akkor tekinti érvényesnek, ha az azonositdsi ardny = 99%. Ha az
azonositasi arany 99% alatti, a vizsgalat eredménye Fail (Sikertelen) lesz, és a minta vizsgalatat meg kell
ismételni.

* Ajanlott a felhasznaldnak a pontossagi vizsgalatban validalt variansoktdl (lasd: Pontossdg a(z) 74. oldalon)
eltéré varidnsokat ellenériznie egy hitelesitett referencia-modszerrel, mielétt az elsé alkalommal e varianst
tartalmazo jelentést készitene.

MEGJEGYZES Ketténél tdbb varians kimutatasa esetén megfontolandé a haplotipus-fazishatas
lehetésége.

* Avaridnsok barmilyen értelmezését szakvizsgaval rendelkezé klinikai molekularis genetikusnak vagy ezzel
egyenértékl képesités(i szakembernek kell végeznie a helyi eljarasok és iranyelvek szerint'. A lehetséges
értelmezési hivatkozasok tobbek kdzétt a kdvetkez6k: CFTR2 adatbazis' 12, Sosnay Paper'®, ACMG 2004
iranyelvek' és 2011 ACOG bizottsagi vélemény?.

Az eredmények kiszamitasanak és bemutatasanak maédjara vonatkozd informacidkeért, illetve a szdveges fajl
formatumu jelentés tartalmanak leirasaért tekintse meg az MiSeqDx készlilékre telepitett elemzészoftver
dokumentacidjat. A Local Run Manager esetében lasd: Az MiSeqDx készliléken futd Local Run Manager
szoftver referencia-utmutatdja (dokumentumszam: 1000000011880) és a Local Run Manager CF klinikai
szekvendlasi 2.0 elemzési modul munkafolyamati utmutato (dokumentumszam: 1000000100946) vagy
Local Run Manager CF klinikai szekvenalasi 2.0 Micro elemzési modul munkafolyamati Utmutatd
(dokumentumszam: 200017945).

* A genetikus a Local Run Manager szoftverben egy legordiilé meni segitségével megadija az értelmezési
értéket a mintaban jelentett mindegyik varidnshoz. Az értelmezés valasztasi lehetéségei: CF-causing (CF-et
okozd), Mutation of varying clinical consequence (Valtozo klinikai kovetkezményekkel jaré mutacio),
Mutation of unknown significance (Ismeretlen jelentéségl mutacid), illetve Non-CF causing (CF-et nem
okozd). A megadott értéket a rendszer az eredményfajlhoz csatolja, és a Klinikai szekvenalasi vizsgalati
jelentés értelmezési oszlopaban jeleniti meg.
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Minéség-ellenérzési eljarasok

A helyes laboratériumi gyakorlat el8irja, hogy kontrollanyagokat kell hasznalni a felhasznald laboratériumaban
alkalmazott vérfeldolgozasi és technikai eljarasokban mutatkozé olyan kilonbségek kimutatasara, amelyek az
eredmények jelentds eltéréseit okozhatjak.

Negativ kontroll (NTC = nincs kontrollminta-sablon) — A negativ kontroll haszndlata minden futtatas
esetén sziikséges az esetleges szennyezddések kimutatasara. A negativ kontroll esetében az azonositasi
aranynak 10% alatt kell lennie. Ha egy negativ kontroll > 10%-0s azonositasi aranyt eredményez, és az el6z6
futtatashoz a sablonvezeték mosasat végezték, akkor a vizsgalat feldolgozasa soran szennyezédés
torténhetett. A vizsgalat sikertelennek minésiil, és a teljes vizsgalatot meg kell ismételni, a konyvtar-
el6készitéstél kezdve. A negativ kontroll eredménye Pass (Sikeres), ha az azonositasi arany < 10%, illetve
Fail (Sikertelen), ha az azonositdsi arany > 10%.

/N FIGYELEM!

Kiiléndsen fontos minden egyes szekvenalasi futtatas utan elvégezni a sablonvezeték mosasat,
hogy ne névekedjen a negativ kontroll azonositasi aranya. Ha a negativ kontroll esetén az
azonositasi arany > 10%, és az el6z6 futtatas soran nem végeztek sablonvezeték-mosast, ajanlott
a futtatas utani sablonvezeték-mosas elvégzése és a szekvenadldsi futtatds megismétlése.

Pozitiv kontrollok — Pozitiv DNS-kontrollminta sziikséges minden futtatashoz. A pozitiv kontrollként
szolgalé DNS-mintanak egy jol jellemzett, a CFTR legaldbb egy ismert varidnsat tartalmazé mintanak kell
lennie."® Az Illumina a felvaltva alkalmazott pozitiv kontrollokat ajanlja az ACMG 2008-as CF-mutacidk
vizsgalatara vonatkozd technikai szabvanyok és irdnymutatasok'’, valamint az ACMG 2013-as Uj
generacids szekvenaldsra vonatkozé klinikai laboratériumi szabvanyok kiadvanyainak megfeleléen.'® A
pozitiv kontrollminta eredményének a vart genotipusnak kell lennie. Ha a pozitiv kontroll eredménye a
varttol eltéré genotipus, akkor lehetséges, hogy hiba tértént a mintakdvetés vagy az indexprimerek
régzitése soran. A teljes vizsgalatot meg kell ismételni, a kdnyvtar-elékészitéstél kezdve. A pozitiv kontroll
eredménye Pass (Sikeres), ha az azonositasi arany = 99%, illetve Fail (Sikertelen), ha az azonositasi arany <
99%.

Vad tipust kontroll - Minden futtatas alkalmaval ajanlott vad tipusd DNS-t tartalmazd kontroliminta
vizsgalata. A vad tipusu kontrollmintanak olyan jol jellemzett mintanak kell lennie, amely nem tartalmaz
CFTR-variansokat. A vad tipusu kontrollminta eredményének a vart genotipusnak kell lennie. Ha a vad
tipusu kontroll eredménye a varttdl eltéré genotipus, akkor lehetséges, hogy hiba tértént a mintakdvetés
vagy az indexprimerek rogzitése soran. A teljes vizsgalatot meg kell ismételni, a konyvtar-elékészitéstol
kezdve.

A minta eredményét a rendszer csak akkor tekinti érvényesnek, ha az azonositasi arany = 99%. Ha az
azonositasi arany 99% alatti, a vizsgalat eredménye Fail (Sikertelen) lesz, és a minta vizsgalatat meg kell
ismételni.

Miel6tt a felnaszndld laboratériumaban elészor haszndlna ezt a terméket, a vizsgalat teljesitményét
ellenérizni kell tobb, ismert teljesitményjellemzékkel rendelkezé pozitiv és negativ minta vizsgalataval.
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* Minden min6ség-ellen6rzési miveletet a helyi és/vagy orszagos eldirasokkal vagy akkreditacios
kovetelményekkel 6sszhangban kell végrehajtani.

A Cisztas fibrdzis 139 varians vizsgalat
teljesitmeényjellemzdi

A Cisztas fibrdzis 139 varians vizsgalat teljesitményjellemz6i a MiSeqDx Cisztas fibrdzis 139 varians vizsgalat-t
hasznalo vizsgalatokon alapulnak. A TruSight és a MiSeqDx vizsgalatok egyenértéklségérdl lasd: Teljesitmény-
egyenértékliség ezzel: lllumina MiSeqDx Cisztds fibrozis 139 varians vizsgalat a(z) 73. oldalon

Pontossag

A Cisztas fibrozis 139 varians vizsgalat pontossagat négy kiilonb6zé forrasbdl szarmazé, a CFTR-variansok
széles skalajat képvisel6 500 minta értékelésével vizsgaltak. A pontossagi adatok elsédleges forrdsa egy 366
mintabdl allé panellel végzett klinikai pontossagi vizsgalat volt. A mintak tébbsége (n= 355) emberi vérbdl
izolalt, archivalt, anonimizalt klinikai gDNS-mintakbdl allt. A fennmaradd 11 mintat a kereskedelmi forgalomban
kaphatd sejtvonalakbdl nyerték.

Az e vizsgalatbdl szarmazd adatokat kiegészitették a reprodukalhatdsagi vizsgalatban értékelt 68 sejtvonal-
minta, az extrakciés mddszert értékel6 analitikai vizsgalatbdl szarmazd 14 klinikai minta és 52 szintetikus
plazmidminta pontossagi adataival. A szintetikus plazmidokat ugy tervezték, hogy tartalmazzak a ritka
variansok genomikus kdrnyezetét, és egy 6sszeallitdsban egytél kilencig terjed6 szamu varianst tartalmaztak.
Ezeket linedrissa valtoztattak, a genomialis DNS-nek megfeleld masolatszamra higitottak, és ugyanekkora
masolatszamu vad tipusu genotipust human genomialis DNS-mintakkal keverték, hogy heterozigdta mintat
utanozzon.

Az SNV-ket és kis InDel-eket tartalmazé 137 pozicié genotipizalasi eredményeit, beleértve a PolyTG/PolyT
régiot is, 6sszehasonlitottdk a Sanger-féle kétirdnyu szekvendlds eredményével. A panelben szereplé két nagy
delécidhoz referencia-mddszerként két validalt PCR-alapu vizsgalatot hasznaltak. Mindegyik duplex PCR-
vizsgalatban két primerkészlet hasznalatdval tortént a vad tipusu, a heterozigdta és a homozigdta genotipusok
megkullonboztetése. Az egyik primerkészlet a delécids toréspontokkal szomszédosan helyezkedett el, mig a
masik tartalmazta a delécio poziciojat. A két terméket agarézgélen, méret szerint valasztottak szét.

A PCR-vizsgalatokat egy 28 mintabdl allé panel segitségével validaltak (22 minta minden egyes deléciéhoz),
amely sejtvonalbdl és vérbél szarmazé genomikus DNS-mintakbdl és szintetikus plazmidokbdl allt, és amely
minden egyes nagy delécid esetében magaban foglaltaa WT, HET és HOM genotipusokat. A PCR-vizsgalatok
100%-0s specificitasat és reprodukalhatdsagat minden vizsgalt minta esetében megerdésitették a PCR-
termékek agardzgélen torténd értékelésével. A PCR-vizsgalatok pontossagat Sanger-féle szekvenalassal
igazoltak, és minden minta esetében 100%-osnak taldltak.
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A pontossagot minden egyes genotipus esetében harom statisztikai mérészammal fejezték ki. A pozitiv
egyezés (PA) kiszamitdsa az egyes varians genotipusok esetében: a megegyezd variansazonositasokkal
rendelkez6 mintak szdma osztva a referencia-mddszerekkel azonositott, az adott varidnssal rendelkezd mintak
teljes szamaval. A negativ egyezés (NA) kiszamitasa az 6sszes vad tipusu (WT) poziciénal: a megegyez6 vad
tipusu pozicidk szdma osztva a referencia-mddszerekkel azonositott vad tipusu pozicidk teljes szamaval. A
teljes egyezés (OA) kiszamitasa az 6sszes mintanal: a megegyez6 vad tipusu és varians pozicidk szama osztva
areferencia-modszerekkel azonositott 8sszes jelentett pozicié szamaval.

A Cisztas fibrdzis 139 varidns vizsgalat genotipus-szintl PA értéke 100% volt. Az 6sszes WT pozicid NA értéke
> 99,99% volt, és az 6sszes jelentett pozicid OA értéke > 99,99% volt. Minden eredmény az elsé vizsgalat
eredményein alapul.
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cLL/zs

14 tabldzat A Cisztas fibrdzis 139 varidns vizsgalat teljes pontossaga

Varians

(altalanos név)

CFTR
dele2, 3

EGOX
P67L
R75X
G85E
394delTT

406-1G>A
E92X
D110H
R117C
R117H
Y122X
621+41G>T
663delT
G178R
71+1G>T
P205S"
L206W
1078delT
G330X
R334W
1336K

Varians
Tipus

DEL

SNV
SNV
SNV
SNV
DIV

SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
DIV
SNV
SNV
SNV
SNV
DIV
SNV
SNV
SNV

cDNS-név

€.54-5940_
273410250
del21kb

c.178G>T
c.200C>T
c.223C>T
C.254G>A

€.262_263
delTT

€.274-1G>A
C.274G>T
€.328G>C
c.349C>T
c.350G>A
c.366T>A
c.489+1G>T
c.531delT
¢.532G>A
c.579+1G>T
c.613C>T
c.617T>G
€.948delT
c.988G>T
c.1000C>T
c.1007T>A

Azonositaso
k teljes
szama

varianson-

ként

5004

5004
5004
5004
5004
5004

5004
5000
5004
5000
5004
5000
5004
5000
5004
5000
5004
5000
5004
5000
5004
5000

Pozitiv azonositasok (variansok)

Klinikai
mintak

W o W =

IN

Sejtvo-
nalbol
sza-
rmazé
mintak

1

N O O

o o,

Szintetiku
s mintak

(o) o o oo

o o oo o

Negativ
hivasok

(Vad

tipus)

495

493
498
496
492
496

496
498
498
496
481
499
488
498
498
496
498
491
498
498
493
499

Helytelen
azonosi-
tasok
szama

o o oo o

O O Oo/lo o o o olo/lo o o o o o o

Sikertelen
azonos-
itasok
szama

o o oo o

O O Oo/lo O o o olo/lo o o o o o o

Pozitiv
egyezés

(%)

100

100
100
100
100
100

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100*
100
100
100
100
100

Negativ
egyezés

(%)

100

100
100
100
100
100

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

Teljes
egyezés

(%)

100

100
100
100
100
100

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

YAy
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cLL/es

Pozitiv azonositasok (variansok) j
Azonositaso
itvo- i Helytel i
., L, k teljes S Nfeg’atlv e e’n Sikertelen Pozitiv Negativ Teljes (CD
Varians Varians cDNS-név szama inikai nalbél inteti hivasok  azonost- azonos- egyezés egyezés egyezés —
(4ltaldnos név) Tipus oo Klinikai T szntetiku - vag tasok itasok g‘:‘y) g‘:‘y) 9 % «Q
. mintak rmazé s mintak tipus) SO R o b o -
ként —
mintak o
1154insTC DIV ¢.1022.1023 5000 0 1 0 499 0 0 100 100 100 (7,
insTC N
~t
R347H SNV c.1040G>A 5000 6 1 1 492 0 0 100 100 100 QO
R347P SNV ¢.1040G>C 5000 3 2 0 495 0 0 100 100 100 2\
R352Q SNV c.1055G>A 5000 5 0 0 495 0 0 100 100 100 5
A455E SNV c.1364C>A 5000 4 2 0 494 0 0 100 100 100 8\
S466X (C>G) SNV c.1397C>G 5000 1 0 1 498 0 0 100 100 100 E
1548delG DIV c.1418delG 5000 1 0 1 498 0 0 100 100 100 g
Q493X SNV c.1477C>T 5000 4 2 0 494 0 0 100 100 100 Q
1507del DIV ¢.1519_1521 5000 4 2 0 494 0 0 100 100 100 3
delATC M-
F508del DIV c.1521_1523 5000 84 29 0 387 0 0 100 100 100 5
delCTT Q.
N @
1677delTA DIV c.1545_1546 5000 1 0 0 499 0 0 100 100 100 (ON
delTA (75_
V520F SNV c.1558G>T 5000 2 0 0 498 0 0 100 100 100 N
~t
1717-1G>A SNV c.1585-1G>A 5000 4 1 0 495 0 0 100 100 100 Q)
~t+
G542X SNV c.1624G>T 5000 12 3 0 485 0 0 100 100 100 O~
S549N SNV c.1646G>A 5000 2 2 1 495 0 0 100 100 100
S549R SNV c.1647T>G 5000 3 1 0 496 0 0 100 100 100
(c.1647T>G)
G551D SNV c.1652G>A 5000 8 3 0 489 0 0 100 100 100
R553X SNV c.1657C>T 5000 8 2 0 490 0 0 100 100 100
A559T SNV c.1675G>A 5000 4 0 1 495 0 0 100 100 100
R560T SNV c.1679G>C 5000 6 1 0 493 0 0 100 100 100
1812-1G>A SNV c.1680-1G>A 5000 0 2 0 498 0 0 100 100 100
1898+1G>A SNV c.1766+1G>A 5000 2 1 0 497 0 0 100 100 100
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Pozitiv azonositasok (variansok) j
Azonositaso
itvo- i Helytel i
., L, k teljes S Nfeg’atlv e e’n Sikertelen Pozitiv Negativ Teljes (CD
Varians Varians cDNS-név szama inikai nalbél inteti hivasok  azonost- azonos- egyezés egyezés egyezés —
(dltalénos név) Tipus oo Klinikai T, szintetiku (g tasok itasok g‘:‘y) g‘:‘y) g % te)
. mintak rmazé s mintak tipus) SO R o b o -
ként —
mintak
O
2143delT DIV c.2012delT 5000 2 1 0 497 0 0 100 100 100 (7,'
2183AA>G DIV €.2051_ 500 3 1 0 496 0 0 100 100 100 !:lr
2052del Q-
AAinsG wn
2184insA DIV c.2052_2 5000 3 0 1 496 0 0 100 100 100 =
053insA O
-
2184delA DIV c.2052delA 5000 1 1 0 498 0 0 100 100 100 (ND‘
R709X SNV €.2125C>T 5000 1 0 2 497 0 0 100 100 100 (.7).
K710X SNV C.2128A>T 5000 3 0 0 497 0 0 100 100 100 :(—Dl-
2307insA DIV c.2175_21 5000 3 0 2 495 0 0 100 100 100 -
76insA 3
R764X SNV €.2290C>T 5000 1 0 2 497 0 0 100 100 100 %
W846X SNV €.2537G>A 500 0 1 0 499 0 0 100 100 100 E;
~
2789+5G>A SNV C.2657+5G> 5000 9 1 0 490 0 0 100 100 100 '(_D:
A ~
Q890X SNV C.2668C>T 5000 1 0 0 499 0 0 100 100 100 CND
3120G>A SNV C.2988G>A 500¢ 1 0 0 499 0 0 100 100 100 E)"
3120+1G>A SNV €.2988+1G> 5000 7 1 0 492 0 0 100 100 100 6"
A ~
3272-26A>GC SNV €.3140-2 5000 0 1 0 499 0 0 100 100 100
6A>G
R1066C SNV c.3196C>T 500 6 0 0 494 0 0 100 100 100
R1066H SNV c.3197G>A 5000 1 0 1 498 0 0 100 100 100
W1089X SNV €.3266G>A 500 4 0 0 496 0 0 100 100 100
Y1092X (C>A) SNV €.3276C>A 5000 3 1 0 496 0 0 100 100 100
M1101K SNV c.3302T>A 500 2 2 0 496 0 0 100 100 100
R1158X SNV c.3472C>T 5000 7 1 0 492 0 0 100 100 100
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Pozitiv azonositasok (variansok) j
Azonositaso
itvo- i Helytel i
., L, k teljes S Nfeg’atlv e e’n Sikertelen Pozitiv Negativ Teljes (CD
Varians Varians cDNS-név szama inikai nalbél inteti hivasok  azonost- azonos- egyezés egyezés egyezés —
(4ltaldnos név) Tipus oo Klinikai T szntetiku - vag tasok itasok g‘:‘y) g‘:‘y) 9 % «Q
. mintak rmazé s mintak tipus) SO R o b o -
ként —
mintak o
R1162X SNV c.3484C>T 5000 5 1 0 494 0 0 100 100 100 (7).
3659delC DIV c.3528delC 5000 4 1 0 495 0 0 100 100 100 !:L
S1196X SNV c.3587C>G 5000 1 0 0 499 0 0 100 100 100 8\
3791delC DIV c.3659delC 5000 2 0 0 498 0 0 100 100 100 :l'.n
3849+10kbC> SNV €.3717+12 5000 11 2 0 487 0 0 100 100 100 g
T 191C>T O~
3876delA DIV c.3744delA 5000 6 1 0 493 0 0 100 100 100 E.
wn
S1251N SNV c.3752G>A 5001 1 0 1 498 0 0 100 100 100 —
3905insT DIV c.3773_3 5000 3 1 0 496 0 0 100 100 100 g
774insT 3
W1282X SNV c.3846G>A 5000 9 1 0 490 0 0 100 100 100 M-~
N1303K SNV c.3909C>G 5000 9 1 0 490 0 0 100 100 100 5
CFTR DEL c.3964-78_ 5000 1 0 1 498 18 0 100 99,80 99,80 2:
dele22,23% 4242+577del (7|2_~
M1V SNV c.1A>G 5000 0 0 1 499 0 0 100 100 100 (@]
Q39X SNV c.115C>T 5000 0 0 1 499 0 0 100 100 100 !S..
405+1G>A SNV Cc.273+1G>A 5000 0 0 1 499 0 0 100 100 100 ,Q_)r
E92K SNV c.274G>A 5000 0 0 1 499 0 0 100 100 100 O
Q98X SNV Cc.292C>T 5000 0 0 2 498 0 0 100 100 100
457TAT>G DIV c.325_327 5000 0 0 1 499 0 0 100 100 100
delTATinsG
574delA DIV c.442delA 5000 0 0 2 498 0 0 100 100 100
711+3A>G SNV c.579+3A>G 5000 0 0 1 499 0 0 100 100 100
711+5 G>A SNV c.579+5G>A 5000 0 0 1 499 0 0 100 100 100
712-1G>T SNV c.580-1G>T 5000 0 0 1 499 0 0 100 100 100
H199Y SNV c.595C>T 5000 0 0 1 499 0 0 100 100 100
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Varians
(altalanos név)

Q220X
852del22

T338I
S341P
1213delT
1248+1G>A
1259insA

W401X
(c.1202G>A)

W401X
(c.1203G>A)

1341+1G>A
1461in4

1525-1G>A
S466X (C>A)
L467P
S489X
S492F
Q525X
1717-8G>A

Varians
Tipus

SNV
DIV

SNV
SNV
DIV
SNV
DIV

SNV

SNV

SNV
DIV

SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV

cDNS-név

c.658C>T

€.720741
delAGGG
AGAAT
GATGAT
GAAGTAC

c.1013C>T

c.1021T>C

c.1081delT
c.1116+1G>A

c. 11271
128insA

c.1202G>A

c.1203G>A

c.1209+1G>A

c.1329_
1330ins
AGAT

c.1393-1G>A
C.1397C>A
c.1400T7>C
1466C>A
c.1475C>T
c.1573C>T
c.1585-8G>A

Azonositaso
k teljes
szama

varianson-

ként

5000
5000

5000
5000
5000
5000
5000

5004

5004

5004
5000

5000
5004
5000
5004
5000
5004
5000

Pozitiv azonositasok (variansok)

Klinikai
mintak

o o o o o

o o ojlo o o o

Sejtvo-
nalbol
sza-
rmazé
mintak

0
0

O o oo o

o o o/lo o o o

Negativ
hivasok
Szin?eti’ku (Vad
s mintak tipus)
1 499
1 499
1 499
1 499
1 499
1 499
2 498
1 499
1 499
2 498
1 499
1 499
1 499
1 499
2 498
1 499
1 499
1 499

Helytelen
azonosi-
tasok
szama

O o oo o

O o o/lo o o o

Sikertelen
azonos-
itasok
szama

o o o o o

O o o/lo o o o

Pozitiv
egyezés

(%)

100
100

100
100
100
100
100

100

100

100
100

100
100
100
100
100
100
100

Negativ
egyezés

(%)

100
100

100
100
100
100
100

100

100

100
100

100
100
100
100
100
100
100

Teljes
egyezés

(%)

100
100

100
100
100
100
100

100

100

100
100

100
100
100
100
100
100
100

YAy
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Pozitiv azonositasok (variansok) j
Azonositaso
itvo- i Helytel i
.. L, k teljes S Nfeg’atlv e e’n Sikertelen Pozitiv Negativ Teljes (Cn
Varians Varians cDNS-név szama inikai nalbél inteti hivasok  azonost- azonos- egyezés egyezés egyezés —
(4ltaldnos név) Tipus oo Klinikai T szntetiku - vag tasok itasok g‘:‘y) g‘:‘y) 9 % «Q
. mintak rmazé s mintak tipus) SO R o b o -
ként —
mintak
O
S549R SNV c.1645A>C 5000 0 0 1 499 0 0 100 100 100 (7)
(c.1645A>C) N
~t
Q552X SNV c.1654C>T 5000 0 0 1 499 0 0 100 100 100 QO
R560K SNV c.1679G>A 5000 0 0 1 499 0 0 100 100 100 2\
1811+1.6 kb SNV c.1679+1,6 5000 0 0 1 499 0 0 100 100 100 8
A>G kbA>G =
O-
E585X SNV c.1753G>T 5000 0 0 1 499 0 0 100 100 100 N
1898+3A>G SNV c.1766+3A> 5000 0 0 1 499 0 0 100 100 100 w
G —~
()
L732X SNV c.2195T>G 5000 0 0 2 498 0 0 100 100 100 -
2347delG DIV c.2215delG 5000 0 0 2 498 0 0 100 100 100 (BD
~
2585delT DIV €.2453delT 5000 0 0 2 498 0 0 100 100 100 N
~
E822X SNV c.2464G>T 5000 0 0 2 498 0 0 100 100 100 &.ﬁ
2622+1G>A" SNV €.2490+1G> 5000 0 0 2 498 0 0 100 100 100 (D~
T9 ~
@)
E831X SNV c.2491G>T 5000 0 0 1 499 0 0 100 100 100 'l:l'_
R851X SNV c.2551C>T 5000 0 0 1 499 0 0 100 100 100 'Q_)r
2711delT DIV €.2583delT 5000 0 0 1 499 0 0 100 100 100 O~
L927P SNV €.2780T>C 5000 0 0 1 499 0 0 100 100 100
S945L SNV €.2834C>T 5000 0 0 1 499 0 0 100 100 100
3007delG DIV €.2875delG 5000 0 0 1 499 0 0 100 100 100
G970R SNV €.2908G>C 5000 0 0 1 499 0 0 100 100 100
3121-1G>A SNV C.2989-1G>A 5000 0 0 1 499 0 0 100 100 100
L1065P SNV c.3194T>C 5000 0 0 1 499 0 0 100 100 100
L1077P* SNV ¢.3230T>C 5000 0 0 1 499 or 0 100 100 100
Y1092X (C>G) SNV c.3276C>G 5000 0 0 1 499 0 0 100 100 100



7

70A WMuU3WINX0P "zs 0¢/££60000000L

"VHLVIYNZSVH IVIILZSONOVIA OYLIA NI

ZLL/8s

Varians
(altalanos név)

E1104X

W1204X
(c.3611G>A)

W1204X
(c.3612G>A)

G1244E
4005+1G>A

4016insT
Q1313X
4209TG
TT>AA
4382delA
PoliTG/

PolyT¢

1506V*

1507V¥

F508C¥*

Osszes

Varians
Tipus

SNV
SNV

SNV

SNV
SNV

DIV

SNV

DIV

DIV
PolyTG/Poly

T

SNV

SNV

SNV

cDNS-név

c.3310G>T
c.3611G>A

c.3612G>A

c.3731G>A

c.3873+1G>
A

c.3884_3
885insT

c.3937C>T

c.4077_
4080delT
GTTinsAA

c.4251delA
¢.1210-12T
[5-9]

c.1516A>G

c.1519A>G

c.1523T>G

Azonositaso
k teljes
szama

varianson-
ként

5000
5000

5000

5004
5004

5000

5000

5004

5000
19

67522

A DIV a delécids/inzercios varians roviditése.

Pozitiv azonositasok (variansok)

Sejtvo-
Ibol
Kiinkai 0 Szintetiku
sza- L,
mintak } s mintak

rmazé

mintak
0 0 1
0 0 1
0 0 1
0 0 1
0 0 1
0 0 1
0 0 1
0 0 1
0 0 1
17 2 0
0 0 0
0 0 0
0 0 0

557

Negativ
hivasok

(Vad
tipus)

499
499

499

499
499

499

499
499

499

66965

Helytelen  Sikertelen -
, Pozitiv
azonosi- azonos- .
egyezés
tasok itasok gy‘y
szama szama )
0 0 100
0 0 100
0 0 100
0 0 100
0 0 100
0 0 100
0 0 100
0 0 100
0 0 100
0 0 100
0 0 Nem
alkalmazhat
6
0 0 Nem
alkalmazhat
6
0 0 Nem
alkalmazhat
6
1 0 100

Negativ
egyezés
(%)

100

100

100

100
100

100

100

100

100

Nem
alkalmazhat
6

100

100

100

> 99,99

Teljes
egyezés
(%)

100

100

100

100
100

100

100
100

100
100

100

100

100

> 99,99

YAy
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* A Sanger-féle szekvenadlasra vonatkozd jelentés szerint a P205S varians heterozigéta a klinikai mintaban. A Sanger-féle szekvenalds kdvetési

adatainak fellilvizsgdlata azonban azt mutatta, hogy a varians valéjadban homozigéta volt, és tévesen jelentették. Az MiSeqDx a varidnst

homozigdtaként jelentette.

$ Arendszer a 8. exonra heterozigéta szintetikus mintat a CFTR dele22, 23 variansra heterozigétaként jelentette. A tovabbi vizsgalatok kimutattak,

hogy ez az eredmény valdszin(ileg kis mennyiségli szennyezédésbdl szarmazik.

~ Az eredeti szintetikus heterozigdta mintardl megallapitottédk, hogy nem megfeleléen készitették el. Késébb, miutan ismét elkészitették, ugyanazon

plazmid felhaszndldsaval vizsgaltak, és kimutathaté volt.
€ Ha az R117H pozitiv, a rendszer jelenti a PolyTG/PolyT varianst is.

¥ Egy homozigdta F508del varidns esetében harom olyan vad tipust bazist (azaz az 1506V, 1507V, F508C varidnsokat) is jelentettek, amelyeket a

rendszer nem azonositott a mintaban.

A vizsgélat eredeti validacids vizsgélata ketts szintetikus mintét tartalmazott, amelyek a 2622+1 G>A varidnshoz a ¢.2490+1G>T nukleotidvaltozast

tartalmaztak (az adatok szerepelnek ebben a tédblazatban). Késébb egy masodik validalasi vizsgalatot végeztek a ¢.2490+1G>A nukleotidvaltozast

tartalmazo szintetikus mintaval a varidnssal jaro tényleges nukleotidvaltozas (c.2490+1G>A) aldtdmasztasara.

15 tablazat A Cisztas fibrdzis 139 varidns vizsgalat pontossaga az 1506V, 1507V és F508C esetében.

Pozitiv azonositasok (variansok)

L. - . B - Helytelen . Pozitiv
Varians Azonositasok szama o - . - - Negativ azonositasok azonositasok Sikertelen eqvezés
(k6z6s név) variansonként Klinikai Sejtvonalbol Szintetikus (vad tipus) X azonositasok szama gyo

mintak szérmazé mintak mintak Szama (%)
1506V 5000 7 0 0 493 0 0 100
1507V 50040 0 1 0 499 0 0 100
F508C 5000 1 1 0 498 0 0 100

16 tablazat A Cisztas fibrdzis 139 varians vizsgalat pontossaga a PolyTG/PolyT valtozatok esetében

. Klinikai mintak Sejtvonalbdl szarmazo6 mintak Szintetikus mintak Helytelen azonositasok Sikertelen azonositasok
PolyTG/PolyT genotipus . 3 . . R
szama szama szama szama szama

(TG)O(T)7/(TG)1(T)7 2 0 0 0 1
(TG)9(T)9/(TG)10(T)7 1 0 0 0 0
(TG)O(T)9/(TC)11(T)7 5 1 0 0 0
(TG)9(T)9/(TG)11(T)9 1 0 0 0 0
(TG)10(T)7/(TG)10 25 8 0 0 0

(M7

(TG)10(T)7/(TG)10 39 16 0 0 0

(Mo

Negativ
egyezés (%)
100
100
100

Szazalékos
pontossag

50

100
100
100
100

100

Teljes
egyezés

(%)
100
100
100

YAy
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Klinikai mintak

PolyTG/PolyT genotipus
yTG/PolyT g P SEE

(Te)10(TM)7/(TC)N 2
(T)5

(Te)O(M7/(TeNNUT)7 72
(TG)10(T)7/(TG)12 1
(M5

(TG)10(T)7/(TG)12 10
(M7

(TG)10(T)9/(TG)10 7
(M9

(TG)10(T)9/(TG)M 5
(M5

(TG)10(T)9/(TC)M 76
(M7

(TG)10(T)9/(TC)M 3
(M9

(TG)10(T)9/(TG)12 3
(M5

(TG)10(T)9/(TG)12 13
(M7

(TOI(T)5/(TG)N(T)7 6
(TE)NM(M7/(TG)1N(T)7 52

(TG)1(T)7/(TG)11 2
(T)er

(TG)1(T)7/(TG)12 2
(TS

(TGI(T)7/(TG)12(T)7 37
(TG)11(T)9/(TG)12 3
(17

(TG)12(T)7/(TG)12 2
(M7

Osszes**

* A mintdkat nem vizsgaltak Ujra.

Sejtvonalbodl szarmazo mintak

szama

0

M

20

448

Szintetikus mintak
szama

0

Helytelen azonositasok
szama

0

3

Sikertelen azonositasok
szama*

0

Szazalékos —
pontossag E
100 0p)
(]
100 -
~
100 (@)
wn
N
90,9 —
Q-
100 »
—h
O
100 -
O-
N,
100 wn
®
100 §
100 M-~
A
~
&
M-~
~
83,3 (N)
100 E;
0 ~t
O~
100
100
100
100
98,44

~ Az egyik ellentmondasos eredmény a reprodukalhatdsagi vizsgalatbdl szarmazik. A minta PolyTG/PolyT eredménye mind a 18 replikdtumban

egybehangzd volt, de eltért a kétiranyu Sanger-féle szekvenalas eredményétél.
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** A PolyTG/PolyT valtozat teljes mintaszama 448. Az 6sszes szintetikus minta (n = 52) linearizalt plazmidok és a reprodukalhatdsagi vizsgalat részét
képezd két sejtvonalminta egyikének keverésével késziilt. Mivel a PolyTG/PolyT varidns jelentése e tovabbi szintetikus mintadk esetében a varidns
tulzott mértékd jelentését eredményezné, a szintetikus mintakat kizartak ebbél az elemzésbdl.
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Reprodukalhatdsag

A Cisztas fibrdzis 139 varians vizsgalat reprodukalhatdsagat harom vizsgalati helyszinen, két kezel6vel végzett vak vizsgalatban
hataroztdk meg. Mindegyik helyszinen két jol jellemzett, egyenként 46 mintabdl all6 panelt vizsgalt mindkét kezels, ami helyszinenként
0sszesen 810 azonositast jelentett. A panelek a CFTR gén ismert variansait hordozé limfoblasztoid sejtvonalakbdl szarmazé genomikus
DNS-ek keverékét, valamint a CFTR gén ismert variansaival rendelkezd limfoblasztoid sejtvonalakkal kiegészitett, leukocitamentes vért
tartalmaztak. Azért hasznaltak vérmintakat, hogy értékelni lehessen a vizsgalati munkafolyamat elsédleges bemeneteként szolgald
gDNS el6allitdsadhoz hasznalt extrakcids [épéseket.

A mintak sikerességi aranya, vagyis az elsé probalkozas alkalmaval megfeleld minéség-ellenérzési mérészamokat adé mintak aranya
99,9% volt.

Az 6sszes variansra vonatkozé genotipusszintli megegyezés 99,77% volt. Az 6sszes WT-pozicidra vonatkozé negativ megegyezés
99,88%, az 6sszes jelentett pozicidra vonatkozé teljes megegyezés pedig 99,88% volt. Minden eredmény az elsé vizsgalat eredményein
alapul. A reprodukalhatdsagi vizsgalatban nem végeztek ismételt vizsgalatot.

o1e1Z0Male1OWIS] SIZ0UqI) SB1ZSIO 1ybisni |
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17 tabldzat A Cisztas fibrdzis 139 varidns vizsgalat reprodukalhatdésaga

Pa-
nel

>|> > >

>

> > > >

> | > | > >

Mintak
szama

A%

5n

12

13
14
15
16

Minta
genotipusa

S549N (Het)
1812-1 G>A (Het)
Q493X/F508del (Het)

F508del/2184delA
(Het)

Y122X/R1158X (Het)

F508del/2183AA>G
(Het)

R75X (Het)
1507del/F508del (Het)
F508del/W1282X (Het)

F508del/3272-26A>G
(Het)

F508del/3849+10kbC
>T (Het)

621+1G>T/3120+1G>A
(Het)

E6O0X/F508del (Het)
MT1101K (Het)
M1101K (Hom)
F508del (Hom)

Varian-
sok

1506V,
1507V,
F508C
nincs
jelen

Azo-

nosi-
tasok
teljes
szama
helys-
zinen-

ként

810
810
810
810

810
810

810
810
810
810

810

810

810
810
810
828

Pozitiv megegyezést

tartalmazé azonositasok
(variansok)

1.

helys-

Zin

2.

helys-

Zin

6
6
12
12

10
12

12

12

12

3.

helys-

Zin

6
6
12
12

12
12

12
12
12

12

12

12

Negativ megegyezést

tartalmazo azonositasok
(vad tipus)

1.

helys-

Zin

804
804
798
797

798
798

804
798
798
798

798

798

798
804
804
822

2.

helys-

Zin

804
804
798
798

665
798

804
798
797
797

798

798

798
804
804
822

3.

helys-

Zin

804
804
798
798

798
798

804
798
798
798

798

798

798
804
804
822

Hely-
telen
azono-
sitasok
szama

o o o o

o

o o o | o

Siker-

telen Pozitiv

azono- egyezés

sitasok (%)

szama
0 100
0 100
0 100
1* 100

1357 94,44

0 100
0 100
0 100
0 97,22
0 97,22
0 100
0 100
0 100
0 100
0 100
0 100

Nega-

tiv

egyezés

(%)

100
100
100
100

94,44
100

100
100
99,96
99,96

100

100

100
100
100
100

Teljes

egyezés

(%)

100
100
100
100

94,44
100

100
100
99,92
99,92

100

100

100
100
100
100
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ZLL/¥9

Pa-
nel

>|> > >

> > » > | > >

> > > x| >

Mintak
szama

18

19

20
21
22
23

24
25
26
27
28
29

30
31
32
33
34

Minta Varian-
genotipusa sok
F508del/3659delC
(Het)
R117H/F508del (Het) (TG)10
(m9o/
(TG)12
(M5
621+1G>T/711+1G>T
(Het)

G85E/621+1G>T (Het)
A455E/F508del (Het)
F508del/R560T (Het)

F508del/Y1092X (C>A)
(Het)

N1303K (Het)
G542X (Hom)
G542X (Het)
G551D/R553X (Het)
3849+10kbC>T (Hom)
WT

F508del (Het)
1717-1G>A (Het)
R1162X (Het)
R347P/G551D (Het)
R334W (Het)

Azo-

nosi-
tasok
teljes
szama
helys-
zinen-

ként

810

816

810

810
810
810
810

810
810
810
810
810
810

810
810
810
810
810

Pozitiv megegyezést

tartalmazé azonositasok
(variansok)

1.

helys-

zin

12

18

2.

helys-

zin

12

18

12

12
12
12
12

3.

helys-

zin

12

18

12

12
12
12
12

Negativ megegyezést

tartalmazé azonositasok
(vad tipus)

1.

helys-

zin

798

798

798

798
798
798
798

804
804
804
798
804
810

804
804
804
798
804

2.

helys-

zin

798

798

798

798
798
798
798

804
804
804
798
804
810

804
804
804
798
804

3.

helys-

zin

798

798

798

798
798
798
798

804
804
804
798
804
810

804
804
804
798
804

Hely-
telen
azono-
sitasok
szama

o o o o

o o oo o o

o o oo o

Siker-
telen
azono-
sitasok
szama

o o o o

o o oo o o

o o oo o

Pozitiv
egyezés
(%)

100

100

100

100
100
100
100

100
100
100
100
100

Nem
alkalmazhat
o]

100
100
100
100

100

—
—
C
Nega- ) (0))]
i Teljes —_
v ; egyezés Q
egyezés %) -
(%) ~+
@)
()]
N
100 100 S
~
wn
100 100 —h
O
=
O-
N
100 100 o
~+
100 100 (_2
100 100 3
100 100 -~
~
100 100 S
-
M-~
100 100 =~
100 100 CND
100 100 8‘
100 100 6"\
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
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ZLL/Ss9

Pa-
nel

> > > >

Mintak
szama

35

36
37
38

39

40

41

42

43
44
45
46
47
48

49

Minta Varian-
genotipusa sok
WT
G85E (Het)
1336K (Het)
WT
F508del/3849+10kbC
>T (Het)
621+1G>T/3120+1G>A
(Het)
F508del/3659delC
(Het)
R117H/F508del (Het) (TG)10
(me9/
(TG)12
(M5

G85E/621+1G>T (Het)
A455E/F508del (Het)
N1303K (Het)
G551D/R553X (Het)
2789+5G>A (Hom)

CFTR dele2, 3/F508del
(Het)

F508del/1898+1G>A
(Het)

Azo-

nosi-
tasok
teljes
szama
helys-
zinen-

ként

810

810
810
810

810

810

810

816

810
810
810
810
810
810

810

Pozitiv megegyezést

tartalmazé azonositasok
(variansok)

1.

helys-

zin

0

2.

helys-

zin

0

12

12

12

18

12

12

12

12

12

3.

helys-

zin

0

12

12

12

18

12

12

12

12

12

Negativ megegyezést

tartalmazé azonositasok
(vad tipus)

1.

helys-

zin

810

804
804
810

798

798

798

798

798
798
804
798
804
798

798

2.

helys-

zin

810

804
804
810

798

798

798

798

798
798
804
798
804
798

798

Hely- Siker-
telen telen

azono-  azono-

3. sitdsok  sitasok

helys- szama szama

zin

810 0 0
804 0 0
804 0 0
810 0 0
798 0 0
798 0 0
798 0 0
798 0 0
798 0 0
798 0 0
804 0 0
798 0 0
804 0 0
798 0 0
798 0 0

Pozitiv
egyezés
(%)

Nem
alkalmazhat
o]

100
100

Nem
alkalmazhat
o]

100

100

100

100

100
100
100
100
100
100

100

—
—
C
Nega- ) wn
. Teljes —_
; egyezés Q
egyezés %) -
(%) ~+
0,
wn
N
100 100 —~
Q-
(70}
=
100 100 O
100 100 O-
100 100 N
wn
~t
()
100 100 §
M-~
100 100
A
~
100 100 RH
M-~
~
100 100 @)
N
~t
Q
~t+
O~
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
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ZLL/99

Pa-
nel

W W W W W

Mintak
szama

50

51

52
53
54
55
56

57

58
59

60
61

62
63

64

Minta Varian-
genotipusa sok
WT
F508del/2143delT
(Het)

3876delA (Het)

3905insT (Het)

394delTT (Het)

F508del (Het)
WT

WT

F508del (Het)
WT

L206W (Het)
WT

G330X (Het)
WT

R347H (Het)

Azo-

nosi-
tasok
teljes
szama
helys-
zinen-

ként

810

810

810
810
810
810
810

810

810
810

810
810

810
810

810

Pozitiv megegyezést

tartalmazé azonositasok
(variansok)

1.

helys-

zin

0

o o oo o

2.

helys-

zin

0

o o oo o

3.

helys-

zin

0

o o oo o

Negativ megegyezést

tartalmazé azonositasok
(vad tipus)

1.

helys-

zin

810

798

804
804
804
804
810

810

804
810

804
810

804
810

804

2.

helys-

zin

810

798

804
804
804
804
810

810

804
810

804
810

804
810

804

3.

helys-

zin

810

798

804
804
804
804
810

810

804
810

804
810

804
810

804

Hely-
telen
azono-
sitasok
szama

o o oo o

Siker-
telen
azono-
sitasok
szama

o o oo o

Pozitiv
egyezés
(%)

Nem
alkalmazhat
o]

100

100
100
100
100

Nem
alkalmazhat
o]

Nem
alkalmazhat
o]

100

Nem
alkalmazhat
o]

100
Nem
alkalmazhat
o]

100
Nem
alkalmazhat
o]

100

Nega-

tiv

egyezés

(%)

100

100

100
100
100
100
100

100

100
100

100
100

100
100

100

Teljes
egyezés

(%)

100

100

100
100
100
100
100

100

100
100

100
100

100
100

100

YAy
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ZLL/ L9

Pa-
nel

(oo v R ve R v e B v ] vs)

w

Mintak
szama

65
66
67

68
69
70

71
728

73
74
75"
76
77

78
79

80
81
82

Minta
genotipusa

1078delT (Het)
G178R/F508del (Het)

S549R (c.1647T>G)
(Het)

S549N (Het)
W846X (Het)
WT

E92X/F508del (Het)

621+1G>T/1154insTC
(Het)

G542X (Het)
F508del (Het)
F508del (Het)
F508del (Het)

621+1G>T/A455E
(Het)

1812-1 G>A (Het)
WT

F508del/R553X (Het)
F508del/G551D (Het)
R347P/F508del (Het)

Varian-
sok

Azo-

nosi-
tasok
teljes
szama
helys-
zinen-

ként

810
810
810

810
810
810

810
810

810
810
810
810
810

810
810

810
810
810

Pozitiv megegyezést

tartalmazé azonositasok
(variansok)

1.

helys-

zin

6
12

2.

helys-

zin

6
12

12
12
12

3.

helys-

zin

6
12

12
12
12

Negativ megegyezést

tartalmazé azonositasok
(vad tipus)

1.

helys-

zin

804

798
804

804
804
810

798
798

804
804
804
804
798

804
810

798
798
798

2.

helys-

zin

804

798
804

804
804
810

798
798

804
804
670
804
798

804
810

798
798
798

3.

helys-

zin

804

798
804

804
804
810

798
797

804
804
804
804
798

804
810

798
798
798

Hely-
telen
azono-
sitasok
szama

o o o o o o

o

Siker-
telen
azono-
sitasok
szama

18

Pozitiv
egyezés
(%)

100
100
100

100
100

Nem
alkalmazhat
o]

100
100

100
100
94,44
100
100

100

Nem
alkalmazhat
o]

100
100

100

Nega-

tiv

egyezés

(%)

100
100
100

100
100
100

100
99,96

100
100
94,44
100
100

100
100

100
100
100

Teljes

egyezés

(%)

100
100
100

100
100
100

100
99,96

100
100
94,44
100
100

100
100

100
100
100

YAy
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ZLL/89

Pa-  Mintak
nel szama
B 83
B 84
B 85
B 86%
B 87
B 88
B 89
B 90
B 91
B 92

Minta Varian-
genotipusa sok
R117H/F508del (Het) (TG)10
(m9/
(TG)12
(M5
1507del (Het)

2789+5G>A (Hom)

CFTR dele2, 3/F508del
(Het)

F508del/1898+1G>A
(Het)

WT

F508del/2143delT
(Het)

3905insT (Het)
394delTT (Het)
F508del (Het)

Osszes

Azo-
nosi-
tasok
teljes
szama
helys-
zinen-
ként

816

810
810
810

810

810

810

810

810

810
74556

Pozitiv megegyezést

tartalmazé azonositasok
(variansok)

1.

helys-

zin

18

2.

helys-

zin

18

12

12

12

6

6

6
2209

3.

helys-

zin

18

12

12

12

Negativ megegyezést

tartalmazé azonositasok
(vad tipus)

1.

helys-

zin

798

804
804
798

798

810

798

804
804
804

2.
helys-
zin

798

804
804
797

798

810

798

804

804

804
221182

3.

helys-

zin

798

804
804
798

798

810

798

804
804
804

Hely-
telen
azono-
sitasok
szama

A O O O

Siker-
telen
azono-
sitasok
szama

0
273

Pozitiv
egyezés
(%)

100

100
100
100

100

Nem
alkalmazhat
o]

100

100

100

100
99,77

Nega-

tiv

egyezés

(%)

100

100
100

99,96

100

100

100

100
100
100

99,88

Teljes
egyezés
(%)

100

100
100
99,96

100

100

100

100

100

100
99,88

* Az N1303K variansnak megfelelé vad tipusu hely egy replikatum esetében nem megfelels lefedettség miatt sikertelen azonositast eredményezett.
~ Az 5. és a 75. minta egy ismétlése alkalmaval 0% volt az azonositasi arany. Tovabbi vizsgalatok azt mutatjak, hogy a mintakat nem adtak hozza a

mintalemezhez a konyvtar-el6készitést megel6z6en, ugyanis a csdvekben maradt mintamennyiségek arra utaltak, hogy nem tavolitottak el belSliik a
minta mennyiségét.
** A bizonyitékok arra utalnak, hogy a 9. és 10. mintat valdszinlileg felcserélte a kezeld a konyvtar-elékészitést megelézéen.
§ Az M1V varidnsnak megfeleld vad tipusu hely két minta egy-egy replikdtuma esetében nem megfelelé lefedettség miatt sikertelen azonositast
eredményezett.

YAy

0181Z0) 9 eINBWIa] SIZ0Jql) SB1ZSID WyBISNni |



7

70A WMuU3WINX0P "zs 0¢/££60000000L

"VHLVIYNZSVH IVIILZSONOVIA OYLIA NI

ZLL/69

18 tablazat Kiegészité informaciok a reprodukalhatdsagi vizsgalatban szereplé varidansokrol

Varians (k6z6s név)

PolyTG/PolyT
2183AA>G
CFTR dele2, 3

1154insTC
1507del
F508del
2143delT
3659delC
3876delA
394delTT
1078delT
2184delA
3905insT
E60X
R75X
G85E
E92X
R117H
Y122X
621+1G>T
G178R
71M+1G>T
L206W
G330X
R334W
1336K
R347P

Varians tipusa

Osszetett DIV*
Osszetett DIV*
DEL

DIV*
DIV*
DIV*
DIV*
DIV*
DIV*
DIV homopolimer terileten*
DIV homopolimer terileten*
DIV homopolimer terileten*
DIV homopolimer terileten*
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV

CTFR gén
teriilete

9.intron
14. exon

Intron1-
Intron3

8. exon
11. exon
11. exon
14. exon
22.exon
23.exon
3. exon
8. exon
14. exon
23.exon
3. exon
3. exon
. exon
. exon
. exon
. exon

.intron

3
4
4
4
4
5. exon
5.intron
6. exon
8. exon
8. exon
8. exon
8

. exon

YAy
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cLL/oL

Varians (k6zos név)

R347H
A455E
Q493X
1717-1G>A
G542X
S549N
S549R (c.1647T>G)
G551D
R553X
R560T
1812-1G>A
1898+1G>A
W846X
2789+5G>A
3120+1G>A
3272-26A>G
Y1092X (C>A)
M1101K
R1158X
R1162X
3849+10kbC>T
W1282X
N1303K

* A DIV a delécids/inzercids varians roviditése.

Varians tipusa

SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV

CTFR gén
teriilete

8. exon

10. exon
11. exon

11. intron
12. exon
12. exon
12. exon
12. exon
12. exon
12. exon
12.intron
13.intron
15. exon
16. intron
18.intron
19.intron
20. exon
20. exon
22.exon
22.exon
22.intron
23. exon

24.exon

YAy

0181Z0) 9 eINBWIa] SIZ0Jql) SB1ZSID WyBISNni |



TruSight cisztéas fibrozis terméktajékoztaté illumina

DNS-extrakcio

Harom gyakran alkalmazott, a kereskedelemben kaphatd kivonasi mddszert, vagyis a magneses gyongyokkel,
az alkoholos kicsapassal, illetve a szilikon szlréoszloppal végzett modszert értékelték alvadasgatolt teljes
vérrel. A vizsgalatban 6sszesen 14 egyedi vérmintat hasznaltak fel, amelyek genotipusa vad tipusu vagy harom
mutans egyike volt (harom mintaban volt jelen F508del, egy mintaban 1506V és egy mintaban D110H). A harom
DNS-extrakcidés mddszert kiilon vizsgalta két kiilonb6z6 felhasznald, akik kivonasi médszerenként harom
szekvenalasi futtatast végeztek. Mindegyik extrakcidt mindegyik felhasznald kiilénbdz6 napon végezte. A
kivont gDNS-mintak DNS-koncentracidjat és A260/A280 ardnyat megmérték spektrofotometridval. A
vizsgélatban mindegyik extrakciés modszernél a mintak teljes szama 168 volt (14 minta x 2
felhasznald/mddszer x 3 futtatds/felhasznald x 2 ismétlés/kivont gDNS-minta).

Minta elsé sikerességi

Kivonasi modszer Vizsgalt mintak szama Azonositasi arany Pontossag —
aranya
Alkoholos kicsapds 168 100% 100% 100%
Szilikon sz(ir6oszlopos elvalasztas 168 100% 100% 100%
Magneses gydngyokkel végzett kivonas 168 100% 100% 100%

* Az elsé futtatasban > 99%-0s azonositasi aranyu mintak szazalékos aranya.

DNS-bemenet

A Cisztas fibrozis 139 varians vizsgalat esetében a bevitt DNS mennyiségének tartomanyat egy sorozatos
higitasos vizsgdlatban értékelték, amelyben 16 egyedi CF-varidnst tartalmazé 14 reprezentativ mintat
értékeltek.

Mindegyik mintat a bevitt DNS kilencféle mennyiségével vizsgaltak 1250 ng és 1 ng kézétt (1250 ng, 500 ng,
250 ng, 100 ng, 50 ng, 25 ng és 10 ng, 5 ng és 1 ng). A pontossag meghatarozdsahoz a mintak genotipusait
O0sszehasonlitottak a kétiranyu Sanger-féle szekvenalassal kapott adatokkal; a delécidkat PCR-vizsgalat
eredményeivel hasonlitottdk 6ssze. A bevitt DNS-mennyiség felsé és alsé hataraként 1250 ng-ot, illetve 25 ng-
ot hataroztak meg, mivel ezeknél a mintak elsé sikerességi ardnya = 95% volt, és nem tortént hibas azonositas
(100%-0s pontossag és azonositasi arany).

Az 1250 ng, 250 ng és 100 ng mennyiséget DNS-beviteli szintenként legalabb négy reprezentativ DNS-mintaval
és 20 ismétléssel vizsgaltak (n = 4 x 20 = 80 minta), mig a 25 ng-os alsé hatart 14 mintaval és mintanként 20
ismétléssel (n = 14 x 20 = 280 minta). Mindegyik DNS-mennyiség esetén a pontossag és az elsé sikerességi
arany 100% volt.

Az eredmények azt mutatjak, hogy a Cisztas fibrdzis 139 varians vizsgalat a 1250-25 ng DNS-beviteli
tartomanyban hasznalhaté pontos eredményekkel.

1000000097720 sz. dokumentum v04 71/ 112
IN VITRO DIAGNOSZTIKAI HASZNALATRA.



TruSight cisztéas fibrozis terméktajékoztaté illumina

Zavaro anyagok

A Cisztds fibrdzis 139 varians vizsgalat mikodését zavard anyagok hatdsanak vizsgalata céljabdl értékelték a
vizsgalat potencidlisan zavard anyagok jelenlétében vagy hidnyaban tapasztalt teljesitményét. A vizsgalatban
nyolc teljesvér-mintat vizsgaltak, kdztiik hdrom CF-pozitiv, egyedi genotipusl mintat. Négy endogén anyag
(bilirubin, koleszterin, hemoglobin és triglicerid) vizsgalatdahoz azokat hozzaadtak a vérmintakhoz a DNS
kivondsa el6tt. Az egyes anyagok koncentracio-hatarértékei a kovetkezd tdblazatban lathatdk. Tovabba a
vérvételbdl eredé interferencia (tul kevés vér levétele) értékeléséhez EDTA-t adtak a vérmintakhoz; a minta-
el6készitésbél eredd zavard hatds értékelésére a szilikon szliréoszlopos elvalasztasi médszer utolsé
mosopufferét hozzaadtak a tisztitott genomikus DNS-hez.

A Cisztas fibrdzis 139 varians vizsgalat-val 100%-0s azonositasi aranyt értek el az 6sszes vizsgalt minta
esetében, valamint a genotipus-azonositas 100%-o0s reprodukalhatdsagat a zavard anyagok jelenlétében és
hidnyaban vizsgalt mintak kozo6tt.

A multiplexel6 indexprimerek altal okozott interferencia hatasanak vizsgdlatara keresztkontaminacids
vizsgalatot végeztek két olyan mintaval, amelyek mindegyike négy kiilénb6z6é genomikus pozicidban egyedi
homozigdta genotipussal rendelkezett, illetve két indexprimerrel. Ha a szennyezettségi szint < 40% volt, nem
valtozott a variansazonositas. Ha a szennyezettségi szint = 40% volt, a minta genotipusa heterozigdta lett.

Egyik endogén vagy exogén zavaro tényezé sem okozott interferenciat.

Vérkoncentracio Vérkoncentracio

Vizsgalt anyag Ismétlések teljes szama (fels6 hatérérték) (als6 hatérérték) Azonositasi arany
Bilirubin 16 684 umol/L 137 pmol/L 100%
Koleszterin 16 13 mmol/L 2,6 mmol/L 100%
Hemoglobin 16 2g/L 0,49/L 100%
Triglicerid 16 37 mmol/L 7,4 mmol/L 100%
EDTA 16 7,0 mg/mL 2,8 mg/mL 100%

Mintaindexelés

A vizsgadlat sordn a mintaindexprimerek egy egyedi ,vonalkédot” rendelnek minden egyes minta-DNS-hez,
lehetévé téve tdbb minta 6sszevondasat egyetlen szekvenaldsi futtatasban. Osszesen 96 mintaindexet
vizsgaltak nyolc egyedi DNS-mintaval annak ellen6rzése érdekében, hogy a vizsgalattal lehet-e
kovetkezetesen genotipizalast végezni egy minta esetében kiilonbdz6 indexprimer-kombinacidkkal. Mindegyik
egyedi mintat 12 kiilonb6zé indexprimer-kombindcidval vizsgaltak. A mintdk eredményeit 6sszehasonlitottak a
kétiranyu Sanger-féle szekvenalassal kapott adatokkal mindegyik pozicié/varians esetében, kivéve a két nagy
deléciot, amelyek eredményeit duplex PCR-vizsgdlat eredményeivel hasonlitottdk 6ssze. A reprodukalhatésag
és a pontossag 100%-o0s volt minden minta-indexprimer kombinacié esetében.
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Teljesitmény-egyenértéklség ezzel: lllumina
MiSeqgDx Cisztas fibrozis 139 varians vizsgalat

A TruSight cisztas fibrdzis 139 varians vizsgalat-hoz (TruSight CF139) ugyanaz a kényvtar-el6készitési
munkafolyamat és ugyanazok a reagensek hasznalatosak, mint a lllumina MiSeqDx cisztas fibrdzis klinikai
szekvenalasi vizsgalathoz (MiSeqDx CF139). A TruSight CF139 vizsgalathoz az MiSeqDx Reagent Kit v3, mig az
MiSegDx CF139 vizsgalathoz a hozza mellékelt reagensek hasznalatosak. A TruSight CF139 és az MiSeqDx
CF139 egyenértékliségének bizonyitasahoz kilenc TruSight CF139 futtatas eredményét hasonlitottak 6ssze az
aranymérce, az MiSeqDx CF139 egyetlen futtatdsanak eredményével. A TruSight CF139 futtatdsok 96 mintaval
torténtek (ez a TruSight CF139 maximalis mintafeldolgozasi teljesitménye), az MiSeqDx CF139 futtatas pedig
48 mintaval (ez az MiSeqDx CF139 maximalis mintafeldolgozasi teljesitménye). A TruSight CF139 futtatasoknal
a variabilitas forrasai a kdvetkezdk voltak: harom kdnyvtar-elékészitési mlvelet (kiilonb6zé TruSight CF
tételekkel), hdarom kezel6, harom MiSeqDx készlilék és harom MiSeqDx Reagent Kit v3.

A TruSight CF139 futtatasokkal kapott varidnsazonositasi eredményeket hasonlitottak 6ssze az MiSeqDx
CF139 variansazonositasi eredményével. Mindegyik TruSight CF139 futtatasban 47 egyedi minta szerepelt,
mintanként 2-3 példanyban (95 DNS-minta és 1 NTC). Az MiSeqDx CF139 futtatdsban ugyanaz a 47 minta
szerepelt egy-egy példanyban (47 DNS-minta és 1 NTC). A mintapanel a Coriell altal szallitott, immortalizalt
sejtvonalakbdl kivont DNS-mintakbdl allt; ezek tartalmaztak az ACMG Aaltal ajanlott 23 mutacié minden alléljat:
delécids-inzercids variansokat (beleértve a homopolimer régidkban térténd inzercid-delécié kombinacidkat és
az ugyanabban a régidban torténé inzercid és delécidé kombinacidjat), homozigdta varidnsokat, 6sszetett
heterozigdta variansokat, a célzott nagy méret(i delécidk egyikét, egy gyakori PolyTG/PolyT varianst, szamos
egynukleotid-varianst és egy olyan mintat, amelyben nem volt kimutathaté varians. Az 19 tabldzat talalhatok az
eredmények genotipusonként dsszefoglalva. A 20 tablazat tartalmazza a vizsgalatok kézotti egyezést
varianstipusonként. A vizsgalatok kozotti 6sszesitett egyezés > 99,99% volt.

19 tabldzat A TruSight CF 139 varians vizsgalat és az MiSegDx CF 139 varians vizsgalat
variansazonositasi teljesitményének 6sszehasonlitasa

MiSeqDx CF 139 varians vizsgalat

Hom Het Vad tipus Nincs Osszes
varians varians azonositas

TruSight CF 139 varians vizsgalat Hom varians 87 - - - 87

Het varidns - 1098 - - 1098

Vad tipus - - 113 889 - 113 889

Nincs - - - - -

azonositas

Osszes 87 1098 113 889 - 115074
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20 tabladzat A TruSight CF 139 varidns vizsgalat és az MiSeqDx CF 139 varians vizsgélat teljesitményének 6sszehasonlitasa
varianstipusonként

Varians tipusa Helyes azonositasok Helytelen azonositasok Nincs azonositas Egyezés az MiSeqDx CF 139 vizsgalattal
SNV 672 0 0 100,00% (672/672)
DEL 18 0 0 100,00% (18/18)
DIV 495 0 0 100,00% (495/495)
PolyTG/PolyT 17 1 0 94,44% (17/18)
Nincs (vad tipus) 113 889 0 0 100,00% (113 889/113 889)
Osszes 115 091 1 0 >99,99% (115 091/115 092)

A TruSight CF139 és az MiSeqDx CF139 eredményei kdzott egyetlen eltéré azonositas volt. A helytelen
azonositds a PolyTG/PolyT varidns esetében kévetkezett be. A PolyTG/PolyT varidnsok egyezésének
Osszefoglaldsa a 21 tablazat talalhatd. Mivel a PolyTG/PolyT genotipust a vizsgalat csak akkor jelenti, ha az
R117H varidns is jelen van, az adatkészlet csak egyetlen DNS-forrasbdl szarmazé PolyTG/PolyT azonositdsokat
tartalmaz.

21tablazat A TruSight CF 139 varidns vizsgalat és az MiSeqDx CF 139 varidns vizsgalat PolyTG / PolyT variansra vonatkozé
azonositasi teljesitményének 6sszehasonlitdsa

MiSeqDx CF 139 varians vizsgalat

(TGN2(T)5/  (TG)12(T)5/ Nincs Osszes
(TG)10(T)9 (TG)12(T)5 azonositas
TruSight CF 139 varians vizsgalat (TG)12(T)5/ 17 - - 17
(TG)10(T)9
(TG)12(T)5/ 1 - - 1
(TG)12(T)5
Nincs - - - -
azonositas
Osszes 18 - - 18

A Cisztas fibrozis klinikai szekvenalasi vizsgalat
teljesitményjellemzdi

A Cisztas fibrdzis klinikai szekvenalasi vizsgalat teljesitményjellemzéi a MiSeqDx Cisztas fibrdzis 139 varians
vizsgalat-t hasznald vizsgalatokon alapulnak. A TruSight és a MiSeqDx vizsgalatok egyenértékliségérél 1asd:
Teljesitmény-egyenértékliség ezzel: lllumina MiSeqDx Cisztds fibrdzis klinikai szekvenaldsi vizsgdlat a(z) 104.
oldalon.

Pontossag

A Cisztas fibrézis klinikai szekvenalasi vizsgalat pontossagat négy kiilonb6z6 forrasbdl szarmazd, a CFTR-
variansok széles skalajat képvisel6 500 minta értékelésével vizsgaltak. A pontossdagi adatok elsédleges forrasa
egy 366 mintabdl allé panellel végzett klinikai pontossagi vizsgalat volt. A mintak tébbsége (n= 355) emberi
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vérbdl izoldlt, archivalt, anonimizalt klinikai gDNS-mintdkbdl allt. A fennmaradd 11 mintat a kereskedelmi
forgalomban kaphato sejtvonalakbdl nyerték.

Az e vizsgalatbdl szarmazd adatokat kiegészitették a reprodukalhatdsagi vizsgalatban értékelt 68 sejtvonal-
minta, az extrakciés mddszert értékel6 analitikai vizsgdlatbdl szarmazd 14 klinikai minta és 52 szintetikus
plazmidminta pontossagi adataival. A szintetikus plazmidokat ugy tervezték, hogy tartalmazzak a ritka
variansok genomikus kornyezetét, és egy dsszedllitdsban 1-t6l 10-ig terjed6 szamu varianst tartalmaztak.
Ezeket linedrissa valtoztattak, a genomialis DNS-nek megfeleld masolatszamra higitottak, és ugyanekkora
masolatszamu vad tipusu genotipust human genomialis DNS-mintakkal keverték, hogy heterozigdta mintat
utanozzon.

A Cisztas fibrdzis klinikai szekvenaldsi vizsgalat esetében 6sszesen 5206 pozicidt hasonlitottak 6ssze a
referencia-mddszerekkel: a Sanger-féle kétiranyu szekvenalassal és a PCR-vizsgalattal. Az SNV-ket és kis
InDel-eket tartalmazé pozicidk genotipizalasi eredményeit, beleértve a PolyTG/PolyT régidt is,
O0sszehasonlitottak a Sanger-féle kétiranyu szekvenalas eredményével.

A panelben szerepld két nagy delécidhoz referencia-mddszerként két validalt PCR-alapu vizsgalatot
hasznaltak. Mindegyik duplex PCR-vizsgalatban két primerkészlet haszndlataval tortént a vad tipusu, a
heterozigdta és a homozigdta genotipusok megklildnboztetése. Az egyik primerkészlet a delécids
toréspontokkal szomszédosan helyezkedett el, mig a masik tartalmazta a delécié pozicidjat. A két terméket
agardzgélen, méret szerint valasztottak szét. A PCR-vizsgalatokat egy 6sszesen 28 mintabdl allé panel
segitségével validaltak (22 minta minden egyes delécidhoz), amely sejtvonalbdl és vérbél szarmazd genomikus
DNS-mintakbdl és szintetikus plazmidokbdl allt, és amely minden egyes nagy delécid esetében magaban
foglalta a WT, HET és HOM genotipusokat. A PCR-vizsgalatok 100%-o0s specificitasat és reprodukalhatésagat
minden vizsgalt minta esetében megerdsitették a PCR-termékek agardzgélen térténé értékelésével. A PCR-
vizsgalatok pontossagat Sanger-féle szekvenaldssal igazoltak, és minden minta esetében 100%-osnak talaltak.

A pontossagot minden egyes genotipus esetében harom statisztikai mérészammal fejezték ki. A pozitiv
egyezés (PA) kiszamitdsa az egyes varians genotipusok esetében: a megegyezd variansazonositasokkal
rendelkezé mintak szdma osztva a referencia-mddszerekkel azonositott, az adott varidnssal rendelkezd mintak
teljes szamaval. A negativ egyezés (NA) kiszamitasa az 6sszes vad tipusu (WT) poziciénal: a megegyez6 vad
tipusu pozicidk szdma osztva a referencia-mddszerekkel azonositott vad tipusu pozicidk teljes szamaval. A
teljes egyezés (OA) kiszamitasa az 6sszes mintanal: a megegyez6 vad tipusu és varians pozicidk szama osztva
areferencia-modszerekkel azonositott dsszes jelentett pozicié szamaval.

A Cisztas fibrdzis klinikai szekvenalasi vizsgalat genotipusszintl PA értéke 99,66% volt a PolyTG/PolyT
variansok beleszamitasa esetén (a PolyTG/PolyT varidnsok nélkiil 100%). Az 6sszes WT pozicié NA értéke >
99,99% volt, és az dsszes jelentett pozicié OA értéke > 99,99% volt.
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—
22 téblazat A Cisztas fibrdzis klinikai szekvenalasi vizsgalat altalanos pontossaga E
Genotipus Pozitiv azonositasok (variansok) (_/).
e cDNS-név Varians tipusa ST Sl =D Pozitiv egyezés (Q
név/cDNS- B teriilete (hg19) L Sejtvonalbdl Szintetikus azonositasok* azonositasok 9y, -5
- L Klinikai mintak . s -
név/koordinata) szarmazo mintak mintak —
117120141 c.-8G>C" SNV Exon1 25 3 0 0 0 100 Q.
117120145 c.-4G>C" SNV Exon1 3 2 0 0 0 100 (|<|)
M1V c1A>G SNV Exon1 0 0 1 0 0 100 5\
CFTR ¢.54-5940_ Del Intron1 4 1 0 0 0 100 %2
dele2, 3 273+10250 —
del21kb O
-
R31C c.91C>T SNV Exon2 3 1 0 0 0 100 O-
Q39X c.115C>T SNV Exon2 0 0 1 0 0 100 5-
E6OX c.178G>T SNV Exon3 6 1 0 0 0 100 —
P6e7L c.200C>T SNV Exon3 1 0 1 0 0 100 g
R74W c.220C>T SNV Exon3 0 2 0 0 0 100 3
R74Q Cc.221G>A SNV Exon3 2 0 0 0 0 100 %
~
R75X €.223C>T SNV Exon3 3 1 0 0 0 100 [N
N @
R75Q C.224G>A SNV Exon3 20 1 0 0 0 100 M-~
G85E c.254G>A SNV Exon3 6 2 0 0 0 100 g
394delTT C.262_263 DIV Exon3 3 1 0 0 0 100 ‘E"_
delTT Q)
~t
405+1G>A c.273+1G>A SNV Intron3 0 0 1 0 0 100 O-
406-1G>A c.274-1G>A SNV Exon4 4 0 0 0 0 100
E92K Cc.274G>A SNV Exon4 0 0 1 0 0 100
E92X Cc.274G>T SNV Exon4 0 1 1 0 0 100
Q98X c.292C>T SNV Exon4 0 0 2 0 0 100
444delA c.312delA DIV Exon4 0 2 0 0 0 100
A57TAT>G c.325_327 DIV Exon4 0 0 1 0 0 100
delTAT
insG
D110H c.328G>C SNV Exon4 1 0 1 0 0 100
R117C c.349C>T SNV Exon4 4 0 0 0 0 100
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Genotipus Pozitiv azonositasok (variansok) j
(Cextss cDNS-név Varians tipusa CTFR gén Sikertelen Helytelen Pozitiv egyezés c
név/cDNS- P teriilete (hg19) o, Sejtvonalbdl Szintetikus azonositasok* azonositasok 9y
- . Klinikai mintak . o 8 (/)
név/koordinata) szarmazo mintak mintak —_—
R117H c.350G>A SNV Exon4 17 2 0 0 0 100 (%
Y122X c.366T>A SNV Exon4 0 1 0 0 0 100 ~
F143LfsX10 c.425delT DIV Exon4 0 1 0 0 0 100 8-
574delA c.442delA DIV Exon4 0 0 2 0 0 100 N
~
Q151K c.451C>A SNV Exon4 1 0 0 0 0 100 Q.
w
621+1G>T c.489+1G>T SNV Intron4 7 5 0 0 0 100 —
621+3A>G c.489+3A>G SNV Intron4 1 0 0 0 0 100 O
—
663delT c.531delT DIV Exon5 1 0 1 0 0 100 O\
G178R c.532G>A SNV Exon5 1 1 0 0 0 100 E.
w
71M+1G>T c.579+1G>T SNV Intron5 3 1 0 0 0 100 —
711+3A>G c.579+3A>G SNV Intron5 0 0 1 0 0 100 Q
711+5 c.579+5G>A SNV Intron5 0 0 1 0 0 100 3
G>A M-
N
712-1 c.580-1G>T SNV Exon6 0 0 1 0 0 100 —+
G- RCp
H199Y c.595C>T SNV Exon6 0 0 1 0 0 100 %
P205S* c.613C>T SNV Exon6 1 0 1 0 O** 100 O
N
L206W c.617T>G SNV Exon6 8 1 0 0 0 100 E)l-
A209S c.625G>T SNV Exon6 0 1 0 0 0 100 6!-
~
Q220X c.658C>T SNV Exon6 0 0 1 0 0 100
L227R c.680T>G SNV Exon6 0 0 1 0 0 100
852del22 c.720_741 DIV Exon6 0 0 1 0 0 100
delAGGG
AGAATG
ATGATG
AAGTAC
E279D c.837A>T SNV Exon7 1 0 0 0 0 100
R297Q c.890G>A SNV Exon8 2 0 0 0 0 100
1078delT €.948delT DIV Exon8 1 1 0 0 0 100
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Genotipus Pozitiv azonositasok (variansok) j
(Cextss cDNS-név Varians tipusa CTFR gén Sikertelen Helytelen Pozitiv egyezés c
név/cDNS- P teriilete (hg19) o, Sejtvonalbdl Szintetikus azonositasok* azonositasok 9y
- . Klinikai mintak . o 8 (/)
név/koordinata) szarmazo mintak mintak —_—
L320V c.958T>C SNV Exon8 1 0 0 0 0 100 (%
G330X €.988G>T SNV Exon8 1 1 0 0 0 100 ~
R334W c.1000C>T SNV Exon8 6 1 0 0 0 100 8'
1336K c.1007T>A SNV Exon8 0 1 0 0 0 100 N
~
T338I c.1013C>T SNV Exon8 0 0 1 0 0 100 Q.
w
1154insTC ¢.1022_10 DIV Exon8 0 1 0 0 0 100 —
23insTC 8’
S341P ¢.1021T>C SNV Exon8 0 0 1 0 0 100 8
~
R347H c.1040G>A SNV Exon8 6 1 1 0 0 100 N
R347P ¢1040G>C SNV Exon8 3 2 0 0 0 100 (2
~
R352Q c.1055G>A SNV Exon8 5 0 0 0 0 100 D
—
Q359K/ c.[1075C>A SNV Exon8 0 0 1 0 0 100 3
T360K ;1079C>A] -
1213delT c.1081delT DIV Exon8 0 0 1 0 0 100 5
1248+1G>A c.1116+1G>A SNV Intron8 0 0 1 0 0 100 2:
1259insA c.1127_1 DIV Exon9 0 0 2 0 0 100 %
28insA O
W401X c.1202G>A SNV Exon9 0 0 1 0 0 100 ‘El'_
(c.1202G>A) Q)
~t
W401X c.1203G>A SNV Exon9 0 0 1 0 0 100 O~
(c.1203G>A)
1341+1G>A c.1209+1G>A SNV Intron9 0 0 2 0 0 100
PolyTG/PolyT Nem PoliTG Intron9 369 79 52 3 4% 98,60
alkalmazhato PolyT
1461in4 c.1329_ DIV Exon10 0 0 1 0 0 100
1330ins
AGAT
AA455E c.1364C>A SNV Exon10 4 2 0 0 0 100
1525-1G>A c.1393-1G>A SNV Exon11 0 0 1 0 0 100
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Genotipus Pozitiv azonositasok (variansok) j
(Cextss cDNS-név Varians tipusa CTFR gén Sikertelen Helytelen Pozitiv egyezés c
név/cDNS- P teriilete (hg19) o, Sejtvonalbdl Szintetikus azonositasok* azonositasok 9y
- . Klinikai mintak . o 8 (/)
név/koordinata) szarmazo mintak mintak —_—
S466X c.1397C>A SNV Exon11 0 0 1 0 0 100 (%
(C>A) —~
S466X c.1397C>G SNV Exon11 1 0 1 0 0 100 Q.
(C>G) 2]
N
L467P c.1400T>C SNV Exon11 0 0 1 0 0 100 ~+
Q-
V470M c.1408G>A SNV Exon11 31 71 0 0 0 100 wn
1548delG c.1418delG DIV Exon11 1 0 1 0 0 100 :",‘
P477S c.1429C>T SNV Exon11 0 1 0 0 0 100 g
S485T c.1454G>C SNV Exon11 1 0 0 0 0 100 CND\
S489X c.1466C>A SNV Exon11 0 0 2 0 0 100 (7).
S492F c.1475C>T SNV Exon11 0 0 1 0 0 100 ’(_D"
Q493X c.1477C>T SNV Exon11 4 2 0 0 0 100 §
1506V c.1516A>G SNV Exon11 7 0 0 0 0 100 -
1507del c.1519.1521 DIV Exon11 4 2 0 0 0 100 5
delATC [0
N @
F508del c.1521.1523 DIV Exon11 84 29 0 0 0 100 (D~
delCTT (75_
1507V c.1519A>G SNV Exon11 0 1 0 0 0 100 N
~t
F508C c.1523T7>G SNV Exon11 1 1 0 0 0 100 Q
~t
1677delTA c.1545_1546 DIV Exon11 1 0 0 0 0 100 O\
delTA
V520F c.1558G>T SNV Exon11 2 0 0 0 0 100
Q525X c.1573C>T SNV Exon11 0 0 1 0 0 100
E527E c.1581A>G SNV Exon11 3 2 0 0 0 100
E528E c.1584G>A SNV Exon11 6 2 0 0 0 100
1717-8G>A c.1585-8G>A SNV Intron11 0 0 1 0 0 100
1717-1G>A c.1585-1G>A SNV Exon12 4 1 0 0 0 100
G542X c.1624G>T SNV Exon12 12 3 0 0 0 100
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Genotipus Pozitiv azonositasok (variansok) j
(Cextss cDNS-név Varians tipusa CTFR gén Sikertelen Helytelen Pozitiv egyezés c
név/cDNS- P teriilete (hg19) o, Sejtvonalbdl Szintetikus azonositasok* azonositasok 9y
- . Klinikai mintak . o 8 (/)
név/koordinata) szarmazo mintak mintak —_—
S549R c.1645A>C SNV Exon12 0 0 1 0 0 100 (%
(c.1645A>C) ~+
S549N c.1646G>A SNV Exon12 2 2 1 0 0 100 Q.
S549R c.1647T7>G SNV Exon12 3 1 0 0 0 100 Kl)
(c.1647T>G) —
Q-
G551D c.1652G>A SNV Exon12 8 3 0 0 0 100 wn
Q552X c.1654C>T SNV Exon12 0 0 1 0 0 100 :",‘
R553X c.1657C>T SNV Exon12 8 2 0 0 0 100 g
1556V c.1666A>G SNV Exon12 1 0 0 0 0 100 CND\
L558S c.1673T>C SNV Exon12 0 0 1 0 0 100 (7).
A559T c.1675G>A SNV Exon12 4 0 1 0 0 100 ’(_D"
R560K c.1679G>A SNV Exon12 0 0 1 0 0 100 §
R560T c.1679G>C SNV Exon12 6 1 0 0 0 100 -
1811+1.6 kb c.1679+1.6 SNV Intron12 0 0 1 0 0 100 5
A>G kbA>G Q-
N @
1812-1 c.1680-1G>A SNV Exon13 0 2 0 0 0 100 (D\
G>A (75_
A561T c.1681G>A SNV Exon13 1 0 0 0 0 100 N
~t
V562I c.1684G>A SNV Exon13 1 0 0 0 0 100 Q
~t
Y569D c.1705T>G SNV Exon13 0 0 1 0 0 100 O\
P574H c.1721C>A SNV Exon13 0 1 0 0 0 100
G576A c.1727G>C SNV Exon13 4 1 0 0 0 100
D579G c.1736A>G SNV Exon13 0 0 1 0 0 100
E585X c.1753G>T SNV Exon13 0 0 1 0 0 100
1898+1G>A c.1766+1G>A SNV Intron13 2 1 0 0 0 100
1898+3A>G c.1766+3A>G SNV Intron13 0 0 1 0 0 100
HB609R c.1826A>GC SNV Exon14 0 1 0 0 0 100
D614G c.1841A>G SNV Exon14 0 0 2 0 0 100
R668C c.2002C>T SNV Exon14 5 2 0 0 0 100
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Genotipus Pozitiv azonositasok (variansok) j
(Cextss cDNS-név Varians tipusa CTFR gén Sikertelen Helytelen Pozitiv egyezés c
név/cDNS- P teriilete (hg19) o, Sejtvonalbdl Szintetikus azonositasok* azonositasok 9y
- . Klinikai mintak . o 8 (/)
név/koordinata) szarmazo mintak mintak —_—
R668H c.2003G>A SNV Exon14 1 0 0 0 0 100 (%
2143delT c.2012delT DIV Exon14 2 1 0 0 0 100 ~
K684TfsX4 c.2046_2047 DIV Exon14 0 0 1 0 0 100 Q-
delAA (|<|)
2183AA>G €.2051_2052 DIV Exon14 3 1 0 0 0 100 5\
delAAinsG wn
2184delA €.2052delA DIV Exon14 1 1 0 0 0 100 :",‘
2184insA €.2052_2053 DIV Exon14 3 0 1 0 0 100 g
insA O-
N
S686Y c.2057C>A SNV Exon14 0 1 0 0 0 100 (.7).
R709X c.2125C>T SNV Exon14 1 0 2 0 0 100 —~
K710X C.2128A>T SNV Exon14 3 0 0 0 0 100 Q
E725K c.2173G>A SNV Exon14 2 0 0 0 0 100 3
2307insA c.2175_.2176 DIV Exon14 3 0 2 0 0 100 %
insA —+
Q-
L732X €.2195T>G SNV Exon14 0 0 2 0 0 100 TD’
N
2347delG €.2215delG DIV Exon14 0 0 2 0 0 100 g
P750L €.2249C>T SNV Exon14 1 0 0 0 0 100 N
~t
V754M C.2260G>A SNV Exon14 2 1 0 0 0 100 Q
~t
R764X €.2290C>T SNV Exon14 1 0 2 0 0 100 O\
2585delT c.2453delT DIV Exon14 0 0 2 0 0 100
E822X c.2464G>T SNV Exon14 0 0 2 0 0 100
2622+1G>A C.2490+1G>T SNV Intron14 0 0 2 0 0 100
E831X C.2491G>T SNV Exon15 0 0 1 0 0 100
D836Y c.2506G>T SNV Exon15 0 1 0 0 0 100
W846X €.2537G>A SNV Exon15 0 1 0 0 0 100
R851X C.2551C>T SNV Exon15 0 0 1 0 0 100
T854T €.2562T>G SNV Exon15 212 44 0 0 0 100
2711delT €.2583delT DIV Exon15 0 0 1 0 0 100
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Genotipus
(k6zos
név/cDNS-
név/koordinata)

V868V

C.2657+2_
2657+3insA

2789+5G>A
Q890X
A923A
L927P
S945L
M952T
3007delG
T966T
G970R
S977F
3120G>A
3120+1G>A
3121-1G>A
L997F
11027T
3272-26A>G
F1052V
L1065P
R1066C
R1066H
G1069R
R1070W
R1070Q
L1077P
W1089X

. Pozitiv azonositasok (variansok) ) j
cDNS-név Varians tipusa (:'TFR g . . . N Slkert’e!en Helytr’ek’en Pozitiv egyezés C
teriilete (hg19) Klinikai mintak S’ejtvorjall:fol ) Szm.tetllkus azonositasok* azonositasok m
szarmazo mintak mintak —_—
C.2604A>G SNV Exon15 2 0 0 0 0 100 (%
C.2657+2_ DIV Intron16 0 0 1 0 0 100 —
2657+3insA 0.
€.2657+5G>A SNV Intron16 9 1 0 0 0 100 Kl)
€.2668C>T SNV Exon17 1 0 0 0 0 100 E;\
€.2769C>T SNV Exon17 1 0 0 0 0 100 w
€.2780T>C SNV Exon17 0 0 1 0 0 100 g
€.2834C>T SNV Exon17 0 0 1 0 0 100 8
€.2855T>C SNV Exon17 1 0 0 0 0 100 E:
c.2875delG DIV Exon17 0 0 1 0 0 100 w
€.2898G>A SNV Exon17 5 0 0 0 0 100 ’(_Dr
€.2908G>C SNV Exon17 0 0 1 0 0 100 §
€.2930C>T SNV Exon18 0 0 1 0 0 100 (ON
€.2988G>A SNV Exon18 1 0 0 0 0 100 5
€.2988+1G>A SNV Intron18 7 1 0 0 0 100 %:
€.2989-1G>A SNV Exon19 0 0 1 0 0 100 X\
€.2991G>C SNV Exon19 2 1 0 0 0 100 (N)
¢.3080T>C SNV Exon19 1 2 0 0 0 100 o
€.3140-26A>G SNV Intron19 0 1 0 0 0 100 8\
c.3154T>G SNV Exon20 0 1 0 0 0 100
c.3194T>C SNV Exon20 0 0 1 0 0 100
c.3196C>T SNV Exon20 6 0 0 0 0 100
c.3197G>A SNV Exon20 1 0 1 0 0 100
€.3205G>A SNV Exon20 0 1 0 0 0 100
€.3208C>T SNV Exon20 0 2 0 0 0 100
€.3209G>A SNV Exon20 0 1 0 0 0 100
€.3230T>C SNV Exon20 0 0 1 0 0¥ 100
€.3266G>A SNV Exon20 4 0 0 0 0 100
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Genotipus Pozitiv azonositasok (variansok) j

(Cextss cDNS-név Varians tipusa CTFR gén Sikertelen Helytelen Pozitiv egyezés c

név/cDNS- P teriilete (hg19) o, Sejtvonalbdl Szintetikus azonositasok* azonositasok 9y

- . Klinikai mintak . o 8 (/)

név/koordinata) szarmazo mintak mintak —_—

Y1092X c.3276C>A SNV Exon20 3 1 0 0 0 100 (%

(C>A) —~

Y1092X c.3276C>G SNV Exon20 0 0 1 0 0 100 Q.

(C>G) 2]
N

T1095T c.3285A>T SNV Exon20 7 0 0 0 0 100 ~+
Q-

M1101K c.3302T>A SNV Exon20 2 2 0 0 0 100 wn

E1104X €.3310G>T SNV Exon20 0 0 1 0 0 100 :",‘

€.3368-2A>T c.3368-2A>T SNV Intron20 0 1 0 0 0 100 g

D1152H €.3454G>C SNV Exon21 10 1 0 0 0 100 CND\

V1153E C.3458T>A SNV Exon21 1 0 0 0 0 100 (7).

R1158X €.3472C>T SNV Exon22 7 1 0 0 0 100 ’(_D"

R1162X C.3484C>T SNV Exon22 5 1 0 0 0 100 §

R1162L €.3485G>T SNV Exon22 0 2 0 0 0 100 -

3659delC c.3528delC DIV Exon22 4 1 0 0 0 100 5

S1196X €.3587C>G SNV Exon22 1 0 0 0 0 100 2:

W1204X c.3611G>A SNV Exon22 0 0 1 0 0 100 %

(c.3611G>A) O

W1204X c.3612G>A SNV Exon22 0 0 1 0 0 100 ﬁ

(c.3612G>A) Q
~t

3791delC €.3659delC DIV Exon22 2 0 0 0 0 100 O\

11234V c.3700A>G SNV Exon22 1 0 1 0 0 100

S1235R c.3705T>G SNV Exon22 9 1 0 0 0 100

3849+10 c.3717+ SNV Intron22 " 2 0 0 0 100

kbC>T 12191C>T

G1244E c.3731G>A SNV Exon23 0 0 1 0 0 100

3876delA c.3744delA DIV Exon23 6 1 0 0 0 100

S1251N c.3752G>A SNV Exon23 1 0 1 0 0 100

3905insT c.3773_3774 DIV Exon23 3 1 0 0 0 100

insT
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Genotipus
(k6zos
név/cDNS-
név/koordinata)

D1270N
W1282X
P1290P
4005+1G>A
4016insT

T1299T
N1303K
Q1313X
G1349D

4209TG
TT>AA

CFTR
dele22,23

4382delA
Y1424Y
Q1463Q

cDNS-név

c.3808G>A
€.3846G>A
c.3870A>G
€.3873+1G>A

€.3884_3885
insT

c.3897A>G
€.3909C>G
€.3937C>T
c.4046G>A

c.4077_4080
delTGTT
insAA

€.3964-78_
4242+577del

c.4251delA
C.4272C>T
C.4389G>A

Osszes varians szama (PA)t

Osszes WT (NA)

Osszes WT és varians szama (OA)

A DIV a delécids/inzercids varidns roviditése.
* A mintdkat nem vizsgaltak Ujra.

Varians tipusa

SNV
SNV
SNV
SNV
DIV

SNV
SNV
SNV
SNV
DIV

Del

DIV
SNV
SNV

Pozitiv azonositasok (variansok) j
CTFR gén Sikertelen Helytelen Pozitiv eqyezés c
teriilete (hg19) o, Sejtvonalbdl Szintetikus azonositasok* azonositasok 9y
Klinikai mintak . o 8 (D
szarmazo mintak mintak —_—
(@)
Exon23 0 2 0 0 0 100
o
Exon23 9 1 0 0 0 100 —
Exon23 10 3 0 0 0 100 Q-
w
Intron23 0 0 1 0 0 100 N
~
Exon24 0 0 1 0 0 100 QD
w
E 24 3 0 0 0 0 100 =
xon —
O
Exon24 9 1 0 0 0 100 P
O-
Exon24 0 0 1 0 0 100 N
Exon25 0 1 0 0 0 100 (2
~
Exon25 0 0 1 0 0 100 D
3
Intron24 1 0 1 0 0 100 %
~
Q-
N @
Exon27 0 0 1 0 0 100 -
Exon27 6 2 0 0 0 100 (75_
Exon27 150 32 0 0 0 100 N
~t
2072 3 4 99,66 Q)
~t
2600928 1 28 >99,99% O-
2603000 4 6 > 99,99%

~ A szoftver nem adja meg a cDNS-nevet ehhez a genomikus koordinatahoz.
** A Sanger-féle szekvendlasra vonatkozé jelentés a P205S varidnst a klinikai mintdban heterozigdtaként sorolta fel. A Sanger-féle szekvenalds
kovetési adatainak fellilvizsgdlata azonban azt mutatta, hogy a varians val6jaban homozigéta volt, és tévesen jelentették. Az MiSeqDx a varianst

homozigdtaként jelentette.

# Az egyik ellentmondasos eredmény a reprodukalhatdsagi vizsgalatbdl szarmazik. A minta PolyTG/PolyT eredménye mind a 18 replikdtumban
egybehangzé volt, de eltért a kétirdnyu Sanger-féle szekvenalas eredményétél.

¥ Az eredeti szintetikus heterozigdta mintarél megallapitottak, hogy nem megfeleléen készitették el. Késébb, miutan ismét elkészitették, ugyanazon
plazmid felhasznalasaval vizsgaltak, és kimutathato volt.
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T APA a PolyTG/PolyT azonositasok kivételével 100% volt. j
$ Arendszer a 8. exonra heterozigdta szintetikus mintat a CFTR dele22, 23 varidnsra heterozigétaként jelentette. A tovabbi vizsgalatok kimutatték, (-
hogy ez az eredmény valdszin(ileg kis mennyiségli szennyez&désbdl szarmazik. Tovabba egy masik minta esetében a Sanger-primerek nem tudtak (_D
teljes mértékben kimutatni a Q1463Q varianst a varians helye elétti és utani indelek miatt. (%
~
Q,
23 tablazat A Cisztas fibrdzis klinikai szekvenalasi vizsgalat pontossaga a PolyTG/PolyT valtozatok esetében Kl)
PolyTG/PolyT i Klinikai mintak Sejtvonalbdl szarmazé mintak Szintetikus mintak Helytelen azonositasok Sikertelen azonositasok Szazalékos 5
oy olyT genotlpus szama szama szama szama szama* pontossag m\
(TG)I(T)7/(TG)1(T)7 2 o 0 o 1 50,00 —h
(TG)9(T)9/(TG)10(T)7 1 0 0 0 0 100 g
(TG)9(T)9/(TG)11(T)7 5 1 0 o 0 100 (ND\
(TG)9(T9/(TG)1(T)Q 1 0 0 0 0 100 ey
(TG)10(T)7/(TG)10 25 8 0 o 0 100 —~+
(M7 2
(TG)10(T)7/(TG)10 39 16 0 o 0 100 3
(T)9 -
(TG)10(T)7/(TG)11 2 0 0 0 0 100 ZaY
—~+
(s D
(TG)10(T)7/(TG)11(T)7 72 1 0 0 0 100 gz_‘
(TG)10(T)7/(TG)12 1 0 0 0 0 100 @)
(Mms 'I:l'_
(TG)10(T)7/(TG)12 10 1 0 0 1 90,91 'Q_)r
(T)7 O-
(TG)10(T)9/(TG)10 7 6 0 0 0 100
(Mo
(TG)10(T)9/(TG)11 5 o 0 o 0 100
(M5
(TG)10(T)9/(TG)11 76 20 0 0 0 100
(M7
(TG)10(T)9/(TG)11 3 0 0 0 0 100
(Mo
(TG)10(T)9/(TG)12 3 2 0 0 0 100
(M5
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, Klinikai mintak Sejtvonalbol szarmazo6 mintak Szintetikus mintak Helytelen azonositasok Sikertelen azonositasok Szazalékos

PolyTG/PolyT genotipus . ) . . . .
szama szama szama szama szama* pontossag

(TG)10(T)9/(TG)12 13 0 0 0 1 92,31
(M7
(TG)1(T)5/(TG)11(T)7 6 0 0 1 0 83,33
(TG)I(T)7/(TG)1(T)7 52 8 0 0 0 100
(TG)1(T)7/(TG)11 2 1 0 3 0 0
(mer
(TG)11(T)7/(TG)12 2 0 0 0 0 100
(M5
(TG)I(T)7/(TG)12(T)7 37 3 0 0 0 100
(TG)11(T)9/(TG)12 3 0 0 0 0 100
(M7
(TG)12(T)7/(TG)12 2 2 0 0 0 100
(M7
Osszes 448 4 3 98,44

* A mintakat nem vizsgaltak Ujra.
~ Az egyik ellentmonddasos eredmény a reprodukalhatdsagi vizsgalatbdl szarmazik. A minta PolyTG/PolyT eredménye mind a 18 replikatumban
egybehangzé volt, de eltért a kétirdnyu Sanger-féle szekvenalas eredményétél.

Reprodukalhatdsag

A Cisztas fibrézis klinikai szekvenalasi vizsgalat reprodukalhatédsagat harom vizsgalati helyszinen, két kezel6vel végzett vak
vizsgalatban hataroztak meg. Minden helyszinen két jol jellemzett, egyenként 46 mintabdl allé panelt vizsgalt mindkét kezels, ami
kezelénként 6sszesen 276 mintaeredményt jelentett. A panel a CFTR gén ismert mutacidit hordozd limfoblasztoid sejtvonalakbdl
szarmazo genomikus DNS-ek keverékét, valamint a CFTR gén ismert mutaciodival rendelkez6 limfoblasztoid sejtvonalakkal kiegészitett,
leukocitamentes vért tartalmaztak. Azért hasznaltak vérmintakat, hogy értékelni lehessen a vizsgalati munkafolyamat elsédleges
bemeneteként szolgald gDNS eldallitasahoz hasznalt extrakcios lépéseket.

A mintak sikerességi aranya, vagyis az elsé probalkozas alkalmaval megfeleld minéség-ellenérzési mérészamokat adé mintak aranya
99,7% volt. Minden eredmény az elsé vizsgdlat eredményein alapul.

A genotipusszintl PA értéke 99,22% volt a PolyTG/PolyT varidnsok beleszdamitdsa esetén, a PolyTG/PolyT variansok nélkiil pedig
99,60%. Az 6sszes WT pozicio NA értéke 99,70% volt, és az 6sszes jelentett pozicid OA értéke 99,70% volt. A PolyTG/PolyT varians PA
értéke 97,83% volt.

o1e1Z0Male1OWIS] SIZ0UqI) SB1ZSIO 1ybisni |
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—
—
C
24 tablazat A Cisztas fibrdzis klinikai szekvenalasi vizsgalat reprodukalhatésaga (kivéve a PolyTG/PolyT variansokat) 2}
O * i il (Q
Osszes eredmény Megegyez6 azonositasok Osszes . (’mlndegylk -
. L ) vizsgaldhelyen) Szaza- —
. HGVS név (vagy pozicid, ha nincs L. " a
Minta Varians neve L Osszes Sikertelen Helytelen lékos 9
HGVS) Vizsgaléhe- L 1 2. 3. . i egyezés
lyenként vizsgalo- helyszin helyszin helyszin azonost- azonost- i (7').
Y helyen tasok® tasok N
1 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100 E;\
1 c.1646G>A S549N 6 18 6 6 6 o 0 100 192]
—h
1 c.2562T>G T854T 6 18 6 6 6 0 0 100 8’
2 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100 8
~
2 c.1581A>G E527E 6 18 6 6 6 0 0 100 N
2 c.1680-1G>A 1812-1G>A 6 18 6 6 6 o 0 100 2
~
2 c.2562T>G T854T 6 18 6 6 6 0 0 100 ()
—
2 c.312delA 444delA 6 18 6 6 6 0 0 100 3
2 c.3870A>G P1290P 6 18 6 5 6 0 1 94,44 M-~
2 c.4389G>A Q1463Q 6 18 6 6 6 0 0 100 5
3 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100 %:
N
3 c.1477C>T Q493X 6 18 6 6 6 0 0 100 ~
3 €.1521_1523delCTT F508del 6 18 6 6 6 0 0 100 (N)
3 €.2562T>G T854T 6 18 6 6 6 0 0 100 5"
3 c.4389G>A Q1463Q 6 18 6 6 6 0 0 100 6':
4 c.1408G>A V470M 6 18 5 6 6 1 0 94,44
4 €.1521_1523delCTT F508del 6 18 5 6 6 1 0 94,44
4 c.2052delA 2184delA 6 18 5 6 6 1 0 94,44
5 c.1408G>A V470M 6 18 6 5 6 1" 0 94,44
5 C.224G>A R75Q 6 18 6 5 6 1" 0 94,44
5 c.2562T7>G T854T 6 18 6 5 6 1" 0 94,44
5 c.3472C>T R1158X 6 18 6 5 6 " 0 94,44
5 c.366T>A Y122X 6 18 6 5 6 1" 0 94,44
5 c.625G>T A209S 6 18 6 5 6 1" 0 94,44
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Minta

10
10
10
10
10
1,39
1,39
1,39
1,39

11,39

HGVS név (vagy pozicio, ha nincs

HGVS)

c.1408G>A
€.1521.1523delCTT

€.2051_2052delAAinsG

c.1408G>A
€.223C>T
€.2562T>G
c.1408G>A
€.1519_.1521delATC
€.1521.1523delCTT
€.2562T>G
c.4389G>A
c.1408G>A
€.1521.1523delCTT
€.2562T>G
c.3846G>A
c.4389G>A
c.1408G>A
€.1521.1523delCTT
c.2562T>G
€.3140-26A>G
c.4389G>A
c.1408G>A
€.1521.1523delCTT
€.2002C>T
c.2562T>G
c.3717+12191C>T

Varians neve

V470M
F508del
2183AA>G
V470M
R75X
T854T
V470M
1507del
F508del
T854T
Q1463Q
V470M
F508del
T854T
W1282X
Q1463Q
V470M
F508del
T854T
3272-26A>G
Q1463Q
V470M
F508del
R668C
T854T
3849+10kbC>T

Osszes eredmény

Vizsgalohe-
lyenként

o O o/l O o 0o o0 o0 o0 0O 0O o0 oo oo oo/l o o o

S N ey
NN INNN

Osszes
vizsgalo-
helyen

1.

helyszin

Do O OO0 O O O O 00 o0 0O OO0 o0 o0 o0 o o

a2l o A A
NN N NN

Megegyez6 azonositasok

2.

o o o/l o o g0 oo 0O o0 o0 o0 o0 oo oo ool o o o

JEE B RS S ey
N TN N NN

helyszin

3.

helyszin

D OO O OO0 O O O O 00 00 0O OO0 o0 oo oo o O

JEE N O I N
NN N NN

Osszes* (mindegyik

Sikertelen Helytelen
azonosi- azonosi-
tasok® tasok
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 1*
0 0
0 0
0 0
0 0
0 1*
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0

vizsgaldhelyen)

Szaza-
lékos

egyezés

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

94,44
100
100
100
100

94,44
100
100
100
100
100
100

YAy

0181Z0) 9 eINBWIa] SIZ0Jql) SB1ZSID WyBISNni |
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Minta

1,39
12, 40
12, 40
12, 40
12, 40
12, 40
13
13
13
13
14
14
14
14
15
15
15
15
16
16
16
17, 21
17, M
17, 21
18, 42

18, 42

HGVS név (vagy pozicio, ha nincs
HGVS)

c.4389G>A
c.1408G>A
c.2562T>G
€.2988+1G>A
c.4389G>A
c.489+1G>T
c.1408G>A
€.1521.1523delCTT
c.178G>T
c.4389G>A
c.1408G>A
c.1584G>A
c.2562T>G
c.3302T>A
c.1408G>A
c.1584G>A
c.2562T>G
c.3302T>A
c.1408G>A
€.1521.1523delCTT
¢.3080T>C
c.1408G>A
€.1521.1523delCTT
c.3528delC
c.-4G>C
c.1408G>A

Varians neve

Q1463Q
V470M
T854T
3120+1G>A
Q1463Q
621+1G>T
V470M
F508del
E6OX
Q1463Q
V470M
E528E
T854T
M1101K
V470M
E528E
T854T
M1101K
V470M
F508del
11027T
V470M
F508del
3659delC
117120145
V470M

Osszes eredmény

Vizsgalohe-
lyenként

12
12
12
12
12

@@@@@@@@@@@@@@@S

S N ey
NN INNN

Osszes
vizsgalo-
helyen

36
36
36
36
36

1.

helyszin helyszin
12 12
12 12
12 12
12 12
12 12
12 12
6 6
6 6
6 6
6 6
6 6
6 6
6 6
6 6
6 6
6 6
6 6
6 6
6 6
6 6
6 6
12 12
12 12
12 12
12 12
12 12

Megegyez6 azonositasok

2.

3.

helyszin

12
12
12
12
12

0)070)070)070)070)070)070)070);

JEE N O I N
NN N NN

Osszes* (mindegyik

Sikertelen Helytelen
azonosi- azonosi-
tasok® tasok
0 0

O O O O O O 0O O 0O O 0o oo o o oo o o o o o o o o

vizsgaldhelyen)

O O O/l 0o/lo0o O O O oo 0o oo o o o ojlojlo o o o o o o

Szaza-
lékos
egyezés

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

YAy

0181Z0) 9 eINBWIa] SIZ0Jql) SB1ZSID WyBISNni |
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"VHLVIYNZSVH IVIILZSONOVIA OYLIA NI

ZLL/ 06

Minta

18, 42
18, 42
19
19
19
20, 43
20, 43
20, 43
21,44
21,44
21,44
22
22
22
22
22
23
23
23
24, 45
24, 45
24, 45
25
25
26

26

HGVS név (vagy pozicio, ha nincs

HGVS)

€.1521.1523delCTT
c.350G>A
c.1408G>A
c.489+1G>T
c.579+1G>T
c.1408G>A
C.254G>A
c.489+1G>T
c.1364C>A
c.1408G>A
€.1521.1523delCTT
c.1408G>A
€.1521.1523delCTT
c.1679G>C
c.2562T>G
c.4389G>A
c.1408G>A
€.1521.1523delCTT
c.3276C>A
c.1408G>A
¢.3909C>G
c.4046G>A
c.1408G>A
c.1624G>T
c.-8G>C
c.1408G>A

Varians neve

F508del
R117H
V470M
621+1G>T
71M+1G>T
V470M
G85E
621+1G>T
A455E
V470M
F508del
V470M
F508del
R560T
T854T
Q1463Q
V470M
F508del
Y1092X (C>A)
V470M
N1303K
G1349D
V470M
G542X
117120141
V470M

Osszes eredmény

Vizsgalohe-
lyenként

12
12
6
6
6
12
12
12
12
12

-
N

o o o/l o o o o

Osszes
vizsgalo-
helyen

36
36

1.

helyszin helyszin
12 12
12 12
6 6
6 6
6 6
12 12
12 12
12 12
12 12
12 12
12 12
6 6
6 6
6 6
6 6
6 6
6 6
6 6
6 6
12 12
12 12
12 12
6 6
6 6
6 6
6 6

Megegyez6 azonositasok

2.

3.

helyszin

12
12
6
6
6
12
12
12
12
12

-
N

D o O oo o o o

Osszes* (mindegyik

Sikertelen Helytelen
azonosi- azonosi-
tasok® tasok
0 0

O O O O O O 0O O 0O O 0o oo o o oo o o o o o o o o

vizsgaldhelyen)

O O O/l 0o/lo0o O O O oo 0o oo o o o ojlojlo o o o o o o

Szaza-
lékos
egyezés

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

YAy

0181Z0) 9 eINBWIa] SIZ0Jql) SB1ZSID WyBISNni |
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"VHLVIYNZSVH IVIILZSONOVIA OYLIA NI

ZLL/ e

Minta

26
27,46
27,46
27,46
27,46
27,46
28
28
28
28
29
29
29
30
30
30
30
30
31
31
31
31
32
32
32

32

HGVS név (vagy pozicio, ha nincs
HGVS)

c.1624G>T
c.1408G>A
c.1652G>A
c.1657C>T
c.2562T>G
c.4389G>A
c.1408G>A
€.2562T>G
c.3717+12191C>T
c.4389G>A
c.1408G>A
€.2562T>G
c.91C>T
c.1408G>A
€.1521.1523delCTT
€.2562T>G
c.3485G>T
c.4389G>A
c.1408G>A
c.1585-1G>A
c.2562T>G
c.4389G>A
c.1408G>A
€.2562T>G
c.3484C>T
c.4389G>A

Varians neve

G542X
V470M
G551D
R553X
T854T
Q1463Q
V470M
T854T
3849+10kbC>T
Q1463Q
V470M
T854T
R31C
V470M
F508del
T854T
R1162L
Q1463Q
V470M
1717-1G>A
T854T
Q1463Q
V470M
T854T
R1162X
Q1463Q

Osszes eredmény

Vizsgalohe-
lyenként

6
12
12
12
12

-
N

o O O/l O o o o o0 o o0 0O o o o oo o o

Osszes
vizsgalo-
helyen

18
36
36
36
36

1.

helyszin

6
12
12
12
12

=y
N

o 0O 00 O O 0O O O O 0O 00 o0 O O o0 o0 o o O

Megegyez6 azonositasok

2.

helyszin

6
12
12
12
12

=y
N

o o o/l o o o o o0 o0 o0 0o o oo o oo o o

3.

helyszin

6
12
12
12
12

=y
N

o 0O 00 O O 0O O O 0O 0O 00 o0 O O o0 o0 o o O

Sikertelen
azonosi-
tasok®

0

O O O O O O 0O O 0O O 0o oo o o oo o o o o o o o o

Osszes* (mindegyik

Helytelen
azonosi-
tasok

0

O O O/l 0o/lo0o O O O oo 0o oo o o o ojlojlo o o o o o o

Szaza-
lékos
egyezés

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

YAy

0181Z0) 9 eINBWIa] SIZ0Jql) SB1ZSID WyBISNni |
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"VHLVIYNZSVH IVIILZSONOVIA OYLIA NI

cLL/ e

Minta

33
33
33
33
33
33
34
34
35
36
36
37
37
37
37
38
38
38
38
38
38
47,85
47,85
47,85
47,85

48,86

HGVS név (vagy pozicio, ha nincs
HGVS)

¢.1040G>C
c.1408G>A
c.1652G>A
€.2562T7>G
c.4272C>T
C.4389G>A
c.1000C>T
€.3368-2A>T
c.1523T>G
C.254G>A
€.3454G>C
c.1007T>A
c.1408G>A
€.2562T7>G
c.3705T>G
c.1408G>A
c.1727G>C
€.2002C>T
c.2057C>A
€.2562T7>G
C.4389G>A
c.1408G>A
€.2562T7>G
€.2657+5G>A
C.4389G>A

€.54-5940_
273+10250del21kb

Varians neve

R347P
V470M
G551D
T854T
Y1424Y
Q1463Q
R334W
€.3368-2A>T
F508C
G85E
D1152H
1336K
V470M
T854T
S1235R
V470M
G576A
R668C
S686Y
T854T
Q1463Q
V470M
T854T
2789+5G>A
Q1463Q
CFTRdele2,3

Osszes eredmény

Vizsgalohe-
lyenként

o O o/l O o 0o o0 o0 o0 0O 0O o0 oo oo oo/l o o o

S N ey
NN INNN

Osszes
vizsgalo-
helyen

1.

helyszin

Do O OO0 O O O O 00 o0 0O OO0 o0 o0 o0 o o

a2l o A A
NN N NN

Megegyez6 azonositasok

2.

o o o/l o o o o o0 o0 o0 o0 o0 oo oo ool o o o

R R IS S ey
=N NN

helyszin

3.

helyszin

D OO O OO0 O O O O 00 00 0O OO0 o0 oo oo o O

JEE N O I N
NN N NN

Osszes* (mindegyik

Sikertelen
azonosi-
tasok®

0

O O O O O O 0O O 0O 0O 000 oo o o o o o o o o o

-

vizsgaldhelyen)

0

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

Helytelen
azonosi-
tasok

Szaza-

lékos

egyezés

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
97,22

YAy

0181Z0) 9 eINBWIa] SIZ0Jql) SB1ZSID WyBISNni |



7
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"VHLVIYNZSVH IVIILZSONOVIA OYLIA NI

clL/ee

Minta

48, 86
48,86
49, 87
49, 87
49, 87
50, 88
50, 88
50, 88
50, 88
51,89
51,89
51,89
52

53, 90
54,91
54,91
55,92
55,92
55,92
55,92
55,92
55,92
56

56

56

56

HGVS név (vagy pozicio, ha nincs
HGVS)

c.1408G>A
€.1521.1523delCTT
c.1408G>A
€.1521.1523delCTT
c.1766+1G>A
c.1408G>A
€.220C>T
€.2562T>G
c.3808G>A
c.1408G>A
€.1521.1523delCTT
c.2012delT
c.3744delA
€.3773_3774insT
c.1408G>A
€.262_263delTT
c.1408G>A
c.1519A>G
€.1521.1523delCTT
€.2562T>G
¢.3080T>C
c.4389G>A
c.1408G>A
€.2562T>G
c.3154T>G
c.4389G>A

Varians neve

V470M
F508del
V470M
F508del
1898+1G>A
V470M
R74W
T854T
D1270N
V470M
F508del
2143delT
3876delA
3905insT
V470M
394delTT
V470M
1507V
F508del
T854T
110277
Q1463Q
V470M
T854T
F1052V
Q1463Q

Osszes eredmény

Vizsgalohe-
lyenként

12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
6
12
12
12
12
12
12
12
12
12

6
6
6
6

Osszes
vizsgalo-
helyen

36
36
36
36
36
36
36
36
36
36
36
36
18
36
36
36
36
36
36
36
36

1.

helyszin helyszin
12 M
12 1
12 12
12 12
12 12
12 12
12 12
12 12
12 12
12 12
12 12
12 12
6 6
12 12
12 12
12 12
12 12
12 12
12 12
12 12
12 12
12 12
6 6
6 6
6 6
6 6

Megegyez6 azonositasok

2.

3.

helyszin

12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
6

12
12
12
12
12
12
12
12
12

o o o O

Osszes* (mindegyik

Sikertelen Helytelen
azonosi- azonosi-
tasok® tasok
1 0

-

O O O oo oo o o oo oo oo olo o/lo olo oo o

vizsgaldhelyen)

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

Szaza-
lékos
egyezés

97,22
97,22

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

YAy

0181Z0) 9 eINBWIa] SIZ0Jql) SB1ZSID WyBISNni |
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70A WMuU3WINX0P "zs 0¢/££60000000L

"VHLVIYNZSVH IVIILZSONOVIA OYLIA NI

ClL/v6

Osszes eredmény Megegyez6 azonositasok 63:;2:;2:2::3;”'( Sriza. j
Minta HGVS név (vagy pozicio, ha nincs Varidns neve . » Ssszes Sikertelen — — (C/)
HoVS) VLIS vizsgalo- & 2 3. azonosi- azonosi- egyezés -
lyenként helyen helyszin helyszin helyszin tasok® tésok (%
57 c.-8G>C 117120141 6 18 6 6 6 0 0 100 —
57 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100 8'
57 €.2562T7>G T854T 6 18 6 6 6 0 0 100 N
57 c.3209G>A R1070Q 6 18 6 6 6 0 0 100 5\
58 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100 2‘
58 €.1521_1523delCTT F508del 6 18 6 6 6 0 0 100 8.
58 €.2991G>C L997F 6 18 6 6 6 0 0 100 8\
59 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100 E.
59 €.2562T7>G T854T 6 18 6 6 6 0 0 100 2
59 c.3205G>A G1069R 6 18 6 6 6 0 0 100 g
60 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100 3
60 €.2562T7>G T854T 6 18 6 6 6 0 0 100 %
60 C.4389G>A Q1463Q 6 18 6 6 6 0 0 100 E;\
60 c.617T>G L206W 6 18 6 6 6 0 0 100 TD:
61 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100 g
61 C.2260G>A V754M 6 18 6 6 6 0 0 100 H
61 C.4389G>A Q1463Q 6 18 6 6 6 0 0 100 :Q—)P
62 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100 O-
62 €.2562T7>G T854T 6 18 6 6 6 0 0 100
62 €.988G>T G330X 6 18 6 6 6 0 0 100
64 c.1040G>A R347H 6 18 6 6 6 0 0 100
64 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100
64 €.2562T7>G T854T 6 18 6 6 6 0 0 100
64 C.4389G>A Q1463Q 6 18 6 6 6 0 0 100
65 €.948delT 1078delT 6 18 6 6 6 0 0 100
66 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100



7

70A WMuU3WINX0P "zs 0¢/££60000000L

"VHLVIYNZSVH IVIILZSONOVIA OYLIA NI

ZLL/S6

Osszes eredmény Megegyez6 azonositasok Oss.zes*' (‘mindegyik j
vizsgalohelyen) Szaza- c
. HGVS név (vagy pozicio, ha nincs .. " i
Minta Varians neve L Osszes Sikertelen Helytelen 1ékos (@p)
HGVS) Vizsgélohe- o 1. 2. 3. . . 5 —_
, vizsgalo- , , , azonosi- azonosi- egyezes
lyenként helyszin helyszin helyszin ) € . (Q
helyen tasok tasok -
66 €.1521.1523delCTT F508del 6 18 6 6 6 0 0 100 ~
66 c.532G>A G178R 6 18 6 6 6 0 0 100 8-
67 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100 N
~
67 c.1647T>G S549R 6 18 6 6 6 0 0 100 (OON
(c.1647T>G) )]
—h
68 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100 8’
68 c.1646G>A S549N 6 18 6 6 6 0 0 100 8
~
68 €.2562T>G T854T 6 18 6 6 6 0 0 100 N
68 C.4389G>A Q1463Q 6 18 6 6 6 0 0 100 %2
~
69 €.2506G>T D836Y 6 18 6 6 6 0 0 100 D
—
69 €.2537G>A W846X 6 18 6 6 6 0 0 100 3
70 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100 M-~
70 €.2562T7>G T854T 6 18 6 6 6 0 0 100 5
Q
70 €.3485G>T R1162L 6 18 6 6 6 0 0 100 TD:
N
70 €.4389G>A Q1463Q 6 18 6 6 6 0 0 100 N
u c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100 (N)
7 €.1521_1523delCTT F508del 6 18 6 6 6 0 0 100 E;
u €.2562T>G T854T 6 18 6 6 6 0 0 100 6‘:
7 c.274G>T E92X 6 18 6 6 6 0 0 100
u c.4389G>A Q1463Q 6 18 6 6 6 0 0 100
72 ¢.1022_1023insTC 1154insTC 6 18 6 6 5 1 0 94,44
72 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 5 1 0 94,44
72 c.2562T>G T854T 6 18 6 6 5 1 0 94,44
72 c.4389G>A Q1463Q 6 18 6 6 5 1 0 94,44
72 c.489+1G>T 621+1G>T 6 18 6 6 5 1 0 94,44
73 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100
73 c.1624G>T G542X 6 18 6 6 6 0 0 100
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"VHLVIYNZSVH IVIILZSONOVIA OYLIA NI

ZLL/96

Osszes eredmény Megegyez6 azonositasok 63:;2:;2:2::3;”'( Sriza. j
Minta HGVS név (vagy pozicio, ha nincs Varidns neve . » Ssszes Sikertelen — — (C/)
HoVS) VLIS vizsgalo- & 2 3. azonosi- azonosi- egyezés -
lyenként helyen helyszin helyszin helyszin tasok® tésok (%
73 c.1826A>G H609R 6 18 6 6 6 0 0 100 —
74 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 5 0 1 94,44 8'
74 c.1429C>T P477S 6 18 6 6 6 0 0 100 N
74 €.1521.1523delCTT F508del 6 18 6 6 6 0 0 100 5\
75 c.1408G>A V470M 6 18 6 5 6 " 0 94,44 2‘
75 €.1521_1523delCTT F508del 6 18 6 5 6 " 0 94,44 8.
75 c.1721C>A P574H 6 18 6 5 6 " 0 94,44 8\
76 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100 E.
76 €.1521_1523delCTT F508del 6 18 6 6 6 0 0 100 2
76 €.2562T7>G T854T 6 18 6 6 6 0 0 100 g
76 c.425delT F143LfsX10 6 18 6 6 6 0 0 100 3
76 C.4389G>A Q1463Q 6 18 6 6 6 0 0 100 %
77 c.1364C>A A455E 6 18 6 6 6 0 0 100 E;\
77 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100 TD:
77 c.489+1G>T 621+1G>T 6 18 6 6 6 0 0 100 g
78 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100 H
78 c.1581A>G E527E 6 18 6 6 6 0 0 100 :Q—)P
78 c.1680-1G>A 1812-1G>A 6 18 6 6 6 0 0 100 O-
78 €.2562T7>G T854T 6 18 6 6 6 0 0 100
78 c.312delA 444delA 6 18 6 6 6 0 0 100
78 c.3870A>G P1290P 6 18 6 6 6 0 0 100
78 C.4389G>A Q1463Q 6 18 6 6 6 0 0 100
79 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100
79 €.220C>T R74W 6 18 6 6 6 0 0 100
79 €.2562T7>G T854T 6 18 6 6 6 0 0 100
79 c.3808G>A D1270N 6 18 6 6 6 0 0 100
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clL/ L6

Minta

80

80

80

80

80

81

81

81

81

81

82

82

82

82

83

83

83

83

84

84

84

84

Osszes varians (PA)** (a 25 tablazat talalhaté PolyTG/PolyT adatokkal egyiitt)

Osszes WT (NA)

HGVS név (vagy pozicio, ha nincs

HGVS)

c.-8G>C
c.1408G>A
€.1521.1523delCTT
c.1657C>T
c.2562T>G
c.1408G>A
€.1521.1523delCTT
c.1652G>A
c.2562T>G
c.4389G>A
c.1040G>C
c.1408G>A
€.1521.1523delCTT
c.4272C>T
c.-4G>C
c.1408G>A
€.1521.1523delCTT
c.350G>A
c.1408G>A
€.1519_.1521delATC
c.2562T>G
c.4389G>A

Osszes WT és varians szama (OA)

€ A mintakat nem vizsgaltak ujra.

Varians neve

117120141
V470M
F508del
R553X
T854T
V470M
F508del
G551D
T854T
Q1463Q
R347P
V470M
F508del
Y1424Y
11720145
V470M
F508del
R117H
V470M
1507del
T854T
Q1463Q

Osszes eredmény

Vizsgalohe-
lyenként

o O o/l O o 0o o0 o0 o0 0O 0O o0 oo oo oo/l o o o

6

2580
2871132
2873712

Osszes
vizsgalo-
helyen

7740
8613396
8621136

1.
helyszin

Do O OO0 O O O O 00 o0 0O OO0 o0 o0 o0 o o

6

2562
2865930
2868492

Megegyez6 azonositasok

2.
helyszin

o o o/l o o o o o0 o0 o0 o0 o0 oo oo ool o o o

6

2553
2855526
2858079

3.
helyszin

D OO O OO0 O O O O 00 00 0O OO0 o0 oo oo o O

6

2565
2865932
2868497

Osszes* (mindegyik

vizsgaldhelyen)

Sikertelen
azonosi-
tasok®

0

O O O O O O 0O O O o o oo o o o o o o o o

w
~N

26006
26043

Helytelen
azonosi-
tasok

0

O O O/l 0o O O O oo 0oolo o o o o/lo o o o

N
N

25

Szaza-

lékos

egyezés

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
99,22
99,70
99,70

~ Az 5. és a 75. minta egy ismétlése alkalmaval 0% volt az azonositasi arany. Tovabbi vizsgalatok azt mutattak, hogy a mintakat valdszinlleg nem

adtdk hozza a mintalemezhez a kdnyvtar-elékészitést megel&zéen.
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* Az ellen6rzés soran kiderilt, hogy a 9. és 10. mintat valdszin(leg felcserélte a kezel6 a kdnyvtar-el6készitést megel6zéen.
** A PolyTG/PolyT varidnsok nélkiil a PA 99,60% volt.

25 tablazat PolyTG/PolyT reprodukalhatésag a Cisztas fibrdzis klinikai szekvenalasi vizsgalat esetében

Panel

Minta

10

1, 39

12, 40

13

14

Genotipus

(TG)12(T)7/(TG)12
(M7

(TG)10(T)9/(TG)10
(M7
(TG)10(T)7/(TG)10
(M9
(TG)10(T)9/(TG)M
(M7
(TG)10(T)7/(TG)N
(M7
(TG)10(T)9/(TG)10
(M7
(TG)10(T)9/(TG)M
(M7
(TG)10(T)7/(TG)10
(me
(TG)10(T)9/(TG)10
(M7
(TG)10(T)9/(TG)10
(M7
(TG)10(T)9/(TG)10
(M7
(TG)10(T)9/(TG)M
(M7
(TG)10(T)9/(TC)
(M7

(TG)10(T)7/(TG)1
(M7

Eredmények szama

Osszes

Vizsgalohelyenként

6

12

12

vizsgaldhelyen

18

18

18

18

18

18

18

18

18

18

36

36

18

18

1.

helyszin helyszin
6 6
6 6
6 6
5 6
6 5
6 6
6 6
6 6
6 6
6 6
12 12
12 12
6 6
6 6

Megegyez6 azonositasok

2.

3.

helyszin

6

12

12

Mindegyik vizsgaldhelyen dsszesen

Szazalékos
Nincs Helytelen egyezés
azonositas azonositasok
0 0 100%
0 0 100%
0 0 100%
1 0 94,44%
1 0 94,44%
0 0 100%
0 0 100%
0 0 100%
0 0 100%
0 0 100%
0 0 100%
0 0 100%
0 0 100%
0 0 100%
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Eredmények szama Megegyez6 azonositasok Mindegyik vizsgaldhelyen 6sszesen _|
. . Szézalékos pa)
Panel Minta Genotipus L, ) Osszes 1. 2. 3. Nincs Helytelen 5 C
Vizsgaldhelyenként . L B ; ) - " egyezes
vizsgaldhelyen helyszin helyszin helyszin azonositas azonositasok (/)
A 15 (TG)10(M)7/(TG)N 6 18 6 5 6 1 0 94,44% (@)
(M7 o
~
A 16 (TG)10(T)9/(TG)10 6 18 6 6 6 0 0 100% (@)
(Mo (7)
A 17,41 (TG)10(M)9/(TG) 12 36 12 12 12 0 0 100% !:ll-
(T)7 Q-
A 18,42 (TG)10(T)9/(TG)12 12 36 12 12 12 0 0 100% n
—h
(M5 —_
O
A 19 (TG)10(T)9/(TG)M 6 18 6 6 6 0 0 100% -
(m)7 (N}
A 20,43 (TG)10(T)9/(TG)11 12 36 12 12 12 0 0 100% (.7).
(M7 ~
A 21,44 (TG)10(T)9/(TG)10 12 36 12 12 12 0 0 100% g
(Mo 3
A 22 (TG)10(T)9/(TG)10 6 18 6 6 6 0 0 100% M-~
o ~
~
A 23 (TG)10(T)9/(TG)11 6 18 6 6 6 0 0 100% R
(M7 -~
A 24,45 (TG)10(M)9/(TG)M 12 36 12 12 12 0 0 100% g
(M7 N
~t
A 25 (TG)10(T)9/(TG)10 6 18 6 6 6 0 0 100% Q)
(Mo —+
O~
A 26 (TG)10(T)9/(TG)M 6 18 6 6 6 0 0 100%
(m)7
A 27,46 (TG)10(M)7/(TG)N 12 36 1 12 12 0 1 97,22%
(m)7
A 28 (TG)10(T)7/(TG)10 6 18 6 6 6 0 0 100%
(17
A 29 (TG)10(T)7/(TG)12 6 18 6 4 4 4 0 77,78%
(17
A 30 (TG)10(T)9/(TG)10 6 18 6 6 6 0 0 100%
(m)7
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Eredmények szama Megegyez6 azonositasok Mindegyik vizsgaldhelyen 6sszesen _|
. . Szézalékos pa)
Panel Minta Genotipus L, ) Osszes 1. 2. 3. Nincs Helytelen 5 C
Vizsgaldhelyenként . L B ; ) - " egyezes
vizsgaldhelyen helyszin helyszin helyszin azonositas azonositasok (/)
A 31 (TG)10(M)7/(TG)N 6 18 6 6 6 0 0 100% (@)
(M7 o
~
A 32 (TG)10(T)7/(TG)10 6 18 6 6 6 0 0 100% (@)
(T)7 (7)
A 33 (TG)10(M7/(TG)N 6 18 5 6 6 1 0 94,44% !:lr
(T)7 Q-
A 34 (TG)11(T)7/(TG)12 6 18 6 6 6 0 0 100% n
—h
(M7 —_
O
A 35 (TG)1(T)7/(TG)11 6 18 6 6 6 0 0 100% -
(m)7 (N}
A 36 (TG)1(T)7/(TG)11 6 18 6 6 6 0 0 100% (.7).
(M7 ~
A 37 (TG)11(T)7/(TG)12 6 18 6 6 6 0 0 100% SR
(T)7 3
A 38 (TG)10(M7/(TG)N 6 18 6 6 6 0 0 100% M-~
o ~
~
B 47,85 (TG)10(T)7/(TG)10 12 36 12 12 12 0 0 100% &):
(M7 -~
B 48,86 (TG)10(M)9/(TG)M 12 36 " m 12 2 0 94,44% g
(M7 N
~t
B 49, 87 (TG)10(T)9/(TG)11 12 36 12 12 12 0 0 100% Q)
(m)y7 ~t
O~
B 50, 88 (TG)10(T)9/(TG)M 12 36 12 12 12 0 0 100%
(m)7
B 51,89 (TG)10(T)9/(TG)10 12 36 12 12 12 0 0 100%
(Mo
B 52 (TG)1(T)7/(TG)11 6 18 6 6 6 0 0 100%
(17
B 53,90 (TG)1(T)7/(TG)11 12 36 12 12 12 0 0 100%
(17
B 54,91 (TG)10(T)9/(TG)M 12 36 12 12 12 0 0 100%
(m)7
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Panel

Minta

55,92

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

Genotipus

(TG)10(T)9/(TG)10
(M7
(TG)10(T)7/(TG)10
(M9
(TG)12(T)7/(TG)12
(M7
(TG)10(T)9/(TG)10
(M9
(TG)1(T)7/(TG)12
(M7
(TG)9(M9/(TG)M
(M7
(TG)10(T)9/(TC)M
(M7
(TG)10(T)7/(TG)1
(M7
(TE)1(M)7/(TG)M
(M7
(TG)10(M)7/(TG)M1
(M7
(TG)1(M)7/(TC)MN
(M7
(TG)10(T)9/(TC)M
(M7
(TE)11(M)7/(TG)M
(M7
(TG)10(M)7/(TG)M1
(M7
(TG)1(M)7/(TC)M
(M7
(TG)10(T)7/(TG)10
(M7

Eredmények szama

Osszes
vizsgalohelyen

Vizsgalohelyenként

12 36
6 18
6 18
6 18
6 18
6 18
6 18
6 18
6 18
6 18
6 18
6 18
6 18
6 18
6 18
6 18

Megegyez6 azonositasok Mindegyik vizsgaldhelyen 6sszesen

Szazalékos
1. 2. 3. Nincs Helytelen egyezés
helyszin helyszin helyszin azonositas azonositasok
12 12 12 0 0 100%
6 6 6 0 0 100%
6 6 6 0 0 100%
6 6 6 0 0 100%
5 6 6 1 0 94,44%
6 6 6 0 0 100%
6 6 6 0 0 100%
5 6 6 1 0 94,44%
6 6 6 0 0 100%
5 6 6 1 0 94,44%
6 6 6 0 0 100%
6 6 6 0 0 100%
6 6 6 0 0 100%
6 6 6 0 0 100%
6 6 6 0 0 100%
6 6 6 0 0 100%
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Panel Minta
B 71
B 72
B 73
B 74
B 75
B 76
B 77
B 78
B 79
B 80
B 81
B 82
B 83
B 84

Genotipus

(TG)10(T)9/(TG)11
(M7
(TG)10(T)7/(TG)10
(M9
(TG)10(T)9/(TC)M
(M7
(TG)10(T)9/(TC)M
(M7
(TG)10(T)7/(TG)10
(M9
(TG)10(T)7/(TG)10
(M9
(TG)10(T)9/(TG)10
(M9
(TG)10(T)7/(TG)10
(M9
(TG)10(T)7/(TG)1
(M7
(TG)M(T)7/(TG)M
(M9
(TG)10(T)7/(TG)10
(M9
(TG)10(T)9/(TC)M
(M7
(TG)10(T)9/(TG)12
(M5
(TG)10(T)7/(TG)10
(M7

PolyTG/PolyT variansok 6sszesen (PA)

Eredmények szama

Vizsgalohelyenként

6

552

Osszes
vizsgalohelyen

18

18

18

18

18

18

18

18

18

18

18

18

18

18

1656

Megegyez6 azonositasok

1.
helyszin

6

537

2.
helyszin

6

540

3.
helyszin

6

543

Mindegyik vizsgaléhelyen 6sszesen

Nincs
azonositas

0

17

* Mind a 18 minta eredménye megegyezett, azonban Sanger-féle kétirdnyu szekvenalassal eltéréek voltak.

Helytelen
azonositasok

0

18*

19

Szazalékos
egyezés

100%

88.89%

100%

100%

94,44%

100%

100%

94,44%

100%

0%

100%

100%

100%

100%

97,83%
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TruSight cisztéas fibrozis terméktajékoztaté illumina

DNS-extrakcio

Harom gyakran alkalmazott, a kereskedelemben kaphatd kivonasi mddszert, vagyis a magneses gyongyokkel,
az alkoholos kicsapassal, illetve a szilikon szlréoszloppal végzett modszert értékelték K2EDTA-val
alvadasgatolt teljes vérrel. A vizsgalat soran 6sszesen 14 vérmintat hasznaltak fel; ketté vad tipusu volt, mig a
fennmaradd mintak kilenc kilonb6zé varianst, gyakori és ritka variansokat is, tartalmazé egyedi genotipust
hordoztak. A polyTG/polyT varidns esetén (T)5-9 és (TG)10-12 genotipusu mintdk szerepeltek. A hdrom DNS-
extrakcids modszert kilon vizsgalta két kiilénb6z6 felhasznald, akik kivonasi médszerenként harom
szekvendldsi futtatast végeztek. Mindegyik extrakciét mindegyik felhasznalé kiilénb6z6 napon végezte. A
kivont gDNS-mintdk DNS-koncentracidjat és A260/A280 aranyat megmeérték spektrofotometriaval. A
vizsgdlatban mindegyik extrakciés médszernél a mintak teljes szama 168 volt (14 minta x 2
felhasznald/mddszer x 3 futtatas/felhasznald x 2 ismétlés/kivont gDNS-minta).

Minta elsé sikerességi

Kivonasi médszer Vizsgalt mintdk szama Azonositasi arany Pontossag aranya*
Alkoholos kicsapas 168 >99,99% >99,99% 100%
Szilikon szlir6oszlopos elvélasztas 168 >99,99% >99,99% 100%
Magneses gyongyokkel végzett kivonas 168 >99,99% >99,99% 100%

* Az elsé futtatasban > 99%-0s azonositasi ardnyu mintak szdzalékos aranya.

DNS-bemenet

A Cisztas fibrdzis klinikai szekvenalasi vizsgalat esetében a bevitt DNS mennyiségének tartomanyat egy
sorozatos higitasos vizsgalatban értékelték, amelyben 16 egyedi CF-varianst tartalmazé 14 reprezentativ
mintat értékeltek.

Mindegyik mintat a bevitt DNS kilencféle mennyiségével vizsgaltak 1250 ng és 1 ng kdz6tt (1250 ng, 500 ng,
250 ng, 100 ng, 50 ng, 25 ng és 10 ng, 5 ng és 1 ng). A pontossag meghatarozasahoz a mintak genotipusait
O0sszehasonlitottak a kétiranyu Sanger-féle szekvendlassal kapott adatokkal; a delécidkat PCR-vizsgalat
eredményeivel hasonlitottak dssze. A bevitt DNS-mennyiség felsé és alsé hataraként 1250 ng-ot, illetve 25 ng-
ot hataroztak meg, mivel ezeknél a mintak elsé sikerességi aranya = 95% volt, és nem tortént hibas azonositas
(100%-0s pontossag és azonositasi arany).

Az 1250 ng, 250 ng és 100 ng mennyiséget DNS-beviteli szintenként legalabb négy reprezentativ DNS-mintaval
és 20 ismétléssel vizsgaltak (n = 4 x 20 = 80 minta), mig a 25 ng-os alsé hatart 14 mintaval és mintanként 20
ismétléssel (n = 14 x 20 = 280 minta). Mindegyik DNS-mennyiség esetén a pontossag és az elsd sikerességi
arany 100% volt.

1000000097720 sz. dokumentum v04 103 /112
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TruSight cisztéas fibrozis terméktajékoztaté illumina

Zavaro anyagok

A lllumina MiSeqDx cisztas fibrézis rendszer miikodését zavard anyagok hatasanak vizsgalata céljabdl
értékelték a vizsgalat potencialisan zavard anyagok jelenlétében vagy hidanyaban tapasztalt teljesitményét. A
vizsgdlatban tizenhat egyedi CF-genotipusu teljesvér-mintat vizsgaltak. Négy endogén anyag (bilirubin,
koleszterin, hemoglobin és trigliceridek) vizsgalatahoz azokat hozzdadtak a vérmintakhoz a DNS kivonasa el6tt.
Az egyes anyagok koncentracio-hatdrértékei a kovetkezd tablazatban lathatdk. Tovabba a vérvételbdl eredd
interferencia (tul kevés vér levétele) értékeléséhez EDTA-t adtak a vérmintdkhoz; a minta-el6készitésbél eredé
zavard hatas értékelésére a szilikon szliréoszlopos elvalasztasi médszer utolsé mosdpufferét hozzdadtak a
tisztitott genomikus DNS-hez.

A Cisztas fibrdzis klinikai szekvenalasi vizsgalat-val 100%-0s azonositasi aranyt értek el az 6sszes vizsgalt
minta esetében, valamint a genotipus-azonositas 100%-0s reprodukalhatdsagat a zavard anyagok jelenlétében
és hidnyaban vizsgalt mintak kdzott. Egyik endogén vagy exogén zavard tényezé sem okozott interferenciat.

A multiplexel6 indexprimerek altal okozott interferencia hatasanak vizsgdlatara keresztkontaminacids
vizsgalatot végeztek két olyan mintaval, amelyek mindegyike négy kiilénb6z6é genomikus pozicidban egyedi
homozigdta genotipussal rendelkezett, illetve két indexprimerrel. Ha a szennyezettségi szint < 40% volt, nem
valtozott a variansazonositas. Ha a szennyezettségi szint = 40% volt, a minta genotipusa heterozigdta lett.

Vérkoncentracio Vérkoncentracio

Vizsgalt anyag Ismétlések teljes szama (fels6 hatérérték) (als6 hatérérték) Azonositasi arany
Bilirubin 16 684 umol/L 137 umol/L 100%
Koleszterin 16 13 mmol/L 2,6 mmol/L 100%
Hemoglobin 16 2g/L 0,449/L 100%
Triglicerid 16 37 mmol/L 7,4 mmol/L 100%
EDTA 16 7,0 mg/mL 2,8 mg/mL 100%

Teljesitmeny-egyenértéklseg ezzel: lllumina
MiSeqDx Cisztas fibrozis klinikai szekvenalasi
vizsgalat

A TruSight cisztas fibrozis klinikai szekvenalasi vizsgalat (TruSight CFCS) ugyanazt a kdnyvtar-el6készitési
munkafolyamatot és reagenseket hasznalja, mint a lllumina MiSeqDx cisztas fibrdzis vizsgalat (MiSegDxCisttic
Fibrosis Assay, CFCS). A TruSight CFCS a MiSegDx Reagent Kit v3-t hasznalja. A MiSeqDx CFCS a vizsgalathoz
mellékelt szekvenalasi reagenseket hasznalja. A TruSight CFCS és a MiSeqDx CFCS egyenértékliségének
bizonyitasahoz kilenc TruSight CFCS futtatas eredményét hasonlitottak 6ssze az aranymeérce, a MiSegqDx CFCS
egyetlen futtatdsanak eredményével. A TruSight CFCS futtatdsok 96 mintaval torténtek (ez a TruSight CFCS
maximalis mintafeldolgozasi teljesitménye). A MiSeqDx CFCS futtatasok 48 mintaval térténtek (ez a MiSeqDx
CFCS maximalis mintafeldolgozasi teljesitménye). A TruSight CFCS futtatasoknal a variabilitas forrasai a
kovetkezbk voltak: harom konyvtar-elékészitési mlivelet (kilonb6zé TruSight CF tételekkel), harom kezel,
harom MiSeqDx késziilék és harom MiSeqDx Reagent Kit v3.

1000000097720 sz. dokumentum v04 104 /112
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TruSight cisztéas fibrozis terméktajékoztaté illumina

A TruSight CFCS futtatdsokkal kapott varidnsazonositdsi eredményeket hasonlitottak 6ssze a MiSeqDx CFCS
variansazonositasi eredményével. Mindegyik TruSight CFCS futtatasban 47 egyedi minta szerepelt, mintanként
2-3 példanyban (95 DNS-minta és 1 NTC). A MiSegDx CFCS futtatasban ugyanaz a 47 minta szerepelt egy-egy
példanyban (47 DNS-minta és 1 NTC). A mintapanel immortalizalt sejtvonalakbdl kivont Coriell DNS-mintakbdl
allt, és az ACMG 23 mutécié minden alléljat reprezentalé mintakat tartalmazott.! A panel delécids-inszerciés
variansokat tartalmazott (beleértve a homopolimer régidkban torténé inszerciot/delécidt és az ugyanabban a
régidban torténd inszerciot delécidval egylitt). A panel homozigdta variansokat, heterozigdta vegyiilet
variansokat és az egyik célzott nagy delécidt is tartalmazta. Tartalmazott tovabba PolyTG/PolyT variansokat,
egyetlen nukleotid varidnsokat és egy olyan mintat, amelyben nem mutattak ki varidnsokat. Az 26 tablazat
talalhatdk az eredmények genotipusonként 6sszefoglalva. A 27 tablazat tartalmazza a vizsgalatok kézotti
egyezést varidnstipusonként. A vizsgalatok kozotti 6sszesitett egyezés > 99,99% volt.

26 tablazat A TruSight CFCS varians vizsgalat és az MiSeqDx CFCS varians vizsgalat varidnsazonositasi
teljesitményének 6sszehasonlitasa

MiSeqDx CF klinikai vizsgalat

Hom Het Vad tipus Nincs Osszes
varians varians azonositas

TruSight CF klinikai vizsgalat Hom varidns 551 - - - 551
Het varians - 2664 - - 2664
Vad tipus - - 4426182 - 4426182
Nincs - - 58 - 58
azonositas
Osszes 551 2664 4426 420 - 4 429 455

27 tdbldzat A TruSight CF klinikai szekvenalasi vizsgalat és az MiSegDx CF klinikai szekvenalasi vizsgalat
teljesitményének 6sszehasonlitasa varianstipus szerint

Varians tipusa Helyes azonositasok Helytelen azonositasok Nincs azonositas Egyezés az MiSeqDx CF klinikai szekvenalasi vizsgalattal
SNV 2684 0 0 100,00% (2 684/2 684)
DEL 18 0 0 100,00% (18/18)
DIV 513 0 0 100,00% (513/513)
PolyTG/PolyT 847 1 3 99,88% (847/851)
Nincs (vad tipus) 4426182 0 58 100,00% (4 426 182/4 426 240)
Osszes 4 430244 1 61 >99,99% (4 430 244/4 430 306)
1000000097720 sz. dokumentum v04 105/112
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A TruSight CFCS és a MiSeqgDx CFCS eredményei koz6tt egyetlen eltéré azonositas volt. A helytelen azonositas a PolyTG/PolyT varians
esetében kovetkezett be. A PolyTG/PolyT varidansok egyezésének 0sszefoglaldsa a 28 tablazat taldlhato.

28 tablazat A TruSight CF klinikai szekvenaldsi vizsgalat és az MiSeqDx CF klinikai szekvenalasi vizsgalat PolyTG / PolyT varidnsra
vonatkozd azonositasi teljesitményének 6sszehasonlitasa

MiSegDx CF klinikai vizsgalat eredményeit bemutaté tablazat

(TG)YI0  (TG)1I0  (TG)YI0 (TG)I0  (TG)10  (TG)I0  (TG)11  (TG)1M (TGN (TG (T6112  Nincs  Osszes
)7/ (T)7/ (my7/ (T)7/ )9/ (T)o/ (T)7/ (T)7/ M7 M (T)5/  azonositas
(TG)I0 (TG00 (TG)12  (TGN2 (TG00 (TGY12 (TGP0 (TG00 (TG)M  (TG)12 (TG)12
(M7 (L] (T)5 (M7 (Mo (T)5 (M7 (Mo (M7 (M7 (T)5
TruSight CF  (TG)10(T)7/ (TG)10(T)7 50 - - - - ) - - - _ _ _ 50
Kiinikai (TG)10(T)7/ (TG)10(T)Q - 189 - - - - - - - - - - 189
vizsgalat
(TG)10(T)7/ (TG)12(T)5 - . 18 . - - - - ) - - ] 18
(TG)10(T)7/ (TG)12(T)7 - - ) 18 . } - _ _ _ _ ) 18
(TG)10(T)9/ (TG)10(T)9 - - ) _ 72 ] - _ ) _ _ ) -
(TG)10(T)9/ (TG)12(T)5 - - - - - 17 - - - - - - 17
(TG)11(T)7/ (TG)10(T)7 - - - - . - 126 - - . . ] 126
(TG)11(T)7/ (TG)10(T)9 - - - - - - - 249 - - - ] 249
(TG)1(T)7/ (TG)1(T)7 - - - - - - - - 72 . . ] 72
(TG)N(T)7/ (TG)12(T)7 - - - - - - - - - 36 - - 36
(TG)12(T)5/ (TG)12(T)5 - - - - - 1 - - - - _ _ 1
Nincs azonositas - - - - - - - 3 - - - - 3
Osszes 50 189 18 18 72 18 126 252 72 36 . ] 851
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Modositasi el6zmények

Dokumentum

1000000097720 sz. dokumentum v04

1000000097720 sz. dokumentum v04
IN VITRO DIAGNOSZTIKAI HASZNALATRA.

Datum

2023. oktober

Moddositasok leirasa

« Frissitett MiSeqDx Reagent Kit v3 katalégusszam.

o Készlet kataldgusszamok hozzaadasa a
Reagensek részhez.

o Figyelmeztetd szimbdlum eltavolitva a
Megjegyzések és figyelmeztetések részbél.

» A MiSegDx v3 Reagent Kit és a MiSegDx v3
Reagent Kit Micro hasznalatanak teljes koérd
tisztazasa.

o Pontositott figyelmeztetés a Nem kotott
oligonukleotidok eltavolitdsa részben a
centrifuga megfelel6 hiitésének biztositasa
érdekében minden hasznalat el6tt.

» A védjegyre vonatkozd nyilatkozat eltavolitasa az
URL javara, ahol konkrét szabadalmak
kereshetdk.

o Frissitett CE-jelOlés értesitett szervezet szamaval
és EC|REP cim Importér szimbélummal.
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Dokumentum

Dokumentumszam: 1000000097720 v03

Dokumentumszam: 1000000097720 v02
Dokumentumszam: 1000000097720 vO1

Dokumentumszam: 1000000097720 v0O

1000000097720 sz. dokumentum v04
IN VITRO DIAGNOSZTIKAI HASZNALATRA.

Datum

2022. majus

2021. augusztus
2020. junius

2020. marcius

Mddositasok leirasa

o Ateljes dokumentum tartalmanak frissitése az
MiSeqDx Reagent Kit v3 Micro (kataldgusszam:
20063860) és a hozza tartozé munkafolyamat
figyelembe vétele érdekében.

* A Megjegyzések az eljarashoz szakaszon beliil a
Minta-el6készités alszakasz Iétrehozésa és a
DNS-extrakcidval és mennyiségének
meghatarozdasaval kapcsolatos informaciok
athelyezése ebbe az alszakaszba.

» Nyilatkozat hozzdadasa a Figyelmeztetések és
dvintézkedések részhez, amely szerint az ezzel a
termékkel kapcsolatos sulyos eseményeket
jelenteni kell az lllumina vallalatnak és az illetékes
hatdésagnak.

o Atermék cimkéi cim(i szakasz kiegészitése a
biztonsagra és a teljesitményre vonatkozé
0sszefoglald nyilatkozattal és az alapveté UDI-DI
azonositdval.

o A ™ikon elhelyezésének javitasa a termék
attekintésénél.

* A Megjegyzés, a Figyelem és a Vigyazat ikon
frissitése.

o A mddositasi el6zményeket tartalmazé tablazat
kitoltése.

Az eurdpai uniés meghatalmazott képvisel6 cimének frissitése.
Az MiSegDx Reagent Kit v3 Uj cikkszamanak (20037124) hozzaadasa.

Elsé kiadas.
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Szabadalmak és védjegyek

A jelen dokumentum és annak tartalma az lllumina, Inc. és annak lednyvallalatai (,lllumina”) tulajdonat képezi, és kizardlag a jelen
dokumentumban ismertetett termék(ek) szerzédésszer(i miikodtetéséhez hasznalhatd. Egyéb célokra nem hasznalhatd. A dokumentum és
annak tartalma az lllumina elézetes irdsos engedélye nélkiil ettdl eltéré célokra nem hasznalhato és forgalmazhatd, tovdbba semmilyen
formaban nem kommunikalhatd, hozhatd nyilvanossdgra vagy reprodukalhatd. Az lllumina a jelen dokumentummal nem biztosit licencet a
termék vasarldjanak a harmadik felek szabadalmi, védjegyjogi, szerzéi jogi, szokasjogi vagy egyéb oltalom alatt allé jogosultsagaihoz.

A jelen dokumentumban szereplé utasitdsokat a kvalifikalt és megfeleléen képzett személyzetnek szigoruan be kell tartania az itt
ismertetett termék(ek) megfeleld és biztonsagos hasznalata érdekében. A termék(ek) hasznalata elétt a felhasznald koteles atolvasni és
értelmezni a jelen dokumentumban leirtakat.

AZITT SZEREPLO INFORMACIOK ELOLVASASANAK VAGY AZ UTASITASOK BETARTASANAK ELMULASZTASA ESETEN A TERMEK (EK)
MEGSERULHETNEK, ILLETVE SZEMELYI SERULES KOVETKEZHET BE, IDEERTVE A FELHASZNALOKAT ES MASOKAT IS, ILLETVE EGYEB
ANYAGI KAROK KOVETKEZHETNEK BE. EZENFELUL ILYEN ESETEKBEN A TERMEK(EK)RE VONATKOZO GARANCIA ERVENYET VESZTI.

AZ ILLUMINA SEMMIFELE FELELOSSEGET NEM VALLAL AZ ITT BEMUTATOTT TERMEK(EK) HELYTELEN HASZNALATABOL FAKADO
KAROKERT (AZ ALKATRESZEKET ES A SZOFTVERT IS IDEERTVE).

© 2023 lllumina, Inc. Minden jog fenntartva.

Minden védjegy az lllumina, Inc., illetve az adott tulajdonosok tulajdonat képezi. A védjegyekkel kapcsolatos informaciokat lasd a
www.illumina.com/company/legal.html weboldalon.
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Elérhet6ségek
wl q3

2797

IVD

lllumina, Inc.

5200 lllumina Way

San Diego, California 92122 U.S.A.
+1.800.809.ILMN (4566)
+1.858.202.4566 (Eszak-Amerikan kiviil)
techsupport@illumina.com

www.illumina.com The Metherlands

A termék cimkéi

lllumina Netherlands B.V.
m m Steenoven 19
5628 DK Eindhoven

illumina

Ausztral megbizé

lllumina Australia Pty Ltd
Nursing Association Building
Level 3, 535 Elizabeth Street
Melbourne, VIC 3000
Ausztrélia

A termék csomagolasan és cimkéjén talalhaté szimbdlumokkal kapcsolatos tovabbi informécidk az On
készletére vonatkozdan a support.illumina.com weboldalon, a Szimbdlumok magyarazata részben talalhatok.

A Biztonsagossagra és a teljesitéképességre vonatkozo 6sszefoglald (SSP) a
https://ec.europa.eu/tools/eudamed cimen taldlhaté az Orvostechnikai eszk6zok eurdpai adatbazisanak
(Eudamed) elinditasat kovetden. Az alapvet6é UDI-DI azonositohoz (0081627002CYSTFIB8C) kapcsolddik.
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