Test TruSight Cystic Fibrosis do illumina
oznaczania wariantow genu
mukowiscydozy

Ulotka dotgczona do opakowania

DO STOSOWANIA W DIAGNOSTYCE IN VITRO.

Nr kat. 20036925: 1-4 przebiegéw, do 96 probek na zestaw

Informacje ogolne o produkcie

TruSight™ Cystic Fibrosis Library Prepto zestaw do przygotowania biblioteki, ktéry obstuguje Test TruSight
Cystic Fibrosis 139-Variant Assay do oznaczania 139 wariantéw genu mukowiscydozy i Test TruSight do
sekwencjonowania klinicznego genu mukowiscydozy.

Przeznaczenie Test TruSight Cystic Fibrosis 139-
Variant Assay do oznaczania 139 wariantow genu
mukowiscydozy

Test TruSight Cystic Fibrosis 139-Variant Assay do oznaczania 139 wariantéw genu mukowiscydozy (wczesnigj
znany jako lllumina MiSegDx Test Cystic Fibrosis 139-Variant Assay do oznaczania 139 wariantéw genu
mukowiscydozy) jest systemem do jakosciowej diagnostyki in vitro stosowanym do jednoczesnego
wykrywania 139 istotnych klinicznie mutacji wywotujgcych mukowiscydoze i wariantéw genu btonowego
regulatora przewodnictwa zwigzanego z mukowiscydozg (ang. Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance
Regulator, CFTR) w genomowym DNA wyodrebnionym z prébek ludzkiej petnej krwi obwodowej. Wsrod
wariantow sg te zalecone w 2004 roku przez Amerykanskie Kolegium Genetyki Medycznej (ang. American
College of Medical Genetics, ACMG)" oraz w 2011 roku przez Amerykariskie Kolegium Potoznikéw i
Ginekologdw (ang. American College of Obstetricians and Gynecologists, ACOG)?. Test jest przeznaczony do
badan przesiewowych w kierunku nosicielstwa u oséb dorostych w wieku rozrodczym, diagnostycznych badan
potwierdzajgcych u noworodkdw i dzieci oraz jako test wspomagajgcy w diagnozowaniu podejrzenia
mukowiscydozy. Wyniki testu musi przeanalizowac licencjonowany kliniczny genetyk molekularny lub inna
kompetentna osoba. Nalezy je interpretowac tgcznie z innymi dostepnymi informacjami laboratoryjnymi i
klinicznymi.

Niniejszy test nie jest przeznaczony do badan przesiewowych noworodkdéw, diagnostyki prenatalnej, badan
preimplantacyjnych ani samodzielnych badan diagnostycznych.
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Fibrosis do oznaczania wariantow genu mukowiscydozy

Przeznaczenie Test TruSight do
sekwencjonowania klinicznego genu
mukowiscydozy

Test TruSight do sekwencjonowania klinicznego genu mukowiscydozy (wczesniej znany jako lllumina MiSeqDx
Test Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay do sekwencjonowania klinicznego genu mukowiscydozy) jest
diagnostycznym systemem in vitro opartym na ukierunkowanym sekwencjonowaniu, za pomoca ktérego
przeprowadzane jest ponowne sekwencjonowanie regionéw kodowania biatek oraz potgczen intron-ekson
genu btonowego regulatora przewodnictwa zwigzanego z mukowiscydozg (CFTR) w genomowym DNA
wyizolowanym z prébek ludzkiej obwodowej krwi petnej pobranych do probdéwek z K2EDTA. Test wykrywa
warianty pojedynczego nukleotydu oraz niewielkie polimorfizmy typu indel w obrebie sekwencjonowanego
regionu, a dodatkowo zapewnia raporty dotyczace dwdéch gtebokich mutacji intronowych oraz dwdéch duzych
delecji. Test jest przeznaczony do stosowania z lllumina MiSeqDx Instrument.

Test stuzy jako narzedzie pomocnicze w diagnozowaniu 0séb z podejrzeniem mukowiscydozy. Zastosowanie
tego testu jest najbardziej uzasadnione, gdy pacjent wykazuje nietypowe objawy mukowiscydozy lub gdy za
pomoca innych paneli nie zidentyfikowano dwdch mutacji powodujgcych chorobe. Wyniki testu musi
przeanalizowac¢ licencjonowany kliniczny genetyk molekularny lub inna kompetentna osoba. Nalezy je
interpretowac tgcznie z innymi dostepnymi informacjami medycznymi, w tym o objawach klinicznych, wynikami
innych testéw diagnostycznych oraz wywiadem rodzinnym.

Zgodnie z przeznaczeniem test nie stanowi jedynego narzedzia diagnostycznego. Nie stuzy do diagnostyki
prenatalnej, badan preimplantacyjnych, badan przesiewowych nosicieli, badan przesiewowych noworodkdéw
ani przesiewowych badan populacyjnych.

Informacje o mukowiscydozie

Opis kliniczny

Mukowiscydoza jest jedng z najczestszych choréb genetycznych w $wiecie zachodnim i jednym z
najpowszechniejszych zagrazajgcych zyciu zaburzen autosomalnych recesywnych w biatej populacji oséb
niebedacych Latynosami®™. Mukowiscydoza wptywa na lepko$é wydzielanego $luzu, a takze na nabtonki drég
oddechowych, trzustki, jelit, uktadu watrobowo-zdétciowego, meskiego uktadu ptciowego oraz gruczotdéw
potowych, co czyni jg ztozona choroba wielonarzadows i wielouktadowa*~®, przy czym uktadem narzadéw
najczesciej powigzanym z zachorowalnoscia i $miertelnoscia sa ptuca®. W wielu przypadkach wystagpienie
niedoboréw zywieniowych zapowiada postep mukowiscydozy w ptucach. Kluczowym celem aktualnie
podejmowanych dziatan interwencyjnych jest wczesna diagnoza poprzez badania przesiewowe noworodkéw’,
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co umozliwia dostep w odpowiednim czasie do niezbednych ustug medycznych i pozwala uzyskac najlepszy
mozliwy wynik leczenia dla pacjentéw z tg choroba®’. Mimo réznic w przezywalnosci pomiedzy ptciami,
catkowita mediana przezywalnosci, ktéra jest wyzsza u mezczyzn, wynosi w Stanach Zjednoczonych 38,3 lat®,

Warianty CFTR iich wystepowanie

Gen btonowego regulatora przewodnictwa zwigzanego z mukowiscydozg (CFTR) zidentyfikowany w 1989 roku
jest zlokalizowany na dtugim ramieniu chromosomu 7 i zawiera 27 kodujgcych eksondéw roztozonych na
obszarze 230 kb*. mRNA o wielkosci 6,5 kb wytwarzane przez prawidtowy allel koduje CFTR, bedace
integralnym biatkiem btony komdrkowej utworzonym przez 1490 reszt aminokwasowych i funkcjonujgcym jako
regulowany kanat chlorkowy w komadrkach nabtonkowych wielu narzadéw4'5. Aktualnie opisanych zostato
ponad 1900 wariantéw, z ktérych wiekszo$é stanowi mutacje punktowe®. Najpowszechniejszym wariantem
CFTR jest allel F508del®, ktéry odpowiada za blisko 70% wszystkich wariantéw CFTRS. Natomiast inne
powszechne warianty CFTR czesto skutkujg fenotypem mukowiscydozy i innymi zaburzeniami zwigzanymi z
biatkiem CFTR3™.

Czestos¢ wystepowania mukowiscydozy szacuje sie na jeden przypadek na 2000-4000 urodzen dzieci
zywych, a chorobowo$¢ w populacji Standw Zjednoczonych wynosi okoto 30 000 oséb*. Choroba wystepuje
we wszystkich grupach etnicznych i rasowych z rézng czestotliwoscia: jeden przypadek na 3000 osdb rasy
biatej, jeden na 9200 Latynoséw, jeden na 10 900 rdzennych Amerykandw, jeden na 15 000 Afroamerykandw
oraz jeden na 31 000 Amerykanéw pochodzenia azjatyckiego®®. Aktualne szacunki dotyczace liczby nosicieli
mutacji CFTR w Stanach Zjednoczonych wedtug pochodzenia etnicznego, przeprowadzone na podstawie
grupy 364 890 osdb skierowanych na badanie w kierunku nosicielstwa bez mukowiscydozy w wywiadzie
rodzinnym, zawiera Tabela 1.
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Tabela1 Ogodlna czestos¢ wystepowania nosicielstwa mutacji genu mukowiscydozy w réznych grupach
etnicznych w Stanach Zjednoczonych'®

Grupa etniczna Obserwowana czestos¢ nosicielstwa
Afroamerykanie 1na 84
Zydzi aszkenazyjscy Tna29
Azjaci Tna 242
Biali (rasa kaukaska) 1na28
Latynosi Tna59
Zydzi 1na 32
Azjaci (Bliski Wschdd) 1na91
Rdzenni Amerykanie Tna70
Azjaci (Azja Potudniowa) Tna118
Inni Tna1n
Inni: > 1 Pochodzenie etniczne Tna 34
Inni: Czesciowo afroamerykanskie 1na56
Inni: Cze$ciowo kaukaskie Tna32
Inni: Czesciowo latynoskie Tna51
Nie podano 1na 37
Wszyscy ogdtem 1na 38

Podsumowanie i wyjasnienie zasady dziatania Test
Cystic Fibrosis 139-Variant Assay do oznaczania
139 wariantow genu mukowiscydozy

Informacje ogolne o projekcie CFTR2

Projekt CFTR2 jest inicjatywg miedzynarodowg prowadzong przez zespdt badaczy i lekarzy. Finansowany jest
przez Narodowy Instytut Zdrowia (ang. National Institute of Health) oraz Amerykariskg Fundacje
Mukowiscydozy (ang. Cystic Fibrosis Foundation, CFF)'"'2. Celem projektu CFTR2 jest dostarczenie
kompleksowych i zweryfikowanych przez ekspertéw danych czynnosciowych i klinicznych na temat wariantéw
CFTR. Chcac zweryfikowac klinicznie wszystkie warianty genu mukowiscydozy przy czestotliwosci alleli na
poziomie 0,01% i wyzszym, 25 o$rodkdw rejestracyjnych i klinicznych z catego $wiata'®, ktére zajmuija sie
mukowiscydozg, wspdlnymi sitami podjeto dziatania majgce na celu dopasowanie danych klinicznych ponad
39 000 pacjentéw z mukowiscydozg do blisko 1 900 wariantdw genu mukowiscydozy zarejestrowanych przez
lata w bazie danych CFTR1 w szpitalu dzieciecym w Toronto''3. Oprécz danych genotypu CFTR analizowano
réwniez charakterystyke kliniczng, w tym m.in. stezenie chlorkéw w pocie, wydolnos$¢ ptuc (przewidywana
wartos¢ wskaznika nasilonej pierwszosekundowej objetosci wydechowej [FEV1%]) czy stan trzustki.
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Uporzadkowane podejscie, polegajgce na jednoczesnym analizowaniu tych wariantéw z perspektywy
klinicznej, czynnosciowej i genetycznej, poskutkowato ustaleniem 134 niepowtarzalnych wariantéow
powodujgcych mukowiscydoze w 129 niepowtarzalnych pozycjach w genomie (poniewaz w przypadku pieciu
pozycji w jednej z nich wystepujg dwie zmiany nukleotydu), jakie byty opisane w bazie danych CFTR2 (stan na
sierpien 2013 r.). Spodziewane jest, ze zastosowanie panelu obejmujgcego wszystkie te warianty pozwoli ujgé¢
95,4% alleli powodujgcych mukowiscydoze, a takze zwigekszy szanse rozpoznania par zwigzanych z ryzykiem
poprzez wykrycie obydwu alleli na poziomie ok. 91% z 72% uzyskiwanych przy zastosowaniu panelu
zalecanego przez ACMG, ktdry obejmuje 23 warianty.

Warianty CFTR w panelu

Warianty raportowane przez Test Cystic Fibrosis 139-Variant Assay do oznaczania 139 wariantéw genu
mukowiscydozy wybrano celowo, poniewaz stanowig one petny zestaw klinicznie potwierdzonych wariantéw
zaklasyfikowanych jako powodujgce mukowiscydoze w bazie danych CFTR2 (stan na sierpien 2013 r.)
prowadzonej przez Uniwersytet Johnsa Hopkinsa, ktéra powstata w ramach inicjatywy CFTR2 na rzecz
Klinicznej i Czynnos$ciowej Translacji Genu CFTR (ang. Clinical and Functional Translation of CFTR).

Test wykrywa: 134 warianty powodujgce mukowiscydoze, jeden wariant z panelu zalecanego przez ACMG
(R117H, zaklasyfikowany w bazie danych CFTR2 jako mutacja o zmiennym nastepstwie klinicznym [ang.
Mutation of Varying Clinical Consequence, MVCC]), jeden warunkowo raportowany wariant modyfikujacy
(PolyTG/PolyT) oraz trzy warunkowo raportowane warianty tagodne (1506V, 1507V, F508C)", co tacznie daje
139 raportowanych wariantow.

Uwzglednione w tescie 134 warianty wywotujgce mukowiscydoze odpowiadajg 129 wariantom
odpowiedzialnym za mukowiscydoze w bazie danych CFTR2. Baza danych CFTR2 obejmuje pie¢ wariantéw
powodujgcych mukowiscydoze, w przypadku ktérych moze wystgpic¢ ta sama zmiana poziomu biatka wywotana
przez dwie oddzielne zmiany nukleotydu (np. S466X(C>A) i S466X(C>G)). Wyzej wymienionych pie¢ wariantéw
figuruje w bazie danych CFTR2 w oparciu o0 kodon aminokwasowy (np. S466X), natomiast test umozliwia
raportowanie kazdego z pojedynczych wariantéw (np. S466X(C>A) i S466X(C>G)). Liste 139 wariantéw
raportowanych przez test Test Cystic Fibrosis 139-Variant Assay do oznaczania 139 wariantéw genu
mukowiscydozy zawiera Tabela 2. Pogrubiona czcionka = ACMG-23; kursywa = rozpoznawane warunkowo.

Tabela2 Test Cystic Fibrosis 139-Variant Assay do oznaczania 139 wariantéw genu mukowiscydozy
Podsumowanie wariantow*

M1V (c.1A>G) T338l (c.1013C>T) R553X (c.1657C>T) 3272-26A>G (c.3140-26A>G)
CFTRdele2,3 S341P (¢.1021T>C) A559T (c.1675G>A) L1065P (c.3194T>C)
(c.54-5940_
273+10250del21kb)
Q39X (¢.115C>T) 1154insTC (c.1022_1023insTC)  R560T (c.1679G>C) R1066C (c.3196C>T)
E60X (c.178G>T) R347H (c.1040G>A) R560K (c.1679G>A) R1066H (c.3197G>A)
P67L (c.200C>T) R347P (c.1040G>C) 1811+1.6kbA>G L1077P (c.3230T>C)
(c.1679+1.6kbA>G)
R75X (c.223C>T) R352Q (c.1055G>A) 1812-1G>A (c.1680-1G>A) W1089X (c.3266G>A)
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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
(c.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 (c.532G>A)
711+1G>T (c.579+1G>T)
711+3A>G (c.579+3A>C)
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)
G330X (c.988G>T)
R334W (c.1000C>T)
1336K (c.1007T>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)

1461ins4 (c.1329_
1330insAGAT)

A455E (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 (.1558G>T)

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

1717-1G>A (c.1585-1G>A)

G542X (c.1624G>T)
S5409R (c.1645A>C)

S549N (c.1646G>A)
S549R (c.1647T>G)
G551D (c.1652G>A)
Q552X (c.1654C>T)

E585X (c.1753G>T)
1898+1G>A (c.1766+1G>A)

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

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

2184delA (c.2052delA)
2184insA (c.2052_2053insA)

R709X (c.2125C>T)

K710X (c.2128A>T)
2307insA (c.2175_2176insA)
L732X (c.2195T>G)
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)
3120G>A (c.2988G>A)
3120+1G>A (c.2988+1G>A)
3121-1G>A (c.2989-1G>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 (¢.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 (c.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_
4080del TGTTinsAA)

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

4382delA (c.4251delA)
PolyTG/PolyT

1506V (c.1516A>G)
1507V (c.1519A>G)
F508C (c.1523T>G)

* Warianty sg wymienione w kolejnosci wspétrzednych genomowych. Powigzana zmiana poziomu nukleotydéw dla
kazdego wariantu jest podana w nawiasie.

T Sklasyfikowany w bazie danych CFTR2'? jako wariant powodujacy mukowiscydoze, natomiast Sosnay w swojej pracy’

3

klasyfikuje wptyw tego wariantu jako nieokreslony. Klasyfikacja podana w bazie danych jest bardziej aktualna i
odzwierciedla wyniki zakonczonych badan czynnosciowych niedostepnych w momencie publikacji pracy Sosnaya.
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Podsumowanie i wyjasnienie zasady dziatania Test
Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay do
sekwencjonowania klinicznego genu
mukowiscydozy

/Zasada dziatania testu

W przypadku wszystkich eksondw oprocz trzech (eksonu 7,10 i 20) sg wykrywane wszystkie regiony kodujgce
biatka w genie CFTR fgcznie z otaczajgcymi je sekwencjami intronowymi o dtugosci 10 nt. W przypadku
eksondw 710 do testu wigczono jedynie otaczajgce sekwencje intronowe o dtugosci 5 nt przy koncu 5'
eksonu, aby unikng¢ proksymalnych polimorfizmoéw typu indel w regionach homopolimerycznych. W przypadku
eksonu 20 do testu wtgczono otaczajgcg sekwencje intronowg o dtugosci 30 nt przy koncu 5' eksonu, aby
umozliwi¢ wykrycie mutacji 3272-26A>G. Ponadto test wykrywa ok. 100 nt sekwencji otaczajgcych przy koncu
5'i 3' regionéw UTR, dwie gtebokie mutacje intronowe (1811+1,6kbA>G, 3489+10kbC>T), dwie duze delecje
(CFTRdele2,3; CFTRdele22,23) i region PolyTG/PolyT. Petne pokrycie testu pokazujg pozycje wspdtrzednych
genomowych, patrz Tabela 3.

UWAGA

Mozliwos¢ wykrycia delecji w okreslonych lokalizacjach genomowych w obrebie sekwencjonowanych
regiondw przy uzyciu tego testu jest ograniczona (patrz Ograniczenia dotyczgce procedury Test
Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay do sekwencjonowania klinicznego genu mukowiscydozy na
stronie 12).

Tabela 3 Test Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay do sekwencjonowania klinicznego genu
mukowiscydozy Pokrycie wspotrzednych genomowych

Poczatek wspoirzednej Koniec wspotrzednej genomowej JU— ,
e () hg19 (cht7) Dtugosé (liczba par nukleotyddéw)
Ekson_CFTR1 117120041 11712021 171
Ekson_CFTR 2 117144297 117144427 131
Ekson_CFTR 3 117149078 117149206 129
Ekson_CFTR 4 117170943 117171178 236
Ekson_CFTR 5 117174320 117174429 110
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Poczatek wspotrzednej Koniec wspotrzednej genomowej . 3

genomowej hg19 (chr?) hg19 (cht7) Dtugosé (liczba par nukleotyddow)
Ekson_CFTR 6 117175292 117175475 184
Ekson_CFTR 7% 117176597 117176737 141
Ekson_CFTR 8 117180144 117180410 267
Ekson_CFTR 9 117182060 117182172 13
Ekson_CFTR 10 117188690 117188887 198
Ekson_CFTR 11 117199508 117199719 212
Ekson_CFTR 12 117227783 117227897 115
Intron_CFTR 12* 117229516 117229526 1
Ekson_CFTR13 117230397 117230503 107
Ekson_CFTR 14 117231978 117232721 744
Ekson_CFTR 15 117234974 117235122 149
Ekson_CFTR 16 117242870 117242927 58
Ekson_CFTR 17 117243576 117243846 271
Ekson_CFTR 18 117246718 117246817 100
Ekson_CFTR 19 117250563 117250733 171
Ekson_CFTR 20* 117251605 117251872 268
Ekson_CFTR 21 117254657 117254777 121
Ekson_CFTR 22 117267566 117267834 269
Intron_CFTR 22* 117280010 117280020 1
Ekson_CFTR 23 117282482 117282657 176
Ekson_CFTR 24 117292886 117292995 110
Ekson_CFTR 25 117304732 117304924 193
Ekson_CFTR 26 117305503 117305628 126
Ekson_CFTR 27 117306952 117307262 31
taczna liczba nukleotydow 5203**

~W przypadku eksondéw 7 i 10 do testu wigczono jedynie otaczajgce sekwencje intronowe o dtugosci 5 nt przed eksonem,
aby unikngé w tych regionach odcinkéw homopolimerycznych. W przypadku eksonu 10 jest to region PolyT/Poly TG w
intronie 9. Region ten jest odrebnie traktowany w specjalny sposdb.

* W przypadku gtebokich mutacji intronowych uwzgledniono réwniez 5 nt otaczajgcych SNV po obu stronach.

#W przypadku eksonu 20 do testu wtgczono otaczajgcg sekwencje intronowg o dtugosci 30 nt przy koncu 5' eksonu, aby
umozliwi¢ wykrycie mutacji 3272-26A>G.

** Przy dwoch duzych delecjach i wystepowaniu regiondw PolyTG/PolyT catkowita liczba pozycji/regiondw wynosi 5206.

Zasada procedury

Zestaw Zestaw do przygotowywania biblioteki TruSight Cystic Fibrosis Library Prep jest przeznaczony do
recznego przygotowywania bibliotek stuzgcych do sekwencjonowania DNA z probek obwodowej krwi petne;.
Procedura przygotowania bibliotek sktada sie z nastepujgcych etapéw: hybrydyzacja, wydtuzanie i ligacja,
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amplifikacja metodg PCR oraz normalizacja biblioteki.

UWAGA

Procedury przygotowywania bibliotek do testu Cystic Fibrosis 139-Variant Assay do oznaczania 139
wariantéw genu mukowiscydozy i testu Clinical Sequencing Assay do sekwencjonowania klinicznego
genu mukowiscydozy sg identyczne.

Przygotowanie bibliotek

Region zainteresowania

A S
2 TITI7I7 7007077007

P7 P5

A. Hybrydyzacja - pierwszy etap, czyli hybrydyzacja, polega na hybrydyzacji puli wczesniejszych i
dalszych oligonukleotydow swoistych dla genu mukowiscydozy do wejsciowego DNA genomowego. Na
koncu tego procesu trzyetapowa procedura ptukania za pomoca filtra z mozliwos$cig wyboru rozmiaru
powoduje usuniecie niezwigzanych oligonukleotydéw z genomowego DNA.

B. Reakcja wydtuzania i ligacji — drugi etap, czyli reakcja wydtuzania i ligacji, powoduje potgczenie
hybrydyzowanych oligonukleotyddw wczesniejszych i dalszych. Obszar dziatania polimerazy DNA
zaczyna sie w oligonukleotydach wczesniejszych i rozcigga na region docelowy, po czym nastepuje
ligacja do korica 5' oligonukleotydu dalszego przy uzyciu ligazy DNA. Skutkiem jest powstanie
produktéw zawierajgcych oligonukleotydy swoiste dla mukowiscydozy otoczone sekwencjami
wymaganymi do amplifikacji.

C. Ampilifikacja metoda PCR - trzeci etap, czyli amplifikacja metodag PCR, powoduje amplifikacje
produktow wydtuzenia i ligacji przy uzyciu adapteréw indeksu, ktére dodajg sekwencje indeksu
przeznaczone do multipleksowania prébki, a takze adaptery wymagane do generaciji klastra w aparacie
MiSeqgDx. Na koncu tego procesu procedura czyszczenia PCR powoduje oczyszczenie produktéw
amplifikacji PCR (okreslanych jak biblioteka).
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D. Normalizacja biblioteki — ostatni etap, czyli normalizacja biblioteki, polega na normalizacji wielkosci
kazdej z bibliotek, aby zapewni¢ zrdwnowazong reprezentacje bibliotek w ostatecznej spulowanej
bibliotece. At the zakonczenie zostang one procedura, the tgczone library is loaded na the MiSeqDx for
sekwencjonowania using SBS badanie biochemiczne.

Sekwencjonowanie

W technologii SBS stosowana jest metoda terminatora odwracalnego, stuzgca do wykrywania nukleotydéw w
miare ich wigzania w rosngcych tanicuchach DNA. Podczas kazdego cyklu sekwencjonowania do taficucha
kwasow nukleinowych jest dodawany pojedynczy, znakowany fluorescencyijnie trifosforan
deoksyrybonukleotydu (ang. deoxynucleotide triphosphate, dNTP). Oznakowanie nukleotyddw stuzy jako
terminator polimeryzacji. Tak wiec po kazdym wprowadzeniu dNTP fluorescencyjny barwnik jest obrazowany w
celu identyfikacji nukleotydu, a nastepnie enzymatycznie rozdzielany, aby umozliwi¢ wprowadzenie kolejnego
nukleotydu. Poniewaz wszystkie cztery dNTP (A, G, T, C) zwigzane z terminatorem odwracalnym sg obecne
jako pojedyncze, osobne czgsteczki, naturalna konkurencja minimalizuje btgd systematyczny wynikajgcy z
wprowadzania nukleotydéw. Rozpoznawanie nukleotyddéw odbywa sie bezposrednio na podstawie pomiaréow
natezenia sygnatu podczas kolejnych cykli sekwencjonowania. Skutkiem tego jest sekwencjonowanie
nukleotyd po nukleotydzie.

Analiza danych

Pierwszy etap w analizie danych okresla sie jako analize podstawowa. Proces ten jest przeprowadzany za
pomocg oprogramowania Real Time Analysis (RTA) do analizy w czasie rzeczywistym i umozliwia on
rozpoznawanie nukleotyddw i ocenianie jakosci. W kolejnym etapie, nazywanym analizg wtdrng, rozpoznania
nukleotyddéw wygenerowane podczas analizy podstawowej sg przetwarzane w celu zgromadzenia informacji o
kazdej probce. Analiza wtdérna, przeprowadzana za pomocg oprogramowania Local Run Manager, obejmuje
demultipleksowanie, tworzenie plikow FASTQ, dopasowywanie, rozpoznawanie wariantéw oraz tworzenie
plikdw VCF zawierajgcych informacje o wariantach wykrytych na okreslonych pozycjach w genomie
referencyjnym.

* Demultipleksowanie —jesli przebieg obejmuje wiele prédbek i ma odczyty indeksdw, jest to pierwszy krok w
analizie wtérnej. Demultipleksowanie powoduje oddzielenie danych od spulowanych prébek w oparciu o
niepowtarzalne indeksy sekwencji dodane podczas etapu amplifikacji metodg PCR.

* Tworzenie plikéw FASTQ - po demultipleksowaniu oprogramowanie Local Run Manager generuje pliki
posrednie w formacie FASTQ, ktory jest formatem tekstowym uzywanym do przedstawiania sekwencji. Pliki
FASTQ zawierajg odczyty poszczegdlnych prébek oraz oceny jakosciowe z wytgczeniem odczytéw z
klastrow, ktdre nie przeszty przez filtr.

* Dopasowywanie — dopasowywanie polega na poréwnaniu sekwencji ze wzorcem w celu okreslenia relacji
pomiedzy sekwencjami oraz przypisaniu wyniku jako$ciowego na podstawie regiondéw wykazujgcych
podobienstwo. Dopasowane odczyty sg zapisywane do plikéw w formacie BAM. Dla Test Cystic Fibrosis
139-Variant Assay do oznaczania 139 wariantdw genu mukowiscydozy i Test Cystic Fibrosis Clinical
Sequencing Assay do sekwencjonowania klinicznego genu mukowiscydozy pasmowy algorytm Smitha-
Watermana wykonuje lokalne dopasowania sekwencji w celu okreslenia podobnych regiondéw miedzy
dwiema sekwencjami.
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* Rozpoznawanie wariantow — w tym etapie nastepuje zapis informacji o wariantach pojedynczego
nukleotydu (SNV), insercjach i delecjach (polimorfizmach typu indel) oraz innych wariantach strukturalnych
w standardowym pliku tekstowym o nazwie TruSightCF139VariantAssay.txt w przypadku Test Cystic
Fibrosis 139-Variant Assay do oznaczania 139 wariantéw genu mukowiscydozy lub
TruSightCFClinicalSequencingAssay.txt W przypadku Test Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay
do sekwencjonowania klinicznego genu mukowiscydozy.

Wiecej informacji na temat procedury analizy mozna znalez¢ w instrukcjach dotyczgcych oprogramowania
analitycznego zainstalowanego w aparacie MiSeqDx. Instrukcja wykonywania procedur analitycznych przy
uzyciu modutu lokalnego menedzera przebiegu do oznaczania 139 wariantow genu mukowiscydozy, wer. 2.0,
patrz nrdokumentu: 1000000100945. Instrukcja wykonywania procedur analitycznych przy uzyciu modutu
lokalnego menedzera przebiegu do sekwencjonowania klinicznego genu mukowiscydozy, wer. 2.0, patrz nr
dokumentu: 1000000100946. Instrukcja wykonywania procedur analitycznych przy uzyciu modutu lokalnego
menedzera przebiegu do oznaczania 139 wariantow genu mukowiscydozy, wer. 2.0 Micro, patrz nr dokumentu:
200017946. Instrukcja wykonywania procedur analitycznych przy uzyciu modutu lokalnego menedzera
przebiegu do sekwencjonowania klinicznego genu mukowiscydozy, wer. 2.0 Micro, patrz (nr dokumentu:
200017945).

Ograniczenia dotyczace procedury Test Cystic
Fibrosis 139-Variant Assay do oznhaczania 139
wariantow genu mukowiscydozy

* Do celdw diagnostyki in vitro.

*  Wyniki otrzymane z uzyciem Test Cystic Fibrosis 139-Variant Assay do oznaczania 139 wariantéw genu
mukowiscydozy nalezy wykorzystywac i interpretowaé w kontekscie petnej oceny stanu klinicznego
pacjenta.

* Testjest przeznaczony do identyfikacji okreslonych podzbioréw znanych wariantéw w genie CFTR, ale nie
obejmuje wszystkich wariantéw zidentyfikowanych w genie CFTR. Cechg swoistg testu jest raportowanie
zmian na poziomie aminokwaséw wytgcznie wtedy, gdy sg powigzane ze zmianami nukleotyddéw, patrz
Tabela 2. Inne zmiany na poziomie nukleotydéw moga prowadzi¢ do takich samych zmian na poziomie
aminokwasow, ale nie sg one raportowane przez ten test. Dlatego brak identyfikacji danego wariantu nie
gwarantuje, ze w analizowanych probkach nie ma innych wariantéw CFTR.

* Czestotliwos¢ wystepowania identyfikowanych przez niniejszy test wariantéw jest rézna w réznych
populacjach.

* Takjak w przypadku kazdego testu opartego na hybrydyzacji odpowiednie polimorfizmy lub warianty w
regionach wigzan oligonukleotydéw moga mie¢ wptyw na badane allele, a zwigzku z tym na rozpoznania
nukleotyddw.
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Test nie pozwala na ustalenie, czy orientacja wariantu PolyTG/PolyT jest orientacjg cis, czy tez trans
wzgledem wariantu R117H. W przypadku pacjentéw z wariantem R117H nalezy przeprowadzi¢ dodatkowe

testy w celu ustalenia, czy wariant PolyTG/PolyT, ktéry moze wptywac na fenotyp kliniczny (np. 12-13(TG)

lub 5T) jest w orientacji cis czy trans w stosunku do wariantu R117H.

Warianty PolyTG/PolyT sg regionami homopolimerycznymi, ktérych interpretacja za pomocg testéw
opartych na sekwencjonowaniu jest trudna ze wzgledu na mozliwos$¢ wystgpienia poslizgu polimerazy. Dla
wynikéw PolyTG/PolyT zaobserwowano wspdtczynnik nieprawidtowo rozpoznanych nukleotyddéw na
poziomie 0,9% (4/448), co wskazuje na odchylenie =1 TG w poréwnaniu z sekwencjonowaniem
dwukierunkowym metodg Sangera, patrz Tabela 16.

Ograniczenia dotyczace procedury Test Cystic
Fibrosis Clinical Sequencing Assay do
sekwencjonowania klinicznego genu
mukowiscydozy

Do celow diagnostyki in vitro.

Wyniki otrzymane z uzyciem Test Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay do sekwencjonowania
klinicznego genu mukowiscydozy nalezy wykorzystywacd i interpretowac w kontekscie petnej oceny stanu
klinicznego pacjenta.

Test sekwencjonuje nastepujgce regiony w obrebie genu CFTR:

— Wszystkie regiony kodowania biatek w genie CFTR w 27 eksonach.

— 0d 5do 10 nukleotyddéw otaczajgcej sekwencji intronowe;j.

— 100 nukleotyddéw sekwencji intronowej w regionach 5'i 3' niepodlegajgcych translacji.

— Dwie gtebokie mutacje intronowe (1811+1,6kbA>G, 3489+10kbC>T).

— Sekwencje PolyTG/PolyT zlokalizowang w intronie 9.

— tacznie 5206 pozycji/regionéw z mozliwych 188 702 par nukleotyddéw w genie.

Test jest przeznaczony do sekwencjonowania regionéw kodowania biatek oraz potgczen intron-ekson genu
CFTR. Nie obejmuje wszystkich regionéw intronowych ani duzych delecji. Dlatego ogdiny wynik wskazujacy

na typ dziki nie gwarantuje, ze inne mutacje/warianty btonowego regulatora przewodnictwa zwigzanego z

mukowiscydozg (CFTR) nie sg obecne w analizowanych prébkach.

— Testjest przeznaczony do wykrywania dwéch swoistych duzych delecji: CFTRdele2,3 i CFTRdele22,23.
Test nie jest w stanie wykry¢ ani zaraportowac innych duzych delecji. Test ma walidacje tylko dla
insercji i delecji do rozmiaru 3 bp wigcznie.
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* Wszystkie insercje/delecje sg dopasowywane w lewo w regionach homopolimerycznych w przeciwieristwie
do dopasowania w prawo zgodnie z nomenklaturg HGVS. Na przyktad wariant c.313delA (z kontekstem
sekwencji GAATC) jest identyfikowany jako delecja G-ATC, ale delecja jest raportowana w bazie dbSNP
jako delecja GA-TC. Wyjatkiem od tego jest 135 wariantéw genu mukowiscydozy wymienionych w CFTR2
jako powodujgce chorobe (na podstawie bazy danych o wariantach z dnia 04.10.2012 r.). Wszystkie

polimorfizmy typu indel w regionach homopolimerycznych w obrebie tego zbioru wariantéw sg raportowane

w celu dopasowania raportowania oczekiwanych wariantéw zgodnie z CFTR2'3.

* Test maograniczenie wykrywania delecji w okreslonych lokalizacjach genetycznych w obrebie
sekwencjonowanych regiondw. Wspotrzedne genomowe, w przypadku ktérych test nie moze raportowacd
delecji, zawiera Tabela 4. Test nie jest w stanie wykry¢ delecji obejmujgcych nukleotyd lub nukleotydy z
kolumny ograniczen.

Tabela 4 Wspotrzedne genomowe, w przypadku ktérych delecje nie moga zostac wykryte

Region genu CFTR Wspotrzedne genomowe hg19 (chr7)
CFTR_Ekson 1 117120041; 117120211

CFTR_Ekson 3 117149091

CFTR_Ekson 4 117170953-117170954%; 117171082
CFTR_Ekson 5 117174362

CFTR_Ekson 6 117175417

CFTR_Ekson 7 117176621

CFTR_Ekson 8 117180176-117180177*
CFTR_Ekson 9 117182126

CFTR_Ekson 10 117188771

CFTR_Ekson 11 117199544-117199545%; 117199697
CFTR_Ekson 12 117227802

CFTR_Ekson 14 117232106-117232107%*; 117232466-117232467*; 117232609
CFTR_Ekson 17 117243705; 117243843
CFTR_Ekson 18 117246751

CFTR_Ekson 19 117250688

CFTR_Ekson 20 117251788

CFTR_Ekson 22 117267721

CFTR_Ekson 23 117282597

CFTR_Ekson 24 117292953

CFTR_Ekson 25 117304740-117304741*; 117304869
CFTR_Ekson 26 117305518

CFTR_Ekson 27 117307178

* Nie mozna wykry¢ tylko delecji obejmujgcych obydwa wymienione nukleotydy. Na przyktad w eksonie 8 nie mozna
wykry¢ tylko delecji o wielkosci = 2 bp obejmujgcych nukleotydy na obydwu wspdtrzednych genomowych 117180176 i
117180177. Mozna wykry¢ pojedyncza delecje na wspotrzednych 117180176 lub 117180177.
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— Jeslidana wspétrzedna (patrz Tabela 4) jest nukleotydem najbardziej wysunietym na lewo w obrebie
regionu homopolimerycznego, nie ma mozliwosci wykrycia delecji w jakiejkolwiek innej pozycji w
obrebie odcinka homopolimerycznego, poniewaz nie mozna jej odrézni¢ od delecji na tej wspoétrzedne;j.

— Test nie jest w stanie wykry¢ tgcznie pieciu wariantéw wymienionych w bazie danych klinicznych
ClinVar (dostep do bazy danych w wersji z grudnia 2014 r.). Te pie¢ wariantéw zawiera Tabela 5.
Ograniczenie testu nie wptywa na zaden wariant wymieniony w bazie danych dotyczacej
mukowiscydozy, CFTR2 (wersja bazy danych z dnia 04.10.2012 r.). Dane dotyczace czestotliwosci nie
byty dostepne dla zadnego z wariantéw.

Tabela 5 Znane warianty niewykrywane przez Test Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay do
sekwencjonowania klinicznego genu mukowiscydozy

Nr

wariantu
1

2

Identyfikator Region genu Lokalizacja genomowa Nazwa cDNA Nazwa biatka §
) Identyfikator rs

ClinVar CFTR (Chr7) [HGVS] (HGVS)

RCV000046424 CFTR_Ekson 3 117149091 c.168delA p.GluS6Aspfs rs397508269

RCV000046687 CFTR_Ekson 117243703-117243704* c.2775_ p.Leu926Alafs rs397508433
17 2776delTT

RCV000046688 CFTR_Ekson 117243705 c.2777delT p.Leu926Cysfs rs397508434
17

RCV000046782 CFTR_Ekson 117250690* c.3106delA p.Thr1036Profs rs397508497
19

RCV000046857 CFTR_Ekson 117251789* €.3294delG p.Trp1098Cysfs rs397508534
20

* W tych przypadkach wspétrzedne znajdujg sie w obrebie danego regionu homopolimerycznego.

Czestotliwo$é wystepowania identyfikowanych przez niniejszy test wariantéw jest rézna w réznych
populacjach. Nie jest mozliwa walidacja wszystkich kombinacji wariantéw, ktére mogtyby zosta¢ wykryte w
genie CFTR przez ten test. Zalecane jest potwierdzanie przez uzytkownika nowych i rzadkich wariantéw za
pomoca zatwierdzonej metody referencyjnej.

Podobnie jak w przypadku innych testéw opartych na hybrydyzacji, odpowiednie polimorfizmy, mutacje,
insercje lub delecje w regionach wigzan oligonukleotydéw mogg mie¢ wptyw na badane allele, a w zwigzku
z tym na rozpoznania nukleotyddw.

W przypadku ztozonych wariantéw, w ktérych delecja i insercja wystepujg jednoczesnie, test moze
raportowac to jako dwa osobne warianty w bliskiej odlegtosci. Fazowanie wariantéw nie jest oceniane i
nalezy rozwazy¢ inne mozliwe rozwigzania w odniesieniu do wykrytej sekwenciji. Przyktad ztozonego
wariantu o takim charakterze zawiera Tabela 6.

Tabela 6 Ztozony wariant, przyktad

Kontekst sekwencjonowania (odniesienie)
Sekwencja obserwowana dla wariantu
Oczekiwany wariant

Warianty zaraportowane przez test
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GAAGAAATT
GAAT -—ATT

Delecja GAA, insercja T (obie zmiany na tym samym chromosomie)

SNP (G>T); delecja AA

Jesli w prébce zostang zweryfikowane wiecej niz dwa warianty, zaleca sie, aby uzytkownik zweryfikowat
wynik poprzez ponowng analize probki za pomocag MiSeqDx Instrument i Swiezego ekstraktu gDNA w celu
wykluczenia zanieczyszczenia krzyzowego prébki.
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UWAGA

Gdy liczba wykrytych wariantéw wyniesie 2 lub wiecej, nalezy rozwazy¢ zastosowanie fazowania
haplotypu. Test nie pozwala na ustalenie, czy warianty sg wzgledem siebie w orientacji cis czy trans.

* Test nie pozwala na ustalenie, czy orientacja wariantu PolyTG/PolyT jest orientacjg cis, czy tez trans
wzgledem innych wariantéw. U pacjentéw z wariantem R117H nalezy wykona¢ dodatkowe badanie w celu
stwierdzenia, czy wariant PolyTG/PolyT, mogacy wptywac na fenotyp kliniczny (np. 12-13(TG) lub 5T)
znajduje sie w orientacji cis, czy tez trans. Warianty PolyTG/PolyT sg regionami homopolimerycznymi,
ktérych sekwencjonowanie jest trudne ze wzgledu na mozliwos$¢ wystgpienia poslizgu polimerazy.

Sktadniki produktu

Zestaw TruSight Cystic Fibrosis Kit do oznaczania wariantéw genu mukowiscydozy sktada sie z nastepujacych
elementéw:

* Zestaw do przygotowywania biblioteki TruSight Cystic Fibrosis Library Prep (Nr kat. 20036925)

Dostarczane odczynniki

Odczynniki dla Zestaw do przygotowywania biblioteki TruSight Cystic Fibrosis Library Prep sg dostarczane
przez lllumina. Zestaw zostat skonfigurowany do 1-4 zastosowan przy maksymalnej liczbie 96 prébek na
zestaw.

Zestaw do przygotowywania biblioteki TruSight
Cystic Fibrosis Library Prep, opakowanie 1, nr
20036244

Odczynniki w pudetku 1 sg wysytane w stanie zamrozonym i sg stabilne w przypadku przechowywania
w temperaturze od -25°C do -15°C. Odczynniki sg stabilne przez maksymalnie szes¢ cykli zamrazania
i rozmrazania do okres$lonej daty waznosci.

Tabela 7 Odczynniki przed amplifikacjg, opakowanie 1A, nr 20036207

Objetos¢

Element llosé . Sktadniki aktywne Przechowywanie
wypetnienia
Pula oligonukleotydéw do 1 probowka 600 pl Buforowany roztwér wodny zawierajacy 0Od -25°C do -15°C
mukowiscydozy oligonukleotydy nakierowane na gen
CFTR.
Nr dokumentu: 1000000097720, wer. 04 152125
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» Objetos¢ - .
Element llosé L Sktadniki aktywne Przechowywanie
wypetnienia
Hybridization Buffer (bufordo 1 probéwka 4,32 ml Buforowany roztwér wodny zawierajgcy 0d -25°C do -15°C
hybrydyzacji) sole i formamid.
Mieszanina do reakcji 1 probowka 4,8 ml Buforowany roztwér wodny zawierajacy 0Od -25°C do -15°C
wydtuzania i ligacji opatentowang mieszanke polimeraz DNA,

ligazy DNA i dNTP.

Startery do indeksowania 2 1 probowka na 192 pl Startery PCR z sekwencjami do 0Od -25°C do -15°C
(A501-A508) starter indeksowania i adapterami
sekwencjonowania.
Startery do indeksowania 1 1 probdéwka na 128 pl Startery PCR z sekwencjami do 0Od -25°C do -15°C
(A701-A712) starter indeksowania i adapterami
sekwencjonowania.
Polimeraza PCR 1 probowka 56 ul Opatentowana polimeraza DNA. Od -25°C do -15°C
PCR Master Mix 1 proboéwka 2,8 mil Buforowany roztwér wodny zawierajacy 0Od -25°C do -15°C
sole i dNTP.

Tabela 8 Odczynniki po amplifikacji, opakowanie 1B, nr 20036208

i Objetos¢ - .

Element llos¢é L. Sktadniki aktywne Przechowywanie
wypetnienia

Rozcienczalnik do 1 proboéwka 4,6 ml Buforowany roztwdér wodny zawierajacy sole, 0Od -25°C do -15°C
normalizaciji biblioteki 2-merkaptoetanol i formamid.
Bufor do rozcienczen 1 probowka 4,5ml Buforowany roztwdér wodny. 0Od -25°C do-15°C
biblioteki
Biblioteka kontroli 1 proboéwka 10 Buforowany roztwér wodny zawierajacy 0Od -25°C do -15°C
wewnetrznej PhiX genomowe DNA PhiX.

Zestaw do przygotowywania biblioteki TruSight
Cystic Fibrosis Library Prep, opakowanie 2, nr
20036209

Odczynniki z opakowania 2 sg dostarczane w temperaturze pokojowej i pozostajg stabilne w temp. 15-30°C do
uptywu okreslonej daty waznosci.

Tabela 9 Odczynniki przed amplifikacjg, opakowanie 2

> Objetos¢ - "
Element llosé L. Sktadniki aktywne Przechowywanie
wypetnienia

Ptytka z filtrem 4 ptytki Nie dotyczy  Polipropylenowa mikroptytka ze 0d 15°C do 30°C
zmodyfikowang membrang z
polieterosulfonu.
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Tabela 10 Odczynniki po amplifikacji, opakowanie 2

Objetos¢ wypetnienia

Element llosé (ml) Sktadniki aktywne Przechowywanie
Elution Buffer (bufor do 1 probowka 4,8 Buforowany roztwdér wodny 0d 15°C do 30°C
eluciji)

Bufor do 1 proboéwka 3,5 Buforowany roztwdér wodny 0d 15°C do 30°C
przechowywania

biblioteki

Zestaw do przygotowywania biblioteki TruSight
Cystic Fibrosis Library Prep, opakowanie 3, nr
20036250

Odczynniki z opakowania 3 sg dostarczane jako schtodzone i pozostajg stabilne w temp. 2-8°C do uptywu
okreslonej daty waznosci.

Tabela 11 Odczynniki przed amplifikacjg, opakowanie 3A, nr 20036251

Objetos¢
Element llosé wypetnienia Sktadniki aktywne Przechowywanie
(ml)
Bufor intensywnie 1 butelka 24 Buforowany roztwér wodny zawierajacy 0Od 2°C do 8°C
ptuczacy sole, 2-merkaptoetanol i formamid.
Universal Wash Buffer 1 probowka 4,8 Buforowany roztwdr wodny zawierajacy 0Od 2°C do 8°C

sole.

Tabela 12 Odczynniki po amplifikacji, opakowanie 3B, nr20036245

Objetos¢
Element llosé wypetnienia Sktadniki aktywne Przechowywanie
(mi)
Nosniki do czyszczenia 1 probowka 5 Buforowany roztwér wodny zawierajacy Od 2°C do 8°C
PCR kulki paramagnetyczne w fazie statej oraz
glikol polietylenowy.

Bufor ptuczacy do 2 probdéwki 4,8 Buforowany roztwér wodny zawierajacy Od 2°C do 8°C
normalizaciji biblioteki sole, 2-merkaptoetanol i formamid.

Library Beads (kuleczki z 1 probowka 1,2 Buforowany roztwér wodny zawierajacy Od 2°C do 8°C
biblioteka) kulki paramagnetyczne w fazie statej.
Nr dokumentu: 1000000097720, wer. 04 17 2125
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Odczynniki wymagane, ale niedostarczane

Odczynniki przed amplifikacjg

* 10 N NaOH (przygotowac z tabletek lub zastosowac standardowy roztwar)
* BuforTE

* Woda pozbawiona RNaz/DNaz

Odczynniki po amplifikacji

* 10 N NaOH (przygotowac z tabletek lub zastosowac¢ standardowy roztwor)
* Etanol (EtOH) absolutny, do zastosowan w biologii molekularnej

* BuforTE

* Woda pozbawiona RNaz/DNaz

Odczynniki MiSegDx

* Zestaw odczynnikdw MiSeqDx Reagent Kit v3 (nr katalogowy 20037124) albo Zestaw odczynnikdéw
MiSeqDx Reagent Kit v3 Micro (nr katalogowy 20063860)

* Podchloryn sodu o stezeniu 5%
* Tween 20

* Woda o jakosci laboratoryjnej

Przechowywanie i sposob postepowania

1. Temperature pokojowg zdefiniowano jako 15°C do 30°C.

2. Odczynniki Hybridization Buffer (bufor do hybrydyzacji), Bufor intensywnie ptuczacy i Rozcienczalnik do
normalizacji biblioteki moga tworzy¢ widoczne osady albo krysztaty. Przed uzyciem wymieszaé intensywnie
przez worteksowanie, a nastepnie obejrze¢, aby upewnic sie, ze nie ma osadu.

3. Podczas pracy z Nosniki do czyszczenia PCR i Library Beads (kuleczki z bibliotekg) nalezy postepowacd
zgodnie z nastepujgcymi najlepszymi praktykami:
— Nosnikéw nie wolno zamrazac.

— Nosniki powinny osiggng¢ temperature pokojowa.
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— Bezposrednio przed uzyciem wymieszac¢ kulki przez worteksowanie, az bedg dobrze zawieszone, aich
kolor bedzie jednolity.

— Po dodaniu no$nikéw doktadnie zmieszac prébke przez 10-krotne pipetowanie w gore i w dét. Do
zmieszania probek mozna uzy¢ wstrzgsacza.

— Nalezy inkubowac¢ mieszanine nosnikdw z probkg w temperaturze pokojowej przez caty wskazany czas.

— Zmagnetycznej podstawki nalezy korzystaé zgodnie z instrukcja. Przed aspiracjg nalezy odczekad, az
roztwor bedzie przejrzysty. Pozostawié ptytke na podstawce magnetycznej, wolno aspirujgc nadsacz i
uwazajgc, aby nie poruszy¢ odseparowanych nosnikow.

4. Nie zamraza¢ Library Beads (kuleczki z bibliotekg) ani nie mieszac¢ ich z odczynnikiem Rozcienczalnik do
normalizacji biblioteki, jesli nie zostang wykorzystane od razu.

Sprzet i materiaty

Dostarczone wyposazenie | materiaty,
sprzedawane osobno

* MiSeqgDx Instrument, nr kat. DX-410-1001
* Zestaw uchwytdw ptytki TruSeq Index Plate Fixture Kit umozliwiajgcej prawidtowy dobdr indekséw, nr kat.:
FC-130-1005

* Zestaw uchwytéw i kotnierzy ptytki TruSeq Index Plate Fixture & Collar Kit umozliwiajgcej prawidtowy dobdér
indeksow, nr kat.: FC-130-1007

* Zamienne nasadki adaptera indeksu Index Adapter Replacement Cap, nr kat.: DX-502-1003
* Probowka MiSeq, nr kat.: MS-102-9999

Sprzet i materiaty wymagane, ale niedostarczane

Sprzet i materiaty do zastosowania przed amplifikacja

* Blok grzejny — potrzebny jest jeden blok grzejny do ptytki 96-dotkowej. Do uzytku dopuszczone sg bloki
grzejne z podgrzewanym wiekiem. Zastosowanie termocykleréw lub blokéw grzejnych z aktywnym
chtodzeniem (np. Peltier, z chtodzeniem termoelektrycznym) nie jest zalecane do etapu hybrydyzaciji. Etap
chtodzenia biernego ma kluczowe znaczenie dla prawidtowej hybrydyzacji. Blok grzejny musi mie¢
nastepujgce parametry:

— Zakres temperatur: Temperatura otoczenia +5°C do 99°C

— Regulacja temperatury: £0,1°C przy 37°C; +0,4°C przy 60°C
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Inkubator prébek — potrzebny jest jeden inkubator (piec do hybrydyzacji). Inkubator musi mie¢ nastepujagce
parametry:

— Zakres temperatur: temperatura otoczenia od +10°C do 100°C

— Regulacja temperatury: £0,2°C

Wiréwka stotowa — potrzebna jest wiréwka stotowa z kontrolg temperatury i mozliwoscig jej utrzymania na
poziomie 20°C. W obszarze przeznaczonym do czynnosci po amplifikacji wymagana jest osobna wiréwka.

Dopuszczalna jest dowolna wirdwka ptytek, ktéra pasuje do 96-dotkowej ptytki z filtrem i osigga predkosci
wyznaczone w protokole (od 280 do 2400 x g).

Pipety precyzyjne — potrzebny jest jeden zestaw pipet precyzyjnych. W obszarze przeznaczonym do
czynnosci po amplifikacji wymagany jest osobny zestaw. Zastosowanie pipet precyzyjnych jest konieczne
do zapewnienia doktadnego podawania odczynnikdéw i prébek. Mozna stosowac pipety jedno- lub
wielokanatowe, pod warunkiem ze sg regularnie kalibrowane i zapewniajg doktadnos$¢ w zakresie 5%
wskazanej objetosci.

Materiaty eksploatacyjne — potrzebne sg nastepujgce materiaty eksploatacyjne:

— 96-dotkowe ptytki PCR z kotnierzem; 0,2 ml; polipropylenowe (lub odpowiednik);
— 96-dotkowe ptytki do przechowywania; poj. dotka 0,8 ml (ptytki MIDI);

— zbiornik do roztworéw, PCW, bez DNazy i RNazy (korytko);

— Samoprzylepna uszczelka z folii aluminiowej

— odpowiednie zamkniecie ptytki PCR;

— koncdwki pipet odporne na aerozole;

— probdéwki stozkowe, 15 ml.

Sprzet i materiaty do zastosowania po amplifikacji

Termocykler — potrzebny jest jeden termocykler. Termocykler musi mie¢ podgrzewane wieko i nastepujgce
parametry:

— Zakres kontroli temperatury: Od 4°C do 99°C

— Doktadnos¢ kontroli: +0,25°C od 35°C do 99°C

Wstrzasacz mikroptytek — w obszarze laboratoryjnym do czynnosci po amplifikacji potrzebny jest jeden
wstrzgsacz mikroptytek. Wstrzgsacz ptytek musi mie¢ nastepujgce parametry:

— maksymalna predkos$é mieszania: 3000 obr./min,

— zakres predkosci mieszania: od 200 do 3000 obr./min.

Wirdéwka stotowa — potrzebna jest jedna wirdwka stotowa z mozliwoscig utrzymania temperatury 20°C. W

obszarze przeznaczonym do czynnosci przed amplifikacjg wymagana jest osobna wiréwka. Dopuszczalna
jest dowolna wirdwka ptytek, ktdra osigga predkosci wyznaczone w protokole (od 280 do 2400 x g).

Blok grzejny — potrzebny jest jeden blok grzejny do probdwek. Blok grzejny musi mie¢ nastepujace
parametry:
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— Zakres temperatur: Temperatura otoczenia +5°C do 99°C
— Regulacja temperatury: £0,1°C przy 37°C; +0,4°C przy 60°C

* Podstawka magnetyczna - wymagana jest jedna podstawka magnetyczna do 96-dotkowej ptytki. Lepsze
wyniki obserwowano, gdy magnesy znajdowaty sie z boku podstawki zamiast na jej spodzie.

* Pipety precyzyjne — potrzebny jest jeden zestaw pipet precyzyjnych. W obszarze przeznaczonym do
czynnosci przed amplifikacjg wymagany jest osobny zestaw. Zastosowanie pipet precyzyjnych jest
konieczne do zapewnienia doktadnego podawania odczynnikéw i probek. Mozna stosowac pipety jedno-
lub wielokanatowe, pod warunkiem ze sg regularnie kalibrowane i zapewniajg doktadnos$¢ w zakresie 5%
wskazanej objetosci.

* Wiréwka stotowa - potrzebna jest wiréwka stotowa z kontrolg temperatury i mozliwoscig utrzymania jej na
poziomie 20°C, w ktérej mozna stosowac probdéwki do mikrowiréwek. Dopuszczalna jest dowolna wirdwka,
ktéra osigga predkosci wyznaczone w protokole (od 280 do 1000 x g).

* Materialy eksploatacyjne — potrzebne sg nastepujgce materiaty eksploatacyjne:
— 96-dotkowe ptytki PCR z kotnierzem; 0,2 ml; polipropylenowe (lub odpowiednik);
— 96-dotkowe ptytki do przechowywania; poj. dotka 0,8 ml (ptytki MIDI);

UWAGA

Upewnic sie, ze 96-dotkowa ptytka pasuje do podstawki magnetyczne;j.

— Probowki stozkowe, 15 mli 50 ml

— probdéwki do mikrowiréwek (zalecany model z gwintem);

— podstawki PCR z 8 probéwkami;

— zbiorniki do roztwordw, PCW, bez DNazy i RNazy (korytko);
— samoprzylepne zamkniecia z folii aluminiowej;

— Samoprzylepne, jednorazowe zamkniecia ptytki

— koncdwki pipet odporne na aerozole;

Pobieranie, transport i przechowywanie probek

OSTRZEZENIE
Wszelkie probki nalezy traktowac jako potencjalnie zakazne.
* Mozna uzy¢ prébek krwi petnej pobranych do probdwek z K2EDTA.

*  Prébki krwi petnej mozna przechowywac maksymalnie przez 7 dni w temperaturze pokojowej, 30 dni w
temperaturze od 2°C do 8°C i 30 dni, jesli zostang zamrozone w temperaturze od -25°C do -15°C.
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* Petng krew mozna transportowa¢ maksymalnie przez 7 dni w temperaturze pokojowej, 30 dniw
temperaturze od 2°C do 8°C i 30 dni, jesli jest zamrozona w temperaturze od -25°C do -15°C. Transport
krwi petnej musi sie odbywac zgodnie z krajowymi, federalnymi, stanowymi oraz miejscowymi przepisami
w zakresie transportu czynnikéw zakaznych.

* Po poddaniu genomowego DNA 6 cyklom zamrazania i rozmrazania nie zaobserwowano negatywnego
wptywu na dziatanie testu.

* Nie zaobserwowano negatywnego wptywu na dziatanie testu w przypadku prébek krwi petnej z
podwyzszonym poziomem bilirubiny, cholesterolu, tréjglicerydéw, EDTA oraz hemoglobiny.

Ostrzezenia i sSrodki ostroznosci

/N PRZESTROGA

Prawo federalne dopuszcza sprzedaz tego urzadzenia do uzytku lub zlecenia uzytku wytgcznie przez
lekarza lub na jego zlecenie, bgdz innego specjaliste posiadajgcego wazng licencje stanu, w ktérym
prowadzi praktyke.

OSTRZEZENIE

Wszelkie probki nalezy traktowacd jako potencjalnie zakazne.

OSTRZEZENIE

Ten zestaw odczynnikdw zawiera potencjalnie niebezpieczne substancje chemiczne. Wdychanie,
potkniecie, kontakt ze skoérg i kontakt z oczami mogg powodowac uszczerbek na zdrowiu. Nalezy nosié¢
wyposazenie ochronne, w tym ochrone oczu, rekawiczki oraz fartuch laboratoryjny odpowiednie do ryzyka
narazenia. Zuzyte odczynniki nalezy traktowac jako odpady chemiczne i pozbywac sie ich zgodnie z
odpowiednimi przepisami regionalnymi, krajowymi i lokalnymi. Dodatkowe informacje dotyczace ochrony
srodowiska, zdrowia i bezpieczenstwa zawiera karta charakterystyki dostepna po wyszukaniu kodu
produktu na stronie support.illumina.com/sds.html. (Wiecej informacji w punkcie Dostarczane odczynnikina
stronie 15).

* Niektdre elementy tego testu zawierajg 2-merkaptoetanol, ktéry jest Srodkiem redukujgcym. Wdychanie,
potkniecie, kontakt ze skoérg i kontakt z oczami mogg powodowac uszczerbek na zdrowiu. Odczynniki
nalezy stosowac¢ w dobrze wentylowanych pomieszczeniach, a pojemniki i niezuzytg zawartos¢ nalezy
utylizowac zgodnie z rzgdowymi normami bezpieczenstwa w kraju uzytkowania. Dodatkowe informacje
dotyczgce ochrony srodowiska, zdrowia i bezpieczenstwa zawiera karta charakterystyki dostepna po
wyszukaniu kodu produktu na stronie support.illumina.com/sds.html. (Wiecej informaciji w punkcie
Dostarczane odczynnikina stronie 15.)

* Niektore elementy tego testu zawierajg formamid — amid alifatyczny prawdopodobnie wykazujgcy
toksycznosé reprodukcyjng. Wdychanie, potkniecie, kontakt ze skérg i kontakt z oczami mogag powodowac
uszczerbek na zdrowiu. Nalezy nosi¢ wyposazenie ochronne, w tym ochrone oczu, rekawiczki oraz fartuch
laboratoryjny. Zuzyte odczynniki nalezy traktowac jako odpady chemiczne, usuwajgc je zgodnie ze
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standardami bezpieczenstwa obowigzujgcymi w danym regionie. Dodatkowe informacje dotyczace
ochrony srodowiska, zdrowia i bezpieczeristwa zawiera karta charakterystyki dostepna po wyszukaniu
kodu produktu na stronie support.illumina.com/sds.html. (Wiecej informacji w punkcie Dostarczane
odczynnikina stronie 15.)

*  Wszelkie powazne incydenty zwigzane z tym produktem nalezy niezwtocznie zgtaszac¢ do firmy lllumina i
wtasciwego organu panstwa cztonkowskiego, w ktérym przebywa uzytkownik i/lub pacjent.

*  Wszelkie prébki nalezy traktowac jako potencjalnie zakazne.

* Nieprzestrzeganie przedstawionych procedur moze powodowac btedy w wynikach lub znaczne obnizenie
jakosci prébek.

* Nalezy przestrzegac¢ rutynowych srodkdéw ostroznosci w laboratorium. Nie nalezy pipetowac ustami. Nie
nalezy jes¢, pi¢ ani pali¢ tytoniu w wyznaczonych obszarach roboczych. Podczas postugiwania sie
probkamiiodczynnikami testowymi nalezy nosi¢ jednorazowe rekawice i fartuchy laboratoryjne. Po
zakonczeniu postugiwania sie probkamii odczynnikami testowymi nalezy doktadnie umy¢ rece.

* Nie nalezy uzywac zadnego ze sktadnikdw testu po uptywie terminu waznosci podanego na etykiecie
umieszczonej na opakowaniu testu. Nie nalezy mieszac sktadnikdw testéw z réznych partii. Numer partii
testu znajduje sie na etykiecie umieszczonej na opakowaniu testu.

* Aby zapobiec degradacji probki lub odczynnika, przed rozpoczeciem protokotu nalezy upewnic sie, ze pary
podchlorynu sodu catkowicie sig rozproszyty.

* Przestrzeganie zasad wykonywania prac oraz higieny prac laboratoryjnych jest wymagane, aby chroni¢
produkty reakcji PCR przed zanieczyszczeniem przez odczynniki, przyrzady lub prébki genomowego DNA.
Zanieczyszczenie PCR moze powodowac niedoktadne i niepewne wyniki.

* Zmiany w fizycznym wygladzie odczynnikdw mogg wskazywac na pogorszenie sie stanu materiatow. Jesli
wystgpig zmiany w wygladzie fizycznym (np. oczywiste zmiany koloru odczynnika lub zmetnienie widoczne
w wyniku skazenia mikrobiologicznego), odczynnikdw nie nalezy uzywac.

* Aby zapobiega¢ zanieczyszczeniu produktéw, nalezy fizycznie rozdzieli¢ obszary procesu przed i po
amplifikacji i upewnic sie, ze sg wyposazone w oddzielne przyrzady (np. pipety, koncéwki do pipetowania,
mieszadto wirowe i wirowka).

* Nalezy unikaé zanieczyszczenia krzyzowego. Pomiedzy kolejnymi prébkami, jak réwniez dozowaniami
odczynnikéw, nalezy wymienia¢ koncoéwki do pipet na nowe. W odpowiednim momencie nalezy wymieszacd
prébki za pomoca pipety i poddad ptytke wirowaniu. Nie worteksowac ptytek. Zastosowanie koricéwek
odpornych na aerozole ogranicza ryzyko przeniesienia amplikonu, jak rowniez zanieczyszczenia
krzyzowego miedzy probkami.

* Informacje o parze indeks-probka muszg odpowiadac tym wpisanym dla przebiegu MiSeqDx. Niezgodnosci
miedzy informacjami o prébkach a uktadem na ptytce mogag powodowac¢ dodatnie rozpoznanie prébki i
nieprawidtowe dane w raporcie wynikow.

* Przed przeprowadzeniem procedury ptukania nalezy zawsze przygotowac swiezy 80% roztwor etanolu.
Etanol moze pochtania¢ wode z powietrza, wptywajgc na wyniki.
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Po zakonczeniu etapu procedury z uzyciem magnetycznej podstawki nalezy przestrzegac czasow
suszenia, aby upewnic sie, ze etanol catkowicie wyparuje. Pozostatosci etanolu mogag wptyna¢ na wyniki
kolejnych reakcji.

Elementy testu nalezy przechowywaé we wskazanej temperaturze w specjalnie wyznaczonych obszarach,
z ktérych jeden przeznaczony jest do fazy przed amplifikacjg, a drugi po amplifikacji.

Powtarzane cykle zamrazania i rozmrazania (do 6) elementéw z opakowania 1 nie powodujg ograniczen
wykorzystania testu.

Nie mieszac¢ Pula oligonukleotydéw do mukowiscydozy i Hybridization Buffer (bufor do hybrydyzacji) przed
przechowywaniem. Po potgczeniu Pula oligonukleotyddéw do mukowiscydozy stang sie niestabilne, nawet w
przypadku przechowywania ich w stanie zamrozonym.

Zastosowanie termocykleréw z aktywnym chtodzeniem (np. Peltier, z chtodzeniem termoelektrycznym) nie
jest zalecane do etapu hybrydyzacji. Etap chtodzenia biernego ma kluczowe znaczenie dla prawidtowej
hybrydyzaciji.

Zawsze dodawac Polimeraza PCR do PCR Master Mix bezposrednio przed uzyciem. Nie wolno
przechowywac mieszaniny wyjsciowej po dodaniu do niej innych sktadnikdéw.

Podczas etapu normalizacji biblioteki bardzo wazne jest ponowne utworzenie zawiesiny ze skupisk nosnika
biblioteki. Ma to kluczowe znaczenie dla osiggniecia jednorodnej gestosci klastra w komorze przeptywowe;j
MiSeqDx Instrument.

Na etapie normalizacji biblioteki nalezy przestrzegaé czaséw inkubacji. Niewtasciwa inkubacja moze mieé
wptyw na reprezentacje biblioteki oraz gestosc klastra.

Ze wzgledu na wielokrotne przenoszenie ptytki i zwigzane z tym ryzyko zanieczyszczenia nalezy upewnié
sie, ze zawartos$¢ dotka nie wyptywa poza dotek. Nie rozlewaé zawartosci dotka.

Zalecenie wprowadzenia 250 ng DNA pozwala na zmiane ilosci DNA. Dziatanie testu zalezy od tego wtasnie
poziomu wejsciowego.

Brak rozpoznan w raporcie z testu dla wariantéw w probce wskazuje, ze dane dla tej pozycji wariantu nie
spetnity zdefiniowanych progdéw sekwencjonowania. Nie nalezy raportowac¢ wariantéw bez rozpoznan,
chyba ze w wyniku powtdrzenia testu zostang uzyskane wartosci zgodne ze zdefiniowanymi progami i nie
bedzie juz braku rozpoznan.

Akronimy

Tabela13 Zestaw do przygotowywania biblioteki TruSight Cystic Fibrosis Library Prep Akronimy

Akronim Definicja
AMP Ptytka amplifikacyjna (ang. AMplification Plate)
CLP Ptytka do czyszczenia (ang. CLean-up Plate)
DAL Biblioteka amplikonéw w rozcienczeniu (ang. Diluted Amplicon Library)
FPU Filter Plate Unit (zespdt ptytki z filtrem)
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Akronim Definicja
HYB Ptytka do hybrydyzacji (ang. HYBridization Plate)
LNP Library Normalization Plate (ptytka do normalizacji biblioteki)
NTC Kontrola bez wzorca (ang. No Template Control)
PAL Pooled Amplicon Library (biblioteka pulowanych amplikonéw)
SGP Ptytka do przechowywania (ang. StoraGe Plate)

Materiaty dodatkowe

W sekcji pomocy dotyczacej testu Test TruSight Cystic Fibrosis do oznaczania wariantéw genu

mukowiscydozy na stronie internetowej firmy Illlumina dostepne sg: oprogramowanie, materiaty szkoleniowe,

informacje na temat zgodnosci produktu oraz ponizsza dokumentacja. Zawsze nalezy sprawdzaé, czy na

stronach pomocy technicznej nie ma najnowszych wers;ji.

Zrédio
Instrukcja wykonywania procedur analitycznych przy uzyciu modutu lokalnego

menedzera przebiegu do oznaczania 139 wariantéw genu mukowiscydozy,
wer. 2.0 (nr dokumentu: 1000000100945)

Instrukcja wykonywania procedur analitycznych przy uzyciu modutu lokalnego
menedzera przebiegu do sekwencjonowania klinicznego genu
mukowiscydozy, wer. 2.0 (nr dokumentu: 1000000100946)

Local Run Manager CF 139-Variant 2.0 Micro Analysis Module Workflow Guide
(Instrukcja wykonywania procedur przy uzyciu modutu analitycznego
lokalnego menedzera przebiegu do oznaczania 139 wariantow genu
mukowiscydozy, wer. 2.0 Micro; nr dokumentu: 200017946)

Local Run Manager CF Clinical Seq 2.0 Micro Analysis Module Workflow Guide
(Instrukcja wykonywania procedur przy uzyciu modutu analitycznego
lokalnego menedzera przebiegu do sekwencjonowania klinicznego genu
mukowiscydozy, wer. 2.0 Micro; nr dokumentu: 200017945)

Instrukcja obstugi oprogramowania lokalnego menedzera przebiegu do
systemu MiSeqDx (nr dokumentu: 1000000011880)

Instrukcja obstugi aparatu MiSeqDx dla oprogramowania MOS w wer. 2 (nr
dokumentu: 1000000021961)

Opis
Zawiera instrukcje dotyczace konfigurowania
parametréw przebiegu sekwencjonowania i analiz przy

uzyciu modutu analitycznego do oznaczania 139
wariantéw genu mukowiscydozy, wer. 2.0.

Zawiera instrukcje dotyczace konfigurowania
parametréw przebiegu sekwencjonowania i analiz przy
uzyciu modutu analitycznego do sekwencjonowania
klinicznego genu mukowiscydozy, wer. 2.0.

Zawiera instrukcje dotyczgce konfigurowania
parametréw przebiegu sekwencjonowania i analiz przy
uzyciu modutu mikroanalitycznego do oznaczania 139
wariantéw genu mukowiscydozy, wer. 2.0.

Zawiera instrukcje dotyczace konfigurowania
parametréw przebiegu sekwencjonowania i analiz przy
uzyciu modutu mikroanalitycznego do
sekwencjonowania klinicznego genu mukowiscydozy,
wer. 2.0.

Zawiera instrukcje tworzenia przebiegu, monitorowania
statusu, analizowania danych sekwencjonowania i
przegladania wynikéw na aparacie MiSeqDx.

Zawiera instrukcje dotyczace konfiguraciji i
przeprowadzania przebiegéw sekwencjonowania
tacznie z procedurami konserwacji aparatu MiSeqDx.

illumina

Uwagi dotyczgce procedury

* Firma lllumina wymaga zastosowania jednej probki DNA jako kontroli dodatniej oraz jednej kontroli ujemnej
(kontroli bez wzorca [ang. no template control, NTC]) w kazdym przebiegu. Jest to definiowane jako zestaw
probek przetwarzanych réwnolegle. Probka DNA stanowigca kontrole dodatnig powinna by¢ dobrze
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okreslong prébka z co najmniej jednym znanym wariantem CFTR. lllumina zaleca stosowanie kontroli typu
dzikiego. Kontroli typu dzikiego nalezy uzy¢ jako prébki i nie powinna ona zastepowac kontroli dodatniej ani
ujemne;j.

* Elementy testu nalezy przechowywac¢ we wskazanej temperaturze w specjalnie wyznaczonych obszarach,
z ktérych jeden przeznaczony jest do fazy przed amplifikacjg, a drugi po amplifikaciji.

* Powtarzane cykle zamrazania i rozmrazania (do 6) elementéw z opakowania 1 nie powodujg ograniczen
wykorzystania testu.

Przygotowywanie probek

Przed przeprowadzeniem Test Cystic Fibrosis 139-Variant Assay do oznaczania 139 wariantéw genu
mukowiscydozy albo Test Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay do sekwencjonowania klinicznego genu
mukowiscydozy nalezy wyekstrahowaé DNA z krwi petnej i oznaczy¢ je ilosciowo.

* Mozna zastosowac dowolng zatwierdzong metode ekstrakcji DNA.

* Ustali¢ ilos¢ DNA za pomocg spektrofotometru. Upewnic¢ sig, ze stosunek A260/A280 prébki DNA ma
wartos¢ > 1,5. Znormalizowac¢ préobke DNA do 50 ng/ul. Kazda prébka wymaga 5 yl DNA genomowego
(tacznie 250 ng).

Przepustowos¢ pod wzgledem probek

W przypadku Test Cystic Fibrosis 139-Variant Assay do oznaczania 139 wariantéw genu mukowiscydozy i Test
Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay do sekwencjonowania klinicznego genu mukowiscydozy
przepustowos¢ probek moze wynosi¢ 24-96 z Zestaw odczynnikéw MiSeqDx Reagent Kit v3i24-36 z Zestaw
odczynnikéw MiSeqDx Reagent Kit v3 Micro. Startery indeksujgce wykorzystywane w amplifikacji metodg PCR
nalezy wybra¢ na podstawie zgdanej ostatecznej przepustowosci pod wzgledem prébek, aby upewnic sig, ze w
kazdej bibliotece uzywana jest niepowtarzalna kombinacja indeksow.

UWAGA

Wykonywanie przebiegu z liczbg prébek mniejsza niz 24 nie zostato zwalidowane przez lllumina.

Procedura przygotowania biblioteki

Ponizszy schemat ilustruje przebieg przygotowania biblioteki dla Test Cystic Fibrosis 139-Variant Assay do
oznaczania 139 wariantéw genu mukowiscydozy i Test Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay do
sekwencjonowania klinicznego genu mukowiscydozy. Etapy procedury przed amplifikacjg

obejmuja: hybrydyzacje puli oligonukleotyddw, usuniecie niezwigzanych oligonukleotyddw oraz wydtuzanie i
ligacje zwigzanych oligonukleotyddéw. W ramach etapu amplifikacji metodg PCR przygotowanie ptytki PCR
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odbywa sie na obszarze do procedur przed amplifikacjg, natomiast badanie PCR w termocyklerze — na obszarze
do procedur po amplifikacji. Etapy poamplifikacyjne obejmujg: czyszczenie PCR oraz normalizacje biblioteki i
tworzenie puli.

Punkty bezpiecznego wstrzymania procedury sg wskazane pomiedzy etapami.
Rysunek 1 Procedura przygotowania biblioteki Test Cystic Fibrosis 139-Variant Assay do oznaczania 139

wariantow genu mukowiscydozy i Test Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay do sekwencjonowania
klinicznego genu mukowiscydozy

Hybrydyzacja puli oligonukleotydéw

Przygotowanie: 15 min Przygotowanie: 20 min

Inkubacja: 80 min Przetwarzanie: 30 min
Odczynniki
Pula oligonukleotydéw do mukowiscydozy Elution Buffer (bufor do eluc'i)
Hybridization Buffer (bufor do hybrydyzacji) — AT q J
) Nosniki do czyszczenia PCR
Wynik EtOH
Ptytka HYB 4 L
l — Plytka LNP p k‘\
Usuwanie niezwigzanych l ﬁ
oligonukleotydow
Przygotowanie: 20 min
Odczynniki
Bufor intensywnie ptuczacy
Universal Wash Buffer (uniwersalny bufor ptuczacy) Przygotowanie: 30 min
Wynik Przetwarzanie: 50 min
Ptytka FPU
l Rozcienczalnik do normalizacji biblioteki
Library Beads (kuleczki z biblioteka)

Bufor ptuczacy do normalizacji biblioteki
. . . Bufor do przechowywania biblioteki
Wydtuzanie i ligacja zwigzanych Bufor do rozciericzeri biblioteki

oligonukleotydow EtOH
NaOH

Przygotowanie: 5 min
Inkubacja: 45 min

Odczynniki
Mieszanina do reakcji wydtuzania i ligacji

Wynik ﬁ
Ptytka FPU

!

Amplifikacja metodg PCR

Probowki DAL v k

Przygotowanie: 30 min
Czas cyklu: 90 min -

Odczynniki

PCR Master Mix (mieszanina reakcyjna do PCR)
Polimeraza PCR
Startery do indeksowania
NaOH

Wynik
Ptytka AMP
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Instrukcja uzytkowania

Zestaw do przygotowywania biblioteki TruSight Cystic Fibrosis Library Prep obstuguje dwa testy, Test Cystic
Fibrosis 139-Variant Assay do oznaczania 139 wariantéw genu mukowiscydozy i Test Cystic Fibrosis Clinical
Sequencing Assay do sekwencjonowania klinicznego genu mukowiscydozy, ktére mozna uruchomic¢ za pomoca
Zestaw odczynnikéw MiSeqgDx Reagent Kit v3 (24-96 probek z modutami analizy innymi niz Micro) albo Zestaw
odczynnikéw MiSeqDx Reagent Kit v3 Micro (24-36 prébek z modutami analizy Micro). Procedura pracy Test
TruSight Cystic Fibrosis do oznaczania wariantéw genu mukowiscydozy obejmuje wybdr testu, przygotowanie
biblioteki, sekwencjonowanie i mycie po przebiegu. Wiecej informacji na temat dostepnych procedur mozna
znalez¢ w ponizszej tabeli.

Odczynniki do

Wybor testu Wydajnos¢ X i Modut analizy
sekwencjonowania
Test Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay do 24-36 Zestaw odczynnikéw Modut do sekwencjonowania
sekwencjonowania klinicznego genu mukowiscydozy MiSeqDx Reagent Kit v3  klinicznego genu mukowiscydozy,
Micro wer. 2.0 Micro
24-96 Zestaw odczynnikéw Modut do sekwencjonowania
MiSegDx Reagent Kit v3  klinicznego genu mukowiscydozy,
wer. 2.0
Test Cystic Fibrosis 139-Variant Assay do oznaczania  24-36 Zestaw odczynnikéw 139 wariantéw genu mukowiscydozy,
139 wariantéw genu mukowiscydozy MiSeqDx ReagentKitv3  wer. 2.0 Micro
Micro
24-96 Zestaw odczynnikéw 139 wariantéw genu mukowiscydozy,

MiSeqDx ReagentKitv3  wer. 2.0

Wybor testu i konfiguracja przebiegu

* W przypadku korzystania z Test Cystic Fibrosis 139-Variant Assay do oznaczania 139 wariantéw genu
mukowiscydozy, patrz Przy uzyciu Modut analityczny lokalnego menedzera przebiegu do oznaczania 139
wariantow genotypu mukowiscydozy, wer. 2.0 na stronie 29.

— Instrukcje dotyczace korzystania z Modut analityczny TruSight do oznaczania 139 wariantéw genotypu
mukowiscydozy, wer. 2.0 Micro mozna réwniez znalez¢ na tej stronie. W tym przypadku nalezy wybracé
139 wariantow genotypu mukowiscydozy, wer. 2.0 Micro podczas tworzenia przebiegu zamiast 139
wariantow genotypu mukowiscydozy, wer. 2.0.

* W przypadku korzystania z Test Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay do sekwencjonowania
klinicznego genu mukowiscydozy, patrz Przy uzyciu Modut analityczny lokalnego menedzera przebiegu do
sekwencjonowania klinicznego genu mukowiscydozy, wer. 2.0 na stronie 31.

— Instrukcje dotyczace korzystania z Modut analityczny TruSight do sekwencjonowania klinicznego genu
mukowiscydozy, wer. 2.0 Micro mozna réwniez znalez¢ na tej stronie. W tym przypadku nalezy wybrac¢
sekwencjonowanie kliniczne genu mukowiscydozy, wer. 2.0 Micro podczas tworzenia przebiegu
zamiast sekwencjonowanie kliniczne genu mukowiscydozy, wer. 2.0.
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Przy uzyciu Modut analityczny lokalnego menedzera
przebiegu do oznaczania 139 wariantow genotypu
mukowiscydozy, wer. 2.0

Ustawianie parametrow

1.
2.

5.

Zaloguj sie do Local Run Manager.

Wybra¢ polecenie Create Run (Utwdrz przebieg), a nastepnie wybrac¢ opcje CF 139-Variant 2.0
(Oznaczenie 139 wariantdw genu mukowiscydozy — wer. 2.0).

Wprowadzié¢ nazwe przebiegu, ktéra identyfikuje przebieg od sekwencjonowania po analize.

Nazwa moze zawiera¢ znaki alfanumeryczne, spacje, znaki podkreslenia lub tgczniki (maksimum 40
znakow).

[Opcjonalnie] Wprowadzié opis przebiegu.

Nazwa moze zawiera¢ znaki alfanumeryczne, spacje, znaki podkreslenia lub tgczniki (maksimum 150
znakow).

Wprowadzi¢ numer serii i date waznosci zestawu do przygotowania biblioteki.

Okreslanie probek do przebiegu

Okresli¢ prébki do uwzglednienia w przebiegu za pomoca jednej z ponizszych opcji:

Enter samples manually (Reczne wprowadzanie prébek) — nalezy uzy¢ pustej tabeli na dole ekrany Create
Run (Tworzenie przebiegu). Sugerowane dotki z prébkami zostang podswietlone.

Import sample sheet (Importowanie arkusza probek) — nalezy przejs$¢ do pliku zewnetrznego w formacie
wartosci rozdzielonych przecinkami (*.csv). Szablon jest dostepny do pobrania na ekranie Create Run
(Tworzenie przebiegu).

Reczne wprowadzanie prébek

1.

Wprowadzi¢ niepowtarzalng nazwe probki w polu Sample Name (Nazwa probeki).
Nazwa moze zawiera¢ znaki alfanumeryczne, tgczniki lub znaki podkreslenia (maksimum 40 znakdw).

2. Klikng¢ prawym klawiszem myszy, aby wybra¢ dodatnig i ujemna prébke kontrolna.
Aby mozna byto zapisac przebieg, musi on zawiera¢ co najmniej jedng dodatnia i jedng ujemnag probke
kontrolna.

3. [Opcjonalnie] Wprowadzi¢ opis probki w odpowiadajacej jej karcie Description (Opis).
Nazwa moze zawieraé znaki alfanumeryczne, tgczniki lub znaki podkreslenia (maksimum 50 znakdéw).

4. [Opcjonalnie] Wybra¢ adapter Indeksu 1 z listy rozwijanej Index 1 (i7) (Indeks 1 [i7]).
Krok ten jest opcjonalny, poniewaz kombinacje Indekséw i7 oraz i5 w domysinym uktadzie wypetniane sg
automatycznie.
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3.

© © N o

[Opcjonalnie] Wybra¢ adapter Indeksu 2 z listy rozwijanej Index 2 (i5) (Indeks 2 [i5]).

Krok ten jest opcjonalny, poniewaz kombinacje Indekséw i7 oraz i5 w domysinym uktadzie wypetniane sg
automatycznie.

Wybra¢ ikone Print (Drukuj), aby wyswietli¢ uktad ptytki.

Wybra¢ opcje Print (Drukuj), aby wydrukowaé uktad ptytki jako odniesienie do przygotowania bibliotek.
[Opcjonalnie] Wybrad opcje Export (Eksportuj), aby wyeksportowacé informacje o prébce.

Wybrac¢ opcje Save Run (Zapisz przebieg).

W przypadku wprowadzenia danych dla mniej niz 24 prébek zostanie wyswietlone okno Insufficient Sample
(Niewystarczajgca liczba probek). Wybrac Proceed (Kontynuuj), aby kontynuowac, lub Cancel (Anuluj), aby
dokonad edycji probek.

/N PRZESTROGA

Sekwencjonowanie z zastosowaniem spulowanych bibliotek zawierajgcych mniej niz 24 prébki lub
wiecej niz 96 prébek nie zostato zwalidowane przez lllumina Modut analityczny lokalnego menedzera
przebiegu do oznaczania 139 wariantdw genotypu mukowiscydozy, wer. 2.0. Sekwencjonowanie z
zastosowaniem spulowanych bibliotek zawierajgcych mniej niz 24 prébki lub wiecej niz 36 probek nie
zostato zwalidowane przez lllumina Modut analityczny TruSight do oznaczania 139 wariantéw
genotypu mukowiscydozy, wer. 2.0 Micro.

Importuj arkusz prébek

Informacje na temat prébek mozna zaimportowac z dwéch rodzajéw plikdw:

Pliku z informacjami o prébce wyeksportowanego uprzednio z Modut analityczny lokalnego menedzera

przebiegu do oznaczania 139 wariantéw genotypu mukowiscydozy, wer. 2.0 przy uzyciu funkcji

eksportowania.

Szablonu, ktéry mozna wygenerowacd przy uzyciu polecenia Template (Szablon) na ekranie Create Run

(Tworzenie przebiegu). Plik szablonu zawiera wtasciwe nagtdwki kolumn do zaimportowania danych wraz z

symbolami zastepczymi w kazdej kolumnie. Szablon nalezy dostosowac przy uzyciu zewnetrznego edytora:

1. Dodac informacje o prébce dla kazdej prébki w przebiegu.

2. Po wprowadzeniu wszystkich informacji usung¢ pozostate symbole zastepcze w nieuzywanych
komorkach.

3. Zapisa¢ plik szablonu.

Aby zaimportowac informacje o prébce:

1. Wybra¢ polecenie Import Samples (Importuj prébki), znalez¢ plik docelowy na liscie, a nastepnie
wybraé go.

2. Wybra¢ ikone Print (Drukuj), aby wyswietli¢ uktad ptytki.

3. Woybraé opcje Print (Drukuj), aby wydrukowac uktad ptytki jako odniesienie do przygotowania bibliotek.
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4. Wybraé opcje Save Run (Zapisz przebieg).
W przypadku wprowadzenia danych dla mniej niz 24 prébek zostanie wyswietlone okno Insufficient
Sample (Niewystarczajgca liczba prébek). Wybraé Proceed (Kontynuuj), aby kontynuowadé, lub Cancel
(Anuluj), aby dokona¢ edycji probek.

/N PRZESTROGA

Sekwencjonowanie z zastosowaniem spulowanych bibliotek zawierajgcych mniej niz 24 prébki
lub wiecej niz 96 probek nie zostato zwalidowane przez lllumina Modut analityczny lokalnego
menedzera przebiegu do oznaczania 139 wariantdw genotypu mukowiscydozy, wer. 2.0.
Sekwencjonowanie z zastosowaniem spulowanych bibliotek zawierajgcych mniej niz 24 prébki
lub wiecej niz 36 probek nie zostato zwalidowane przez lllumina Modut analityczny TruSight do
oznaczania 139 wariantéw genotypu mukowiscydozy, wer. 2.0 Micro.

Edycja przebiegu

Instrukcje na temat edytowania informacji dotyczacych przebiegu przed rozpoczeciem sekwencjonowania
zawiera Instrukcja obstugi oprogramowania lokalnego menedzera przebiegu do systemu MiSeqDx (nr
dokumentu: 1000000011880).

Przy uzyciu Modut analityczny lokalnego menedzera
przebiegu do sekwencjonowania klinicznego genu
mukowiscydozy, wer. 2.0

Ustawianie parametrow

1. Zaloguj sie do Local Run Manager.

2. Wybra¢ Create Run (Utwdrz przebieg), a nastepnie CF Clinical Seq 2.0 (Sekwencjonowanie kliniczne genu
mukowiscydozy — wer. 2.0).
Wyswietlone zostanie okno potwierdzenia.

3. Zaznaczy¢ pole i wybrac¢ opcje Confirm (Potwierdz), aby kontynuowadé, lub opcje Cancel (Anuluj), aby
powrdci¢ do ekranu gtdwnego.

4. Wprowadzi¢ nazwe przebiegu, ktéra identyfikuje przebieg od sekwencjonowania po analize.
Nazwa moze zawiera¢ znaki alfanumeryczne, spacje, znaki podkreslenia lub tgczniki (maksimum 40
znakow).

5. [Opcjonalnie] Wprowadzi¢ opis przebiegu.
Nazwa moze zawiera¢ znaki alfanumeryczne, spacje, znaki podkreslenia lub tgczniki (maksimum 150
znakow).

6. Wprowadzi¢ numer serii i date waznosci zestawu do przygotowania biblioteki.
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Okreslanie probek do przebiegu

Okresli¢ prébki do uwzglednienia w przebiegu za pomocg jednej z ponizszych opciji:

Enter samples manually (Reczne wprowadzanie probek) — nalezy uzy¢ pustej tabeli na dole ekrany Create
Run (Tworzenie przebiegu). Sugerowane dotki z prébkami zostang podswietlone.

Import sample sheet (Importowanie arkusza prébek) — nalezy przejs¢ do pliku zewnetrznego w formacie
wartosci rozdzielonych przecinkami (*.csv). Szablon jest dostepny do pobrania na ekranie Create Run
(Tworzenie przebiegu).

Reczne wprowadzanie probek

1.

© © N o

Wprowadzi¢ niepowtarzalng nazwe probki w polu Sample Name (Nazwa probki).

Nazwa moze zawiera¢ znaki alfanumeryczne, tgczniki lub znaki podkreslenia (maksimum 40 znakdw).
Klikng¢ prawym klawiszem myszy, aby wybra¢ dodatnig i ujemna prébke kontrolna.

Aby mozna byto zapisa¢ przebieg, musi on zawiera¢ co najmniej jedng dodatnig i jedng ujemng probke
kontrolna.

[Opcjonalnie] Wprowadzi¢ opis probki w odpowiadajacej jej karcie Description (Opis).

Nazwa moze zawiera¢ znaki alfanumeryczne, tgczniki lub znaki podkreslenia (maksimum 50 znakdéw).
[Opcjonalnie] Wybrad adapter Indeksu 1 z listy rozwijanej Index 1 (i7) (Indeks 1 [i7]).

Krok ten jest opcjonalny, poniewaz kombinacje Indekséw i7 oraz i5 w domysinym uktadzie wypetniane sg
automatycznie.

[Opcjonalnie] Wybrad adapter Indeksu 2 z listy rozwijanej Index 2 (i5) (Indeks 2 [i5]).

Krok ten jest opcjonalny, poniewaz kombinacje Indekséw i7 oraz i5 w domysinym uktadzie wypetniane sg
automatycznie.

Wybra¢ ikone Print (Drukuj), aby wyswietli¢ uktad ptytki.

Wybraé opcje Print (Drukuj), aby wydrukowad uktad ptytki jako odniesienie do przygotowania bibliotek.
[Opcjonalnie] Wybraé opcje Export (Eksportuj), aby wyeksportowac informacje o prébce.

Wybraé opcje Save Run (Zapisz przebieg).

W przypadku wprowadzenia danych dla mniej niz 24 prébek zostanie wyswietlone okno Insufficient Sample
(Niewystarczajgca liczba probek). Wybraé Proceed (Kontynuuj), aby kontynuowaé, lub Cancel (Anuluj), aby
dokona¢ edycji probek.

/N PRZESTROGA

Sekwencjonowanie z zastosowaniem spulowanych bibliotek zawierajgcych mniej niz 24 prébki lub
wiecej niz 96 prébek nie zostato zwalidowane przez lllumina Modut analityczny lokalnego menedzera
przebiegu do sekwencjonowania klinicznego genu mukowiscydozy, wer. 2.0. Sekwencjonowanie z
zastosowaniem spulowanych bibliotek zawierajgcych mniej niz 24 prébki lub wiecej niz 36 probek nie
zostato zwalidowane przez lllumina Modut analityczny TruSight do sekwencjonowania klinicznego
genu mukowiscydozy, wer. 2.0 Micro.
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Importuj arkusz prébek

Informacje na temat prébek mozna zaimportowac z dwéch rodzajéw plikdw:

* Pliku z informacjami o probce wyeksportowanego uprzednio z Modut analityczny lokalnego menedzera
przebiegu do sekwencjonowania klinicznego genu mukowiscydozy, wer. 2.0 przy uzyciu funkcji
eksportowania.

* Szablonu, ktéry mozna wygenerowac przy uzyciu polecenia Template (Szablon) na ekranie Create Run
(Tworzenie przebiegu). Plik szablonu zawiera wtasciwe nagtdwki kolumn do zaimportowania danych wraz z
symbolami zastepczymi w kazdej kolumnie. Szablon nalezy dostosowac przy uzyciu zewnetrznego edytora:
1. Dodac informacje o prébce dla kazdej prébki w przebiegu.

2. Po wprowadzeniu wszystkich informacji usung¢ pozostate symbole zastepcze w nieuzywanych
komorkach.

3. Zapisa¢ plik szablonu.

Aby zaimportowac informacje o prébce:
1. Wybra¢ polecenie Import Samples (Importuj prébki), znalez¢ plik docelowy na liscie, a nastepnie
wybraé go.
Wybra¢ ikone Print (Drukuj), aby wyswietli¢ uktad ptytki.
Wybra¢ opcje Print (Drukuj), aby wydrukowac uktad ptytki jako odniesienie do przygotowania bibliotek.
4. Wybraé opcje Save Run (Zapisz przebieg).
W przypadku wprowadzenia danych dla mniej niz 24 prébek zostanie wyswietlone okno Insufficient

Sample (Niewystarczajgca liczba prébek). Wybra¢ Proceed (Kontynuuj), aby kontynuowaé, lub Cancel
(Anuluj), aby dokonac edycji probek.

/N PRZESTROGA

Sekwencjonowanie z zastosowaniem spulowanych bibliotek zawierajgcych mniej niz 24 prébki
lub wiecej niz 96 prébek nie zostato zwalidowane przez lllumina Modut analityczny lokalnego
menedzera przebiegu do sekwencjonowania klinicznego genu mukowiscydozy, wer. 2.0.
Sekwencjonowanie z zastosowaniem spulowanych bibliotek zawierajgcych mniej niz 24 prébki
lub wiecej niz 36 probek nie zostato zwalidowane przez lllumina Modut analityczny TruSight do
sekwencjonowania klinicznego genu mukowiscydozy, wer. 2.0 Micro.

Edycja przebiegu

Instrukcje na temat edytowania informaciji dotyczacych przebiegu przed rozpoczeciem sekwencjonowania
zawiera Instrukcja obstugi oprogramowania lokalnego menedzera przebiegu do systemu MiSeqDx (nr
dokumentu: 1000000011880).
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Przygotowanie bibliotek

UWAGA
Procedura przygotowania biblioteki na potrzeby Test Cystic Fibrosis 139-Variant Assay do

oznaczania 139 wariantéw genu mukowiscydozy i Test Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay do
sekwencjonowania klinicznego genu mukowiscydozy jest identyczna.

Hybrydyzacja puli oligonukleotydow

Materiaty eksploatacyjne

* 96-dotkowa ptytka do PCR

*  Probki genomowego DNA (gDNA)

* Hybridization Buffer (bufor do hybrydyzacji)
* Dodatnia prébka kontrolna

* Pulaoligonukleotyddéw do mukowiscydozy
* BuforTE

* Samoprzylepna uszczelka z folii aluminiowej

Przygotowanie
1. Przygotowac nastepujgce materiaty eksploatacyjne:

Odczynnik Przechowywanie Instrukcje

Hybridization Buffer ~ Od -25°C do -15°C Doprowadzi¢ do temperatury pokojowej. Przeprowadzic¢ intensywne worteksowanie,

(bufor do aby caty osad zostat catkowicie rozpuszczony, a nastepnie krétkie wirowanie
hybrydyzaciji) probdéwek, aby zebra¢ ciecz.

Pula 0Od -25°C do -15°C Doprowadzi¢ do temperatury pokojowej. Przeprowadzi¢ intensywne worteksowanie,
oligonukleotydow aby caty osad zostat catkowicie rozpuszczony, a nastepnie krétkie wirowanie

do mukowiscydozy probdwek, aby zebraé ciecz.

2. Doprowadzi¢ prébki gDNA i prébke bedacg kontrolg dodatnig do temperatury pokojowej.
3. Ustawi¢ w bloku grzejnym z 96 dotkami temperature 95°C.

4. Podgrzac inkubator do temperatury 37°C.

Procedura

1. Oznaczy¢ nowg 96-dotkowg ptytke PCR jako ,HYB_Plate_ID".

2. Przygotowac ptytke z probkami zgodnie z grafikg dotyczaca ptytki wydrukowang z oprogramowania Local
Run Manager.
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3.

© ® N o g &

Dziatajgc zgodnie z uktadem ptytki wygenerowanym z oprogramowania Local Run Manager, dodac¢ 5 pl
kontroli ujemnej (np. buforu TE) do odpowiedniego dotka ptytki HYB.

Dodac¢ 5 ul probki lub kontroli w stezeniu 50 ng/pul (tagcznie 250 ng) do odpowiednich dotkéw ptytki HYB.
Dodac¢ 5 ul Pula oligonukleotydéw do mukowiscydozy do kazdego dotka na prébke.

Doda¢ 40 pl Hybridization Buffer (bufor do hybrydyzacji) do kazdej prébki na ptytce HYB.

Delikatnie pipetowacé w gore i w dét 3-5 razy w celu zmieszania.

Zamknac¢ ptytke HYB i odwirowac z predkoscig 1000 x g w temperaturze 20°C przez 1 minute.
Umiesci¢ ptytke HYB w bloku podgrzanym do temperatury 95°C i inkubowac¢ przez 1 minute.

. Obnizy¢ ustawienie temperatury bloku grzejnego do 40°C i kontynuowac inkubacje do momentu, az blok

osiggnie temperature 40°C (ok. 80 minut). Stopniowe schtadzanie jest kluczowe, aby uzyskaé¢ odpowiednig
hybrydyzacje.

PUNKT BEZPIECZNEGO WSTRZYMANIA PROCEDURY

Gdy temperatura bloku grzejnego osiggnie 40°C, ptytka HYB bedzie stabilna w statej temperaturze 40°C przez
2 godziny.

Usuwanie niezwigzanych oligonukleotydow

Materiaty eksploatacyjne

Mieszanina do reakcji wydtuzania i ligacji
Ptytka z filtrem

Bufor intensywnie ptuczacy

Universal Wash Buffer

Ptytka MIDI

Przygotowanie

1.

Przygotowac nastepujgce materiaty eksploatacyjne:

Odczynnik Przechowywanie Instrukcje

Mieszanina do reakcji 0Od -25°C do -15°C Doprowadzi¢ do temperatury pokojowe;j.
wydtuzania i ligacji Wymieszac za pomoca wytrzgsarki typu worteks.
Bufor intensywnie ptuczacy 0Od 2°C do 8°C Doprowadzi¢ do temperatury pokojowe;j.

Przeprowadzi¢ intensywne worteksowanie. Upewnic sig, ze cato$¢ osadu
zostata rozpuszczona.

Universal Wash Buffer 0Od 2°C do 8°C Doprowadzi¢ do temperatury pokojowe;j.
Wymieszac za pomocg wytrzasarki typu worteks.

2. Ztozy¢ zespdt ptytki filtrujgcej (FPU) od gory do dotu:
* wieczko,
* Piytka z filtrem
Nr dokumentu: 1000000097720, wer. 04 352125
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* kotnierz adaptera,

* Piytka MIDI

Przeprowadzi¢ mycie wstepne membrany ptytki z filtrem zgodnie z ponizszym opisem.

a. Dodaé 45 pl Bufor intensywnie ptuczacy do kazdego dotka.

b. Natozyé wieczko na ptytke z filtrem i wirowaé przez 5 minut przy 2400 x g i temperaturze 20°C.

Sprawdzié, czy ze wszystkich dotkdw ptytki z filtrem zawarto$é odptywa w catosci. Jesli bufor ptuczacy nie
odptywa catkowicie, przeprowadzi¢ ponowne wirowanie z predkoscig 2400 x g w temperaturze 20°C do
momentu, az cato$¢ cieczy przeptynie (dodatkowe 5-10 minut).

/N PRZESTROGA

Bardzo istotne jest kontrolowanie temperatury wirowania podczas procedury mycia. Przed kazdym
uzyciem upewnic sie, ze wirdwka jest wstepnie schtodzona do temperatury 20°C. Jesli temperatura
osiggnie 25°C, moze spowodowac wyzszg swoistos¢ reakcji podczas wigzania starterow. W rzadkich
przypadkach, jesli prébki majg SNV w regionach wigzania starteréw, wyzsza swoisto$¢ moze
prowadzi¢ do wypadania alleli.

Procedura

1.

8.
9.

Usung¢ ptytke HYB z bloku grzejnego i odwirowac¢ z predkoscig 1000 x g w temperaturze 20°C przez 1
minute.

Za pomocg zestawu pipet wielokanatowych, ustawionych na 55 pl, przenies¢ catg objetos¢ kazdej probki do
odpowiednich dotkdw na ptytce z filtrem.

Natozy¢ wieczko na ptytke z filtrem i wirowaé przez 5 minut przy 2400 x g i temperaturze 20°C.
Przeprowadzi¢ mycie ptytki z filtrem zgodnie z ponizszym opisem.

a. Dodaé 45 pl Bufor intensywnie ptuczacy do kazdego dotka na prébke.

b. Natozyé wieczko na ptytke z filtrem i wirowaé przez 5 minut przy 2400 x g i temperaturze 20°C.

Umy¢ ptytke po raz drugi.

Jesli bufor ptuczacy nie odptywa catkowicie, przeprowadzi¢ ponowne wirowanie z predkoscig 2400 x gw
temperaturze 20°C do momentu, az catos¢ cieczy odptynie (dodatkowe 5-10 minut).

Usung¢ catosé cieczy, ktdra sptyneta, i ponownie zmontowac FPU.
Dodac¢ 45 ul Universal Wash Buffer do kazdego dotka na probke.

Natozy¢ wieczko na ptytke z filtrem i wirowac przez 10 minut przy 2400 x g i temperaturze 20°C.

10. Upewnic sie, ze po wirowaniu catosc¢ cieczy sptyneta. W razie potrzeby powtérzy¢ wirowanie.

Wydtuzanie i ligacja zwigzanych oligonukleotydow

Materiaty eksploatacyjne

Mieszanina do reakcji wydtuzania i ligacji
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* Samoprzylepna uszczelka z folii aluminiowej

Procedura

1. Dodac 45 pl Mieszanina do reakcji wydtuzania i ligacji do kazdego dotka na prébke na ptytce z filtrem.
2. Zapieczetowad ptytke z filtrem, a nastepnie przykryé pokrywka.

3. Inkubowac ptytke FPU we wstepnie nagrzanym inkubatorze o temperaturze 37°C przez 45 minut.

4

W czasie inkubaciji ptytki FPU przygotowac ptytke AMP (przeznaczong do amplifikacji) zgodnie z opisem
W ponizszym punkcie.

Amplifikacja metodg PCR

Materiaty eksploatacyjne

* 96-dotkowa ptytka do PCR

* Zamkniecie ptytki do PCR

* Startery do indeksowania (A501-A508 i A701-A712)
* 10 NNaOH

* PCR Master Mix

* Polimeraza PCR

* Probdwka stozkowa o pojemnosci 15 ml

Przygotowanie

1. Okresli¢, jakie startery indeksujgce majg zostac uzyte zgodnie z graficznym uktadem ptytki w
oprogramowaniu Local Run Manager.

2. Przygotowac nastepujgce materiaty eksploatacyjne:

Odczynnik Przechowywanie Instrukcje

Startery do indeksowania (A501- 0Od -25°C do -15°C Doprowadzi¢ do temperatury pokojowe;j.

A508i A701-A712) Worteksowac w celu zmieszania, a nastepnie krétko wirowac.
Polimeraza PCR 0Od -25°C do -15°C Pozostawi¢ w zamrazarce do czasu, gdy bedzie trzeba

przygotowac roztwér roboczy PCR.

PCR Master Mix 0Od -25°C do -15°C Doprowadzi¢ do temperatury pokojowe;j.
Worteksowaé w celu zmieszania, a nastepnie krotko wirowac.

3. Przygotowac swiezy roztwor 0,05 N NaOH, dodajac 25 ul 10 N NaOH do 4975 pl wody pozbawionej
RNazy/DNazy.

4. Oznaczy¢ nowg 96-dotkowg ptytke PCR jako AMP.
Dodac startery indeksujgce do ptytki AMP w nastepujgcy sposob.

a. Doda¢ 4 pl wybranych Startery do indeksowania 2 (A501-A508) do odpowiedniego dotka na ptytce
AMP.
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b. Usung¢ oryginalne biate nasadki, a nastepnie zastosowaé nowe biate nasadki.

c. Doda¢ 4 pl wybranych Startery do indeksowania 1 (A701-A712) do odpowiedniego rzedu na ptytce AMP.
d. Usung¢ oryginalne pomaranczowe nasadki, a nastepnie zastosowa¢ nowe pomaranczowe nasadki.
Przygotowac nastepujgce materiaty eksploatacyjne:

Odczynnik Przechowywanie Instrukcje

Polimeraza 0Od -25°Cdo-15°C Wyjac¢ z miejsca przechowywania i krétko wirowac. Przej$¢ natychmiast do nastepnego
PCR kroku.
Jesli polimeraza PCR bedzie potrzebna do dodatkowych przygotowan, wréci¢ do miejsca
przechowywania po przygotowaniu roztworu roboczego PCR.

Przygotowac roztwor roboczy PCR w opisany ponizej sposoéb.

UWAGAW ponizszej instrukcji podano objetosci wymagane do przetworzenia 96 prébek. W przypadku
mniejszej liczby prébek nalezy odpowiednio dostosowac objetosci, aby zachowacd odczynniki.

a. W przypadku 96 prébek dodac 56 ul Polimeraza PCR do 2,8 ml PCR Master Mix.

b. Odwrdci¢ 20-krotnie w celu zmieszania.
Roztwor roboczy PCR pozostaje stabilny w temperaturze pokojowej przez 10 minut.

Procedura

N

o g~ w

10.
11.

Wyjaé zespodt ptytki z filtrem z inkubatora, a nastepnie zdjgé zamkniecie.

Natozy¢ wieczko na ptytke z filtrem, a nastepnie wirowac¢ przez 2 minuty z predkoscig 2400 x g w
temperaturze 20°C.

Dodac¢ 25 ul 0,05 N NaOH do kazdego dotka na ptytce z filtrem.

Pipetowac w gére i w dot 5-6 razy.

Natozyc¢ wieczko na ptytke z filtrem i inkubowa¢ w temperaturze pokojowej przez 5 minut.

Podczas inkubaciji ptytki z filtrem przenies¢ 22 ul PCR Master Mix do kazdego dotka ptytki AMP
zawierajgcego startery indeksujgce.

Przenies¢ probki poddane elucji z filtra na ptytke AMP zgodnie z ponizszym opisem.

a. Pipetowad probki w pierwszej kolumnie ptytki z filtrem w gére i w dot 5-6 razy.

b. Przenies$¢ 20 ul z ptytki z filtrem do odpowiedniej kolumny ptytki AMP.

c. Delikatnie pipetowac w gére i w doét 5-6 razy, aby doktadnie potgczyé DNA z PCR Master Mix.
d

Powtdrzy¢ czynnosci zwigzane z przenoszeniem dla pozostatych kolumn z ptytki z filtrem na ptytke
AMP.

Zamknac ptytke AMP i zabezpieczy¢ watkiem gumowym.

Wirowac przez 1 minute z predkoscig 1000 x g w temperaturze 20°C.
Przenies¢ ptytke AMP do obszaru po amplifikacji.

Przeprowadzi¢ reakcje PCR, stosujgc nastepujgcy program w termocyklerze:

* 95°C przez 3 minuty
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* 25cyKkli
* 95°C przez 30 sekund
* 62°C przez 30 sekund
* 72°C przez 60 sekund
* 72°C przez 5 minut

* Pozostawié w temperaturze 10°C.

PUNKT BEZPIECZNEGO WSTRZYMANIA PROCEDURY

Jesli bezposrednio pdzniej nie jest przeprowadzane czyszczenie PCR, ptytke AMP mozna pozostawi¢ w
termocyklerze przez noc. Mozna jg tez przechowywacé w temperaturze od 2°C do 8°C przez maksymalnie 48
godzin.

Czyszczenie PCR

Materiaty eksploatacyjne

* Probdwka stozkowa o pojemnosci 50 ml

* Samoprzylepne, jednorazowe zamknigcia ptytki
* Dwie ptytki MIDI

* Elution Buffer (bufor do eluciji)

* Nosniki do czyszczenia PCR

Przygotowanie

1. Przygotowac nastepujgce materiaty eksploatacyjne:

Odczynnik Przechowywanie Instrukcje

Nosniki do czyszczenia PCR 0Od 2°C do 8°C Odstawi¢ na 30 minut w celu doprowadzenia do temperatury pokojowe;j.
2. Przygotowac dla 96 probek swiezy 80% roztwor EtOH, wykorzystujgc 36 ml absolutnego EtOH i 9 ml wody

pozbawionej-DNazy/RNazy. Doktadnie wymieszad.

UWAGAW przypadku przetwarzania liczby prébek mniejszej niz 96 nalezy odpowiednio dostosowac objetosci
odczynnikéw, aby zachowac odczynniki.

Procedura

1. Ptytke AMP odwirowac z predkoscig 1000 x g w temperaturze 20°C przez 1 minute.
2. 0Oznaczy¢ nowag ptytke MIDI jako ,,CLP_Plate_ID” (ptytka do czyszczenia).
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3. Odwrdcié¢ Nosniki do czyszczenia PCR 10 razy. Poddad intensywnemu worteksowaniu, a nastepnie
odwrdcic¢ jeszcze 10 razy. Przeprowadzi¢ kontrole wzrokowg roztworu, aby upewnic sie, ze nosniki zostaty
ponownie zawieszone.

Doda¢ 45 pl Nosniki do czyszczenia PCR do kazdej studzienki ptytki CLP.

Przenies¢ catos¢ produktu reakcji PCR z kazdego dotka ptytki AMP do odpowiedniego dotka w ptytce CLP.
Zamkna¢ i wstrzgsac¢ we wstrzgsaczu mikroptytek przez 2 minuty z predkoscig 1800 obr./min.

Inkubowaé w temperaturze pokojowej bez wstrzgsania przez 10 minut.

Umiesci¢ ptytke na podstawce magnetyczneji odczekad, az ciecz stanie sie przejrzysta (ok. 2 minuty).

© ® N o g &~

Gdy ptytka CLP znajduje sie na podstawce magnetycznej, ostroznie odprowadzi¢ i usunagé nadsacz.
10. Przemywac kuleczki zgodnie z ponizszym opisem.

a. Pozostawi¢ na podstawce magnetyczneji dodaé 200 ul $wiezego 80% roztworu EtOH do kazdego
dotka.

b. Odczekaé co najmniej 30 sekund lub do momentu, gdy nadsgcz stanie sie przejrzysty.
c. Odprowadzi¢ catos¢ nadsaczu z kazdego dotka i usunac.
11. Przemy¢ kuleczki po raz drugi.
12. Za pomocg zestawu pipet wielokanatowych P20, ustawionych na 20 ul, usungé nadmiar roztworu EtOH.
13. Zdja¢ ptytke CLP z podstawki magnetyczneji suszy¢ nosniki na powietrzu przez 10 minut.
14. Doda¢ 30 ul Elution Buffer (bufor do elucji) do kazdej prébki.

15. Zamkng¢ ptytke CLP i wstrzgsacé we wstrzgsaczu mikroptytek przez 2 minuty z predkoscig 1800 obr./min.
Po wstrzgsaniu sprawdzi¢, czy nastgpito ponowne zawieszenie prébek. Jesli nie, powtdrzy¢ ten krok.

16. Inkubowaé w temperaturze pokojowej przez 2 minuty.

17. Umiesci¢ ptytke CLP na podstawce magnetyczneji odczekaé, az nadsacz stanie sie przejrzysty (ok. 2
minuty).

18. Oznaczy¢ nowag ptytke MIDI jako LNP.

19. Przenies¢ 20 yl nadsaczu z kazdego dotka ptytki CLP do odpowiedniego dotka w ptytce LNP.

20. [Opcjonalnie] Przenies$¢ pozostate 10 ul nadsgczu z ptytki CLP na nowg ptytke i oznaczy¢ jg nazwg oraz
data przebiegu. Przechowywac te ptytke w temperaturze od -25°C do -15°C do momentu zakoiczenia
sekwencjonowania i analizy danych. Oczyszczone produkty PCR mozna wykorzystaé w razie
niepowodzenia oznaczenia prébek.

PUNKT BEZPIECZNEGO WSTRZYMANIA PROCEDURY

Przerywajgc prace w tym momencie, nalezy zamkna¢ ptytke LNP i odwirowac z predkoscig 1000 x g w
temperaturze 20°C przez 1 minute. Ptytka pozostanie stabilna przez maksymalnie 3 godziny w temperaturze od
2°C do 8°C.
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Normalizacja biblioteki i pulowanie

Materiaty eksploatacyjne

* Probowka stozkowa o pojemnosci 15 ml
* 96-dotkowa ptytka do PCR

*  Probdéwki do mikrowiréwki

* Library Beads (kuleczki z biblioteka)

* Bufor do rozcieniczen biblioteki

* RozcieAczalnik do normalizacji biblioteki
* Bufor ptuczacy do normalizacji biblioteki
* 10N NaOH

* Woda pozbawiona RNaz/DNaz

Przygotowanie

1. Przygotowac nastepujgce materiaty eksploatacyjne:

Odczynnik Przechowywanie Instrukcje

Library Beads Od 2°C do 8°C Doprowadzi¢ do temperatury pokojowe;j.
(kuleczki z biblioteka)

Bufor do rozcienczen 0d -25°C do -15°C Doprowadzi¢ do temperatury pokojowej. Przeprowadzi¢ intensywne

biblioteki worteksowanie. Upewnic sig, ze cato$¢ osadu zostata rozpuszczona.
Rozcienczalnik do 0Od -25°C do -15°C Doprowadzi¢ do temperatury pokojowej. Przeprowadzi¢ intensywne
normalizacji biblioteki worteksowanie. Upewni¢ sig, ze cato$¢ osadu zostata rozpuszczona.
Bufor ptuczacy do 0Od 2°C do 8°C Doprowadzi¢ do temperatury pokojowej. Przeprowadzi¢ intensywne
normalizaciji biblioteki worteksowanie.

2. Przygotowacd swiezy roztwor 0,1 N NaOH, dodajgc 50 ul 10 N NaOH do 4950 pl wody pozbawionej
RNazy/DNazy.

Procedura

1.  Wymieszaé Rozcienczalnik do normalizacji biblioteki i umiesci¢ Library Beads (kuleczki z bibliotekg) w nowej
stozkowej probdwce o pojemnosci 15 ml w nastepujgcy sposob.

UWAGAW ponizszej instrukcji podano objetosci wymagane do przetworzenia 96 prébek. W przypadku
mniejszej liczby prébek nalezy odpowiednio dostosowac objetosci, aby zachowac¢ odczynniki.
Objetosci muszg by¢ dostosowane do maksymalnie 36 probek podczas przygotowywania
bibliotek do uzytku z Zestaw odczynnikéw MiSeqDx Reagent Kit v3 Micro i modutami
analitycznymi Micro.

a. W przypadku 96 prébek dodacd 4,4 ml Rozcienczalnik do normalizacji biblioteki.
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b. Przeprowadzi¢ intensywne worteksowanie Library Beads (kuleczki z bibliotekg) przez 1 minute,
stosujgc sporadyczne odwracanie, do momentu ponownego zawieszenia nosnikow i braku skupisk na
dnie probdéwki po jej odwrdceniu.

c. Pipetowac Library Beads (kuleczki z bibliotekg) w gére i w d6t 10-krotnie w celu ponownego
zawieszenia.

/N PRZESTROGA

Bardzo istotne jest doprowadzenie do petnego zawieszenia skupiska nosnikéw biblioteki na dnie
probdéwki. Zastosowanie koncéwek P1000 do pipet zapewnia, ze nosniki zostang ponownie
zawieszone w jednolity sposdb, a na dnie prébki nie pozostang skupiska nosnikéw. Ma to
kluczowe znaczenie dla osiggniecia jednorodnej gestosci klastra w komorze przeptywowej
aparatu.

d. W przypadku 96 probek przepipetowacé 800 pul Library Beads (kuleczki z bibliotekg) do probdwki
stozkowej zawierajgcej Rozcienczalnik do normalizacji biblioteki.
e. Zmieszac, odwracajgc probowke 15-20 razy.

Dodac¢ 45 ul roztworu roboczego Rozcienczalnik do normalizacji biblioteki/Library Beads (kuleczki z
bibliotekg) do kazdego dotka ptytki LNP.

Zamkna¢ i wstrzgsac¢ we wstrzgsaczu mikroptytek przez 30 minut przy 1800 obr./min.

UWAGA Jesli sekwencjonowanie ma by¢ przeprowadzone tego samego dnia, nalezy rozpoczagé
rozmrazanie kasety odczynnikdw. Nalezy postepowac zgodnie z instrukcjg rozmrazania kasety z
odczynnikiem MiSegDx podanymi w punkcie Przygotowanie do sekwencjonowania na stronie 44.

Umiescié ptytke LNP na podstawce magnetyczneji odczekaé, az ciecz stanie sie przejrzysta (ok. 2 minuty).

Gdy ptytka LNP znajduje sie na podstawce magnetycznej, ostroznie odprowadzi¢ i usungé nadsacz.

Zdjag¢ ptytke LNP z podstawki magnetyczneji umy¢ nosniki za pomocg Bufor ptuczacy do normalizacji

biblioteki:

a. Dodac 45 pul Bufor ptuczacy do normalizacji biblioteki do kazdego dotka na prébke.

b. Zamkna¢ ptytke LNP i wstrzgsac¢ we wstrzgsaczu mikroptytek przez 5 minut przy 1800 obr./min.

c. umiesci¢ ptytke na podstawce magnetycznej na co najmniej 2 minuty lub do momentu, gdy nadsacz
stanie sie przejrzysty;

d. ostroznie odprowadzié i usungé nadsacz.

Powtdrzy¢ procedure z zastosowaniem Bufor ptuczgcy do normalizacji biblioteki, jak opisano w poprzednim
kroku.

Za pomoca zestawu pipet wielokanatowych P20, ustawionych na 20 pl, usung¢ nadmiar roztworu Bufor
ptuczgcy do normalizacji biblioteki.

9. Zdja¢ ptytke LNP z podstawki magnetycznej, a nastepnie doda¢ 30 ul 0,1 N NaOH do kazdego dotka.

10. Zamkng¢ ptytke LNP i wstrzgsac¢ we wstrzgsaczu mikroptytek przez 5 minut przy 1800 obr./min.

11. Podczas 5-minutowej elucji oznaczy¢ nowg 96-dotkowa ptytke PCR jako SGP.
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12.
13.

14.

15.

16.
17.

18.
19.

20.

21.

22.

23.
24.
25.
26.

Doda¢ 30 pl Bufor do przechowywania biblioteki do kazdej studzienki.

Upewni¢ sie, ze wystgpito petne ponowne zawieszenie wszystkich prébek w ptytce LNP. W przypadku
braku petnego ponownego zawieszenia probek nalezy delikatne pipetowac prébki w gére i w dét lub lekko
stukna¢ ptytka o blat, a nastepnie wstrzgsac przez kolejne 5 minut.

Umiesci¢ ptytke LNP na podstawce magnetycznej na co najmniej 2 minuty.

Za pomoca zestawu pipet wielokanatowych, ustawionych na 30 pl, przeniesé nadsgcz z ptytki LNP na ptytke
SGP. Delikatnie pipetowac¢ w gére i w dot 5 razy w celu zmieszania.

Zamknac¢ ptytke SGP, a nastepnie wirowac¢ przez 1 minute z predkoscig 1000 x g w temperaturze 20°C.

Poddac¢ bufor do rozcieniczania bibliotek worteksowaniu i upewnic sie, ze cato$¢ osadu zostata catkowicie
rozpuszczona. Przeprowadzié¢ krétkie wirowanie w celu zebrania zawartosci.

Oznaczy¢ nowa probdéwke do mikrowirdwki jako PAL.

Okresli¢ liczbe probek do utworzenia puli sekwencjonowania. Do sekwencjonowania mozna potaczyé
maksymalnie 96 prébek przy uzyciu Zestaw odczynnikéw MiSeqDx Reagent Kit v3 i modutéw analizy innych
niz Micro. Do sekwencjonowania mozna potgczy¢ maksymalnie 36 probek przy uzyciu Zestaw odczynnikéw
MiSegDx Reagent Kit v3 Micro i modutéw analizy Micro.

Przenies¢ 5 pl kazdej biblioteki przeznaczonej do sekwencjonowania z kazdego dotka ptytki SGP, kolumna
po kolumnie, do odpowiedniego dotka podstawki PCR z o$mioma probdéwkami.

Przenies¢ zawartos¢ podstawki PCR z osmioma probdwkami do probdwki PAL. Worteksowaé probdwke
PAL do pethego zmieszania.

Zamkna¢ ptytke SGP samoprzylepnym zamknieciem i oznaczy¢ nazwag oraz datg przebiegu.

UWAGA Ptytke SGP mozna przechowywac¢ w temperaturze od -25°C do -15°C przez okres do 3 dniiw
razie potrzeby uzy¢ jej do ponownego spulowania bibliotek.

Oznaczy¢ 2-3 nowe probowki do mikrowiréwki jako DAL.
Doda¢ do probdwek DAL 585 ul buforu do rozciefczania bibliotek.
Przenies¢ 9 pl PAL do kazdej probdwki DAL zawierajgcej bufor do rozcienczania bibliotek.

Pipetowac w gére i w dét 3-5 razy w celu przeptukania koncowki i upewnic sig, ze zostat przeniesiony caty
materiat.

PUNKT BEZPIECZNEGO WSTRZYMANIA PROCEDURY

Jesli bezposrednio pdzniej nie nastepuje sekwencjonowanie w aparacie MiSegDx, mozna przechowywac
probowki DAL w temperaturze od —-25°C do -15°C przez maksymalnie 28 dni.
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Sekwencjonowanie

Przygotowanie do sekwencjonowania

Materiaty eksploatacyjne

* Zestaw odczynnikédw MiSegDx Reagent Kit v3 lub Zestaw odczynnikdw MiSegDx Reagent Kit v3 Micro

¢ Bufor do rozcienczen biblioteki

* Biblioteka kontroli wewnetrznej PhiX

Przygotowanie

1. Ustawié temperature 96°C w bloku grzejnym odpowiednim dla probdéwek do wiréwki o pojemnosci 1,5 ml.

2. Przygotowac kapiel z lodem w pojemn

iku na lod.

3. Przygotowacd nastepujgce materiaty eksploatacyjne:

Odczynnik Przechowywanie

Bufor do rozcienczen 0d -25°C do -15°C
biblioteki

Biblioteka kontroli 0Od -25°C do -15°C
wewnetrznej PhiX

Kaseta zestawu 0Od -25°C do -15°C
odczynnikéw

MiSegDx Reagent Kit

v3 lub Zestaw

odczynnikéw

MiSeqDx Reagent Kit

v3 Micro

Komora przeptywowa  Od 2°C do 8°C
aparatu MiSegDx

Roztwdr MiSeqDx 0d 2°C do 8°C
SBS Solution(PR2)

Denaturacja i rozcienc
PhiX

Materiaty eksploatacyjne
* Woda pozbawiona DNazy/RNazy

Nr dokumentu: 1000000097720, wer. 04

Instrukcje

Rozmrazaé w temperaturze pokojowej. Wymieszac za pomoca wytrzagsarki typu
worteks. Upewnic¢ sie, ze cato$¢ osadu zostata rozpuszczona. Wirowac przez krotki
czas i wlozy¢ do kapieli z lodem. Dodatkowe Bufor do rozcienczen biblioteki sg
dostarczane wraz z Zestaw odczynnikéw MiSegDx Reagent Kit v3 alboZestaw
odczynnikéw MiSegDx Reagent Kit v3 Micro w razie potrzeby.

Rozmrazacé w temperaturze pokojowej. Wiozy¢ do kapieli z lodem.

Pozostawic kasete odczynnikow do rozmrozenia w kgpieli wodnej w temperaturze
pokojowej na okoto 90 minut lub do momentu catkowitego rozmrozenia. Dodatkowe
informacje dotyczace przygotowania kasety odczynnikéw, patrz Instrukcja obstugi
aparatu MiSeqDx dla oprogramowania MOS w wer. 2 (nr dokumentu:
1000000021961).

Doprowadzi¢ do temperatury pokojowej. Dodatkowe informacje dotyczgce
przygotowania komory przeptywowej, patrz Instrukcja obstugi aparatu MiSegDx dla
oprogramowania MOS w wer. 2 (nr dokumentu: 71000000021961).

Doprowadzi¢ do temperatury pokojowej. Dodatkowe informacje dotyczace
przygotowania roztworu SBS, patrz Instrukcja obstugi aparatu MiSegDx dla
oprogramowania MOS w wer. 2 (nr dokumentu: 1000000021961).

zanie Biblioteka kontroli wewnetrznej

442125
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10 N NaOH

Bufor do rozcienczen biblioteki
Biblioteka kontroli wewnetrznej PhiX
Bufor TE

Probdéwka stozkowa o pojemnosci 15 ml

Probdwki do mikrowirowki

Przygotowanie

1.

W probdwce stozkowej potgczy¢ nastepujgce objetosci, aby przygotowac 0,1 N roztwoér NaOH:
* Woda pozbawiona DNazy i RNazy (2475 pl)
* Podstawowy roztwdr 10 N NaOH (25 pl)

Odwréci¢ probowke kilkakrotnie w celu wymieszania.
/N PRZESTROGA

Stosowanie $wiezo rozcienczonego NaOH jest kluczowe, aby nastgpito petne denaturowanie
probek do generaciji klastra w aparacie MiSeqDx.

Jesli przygotowanie kontroli PhiX nastgpi tego samego dnia co normalizacja biblioteki, mozna wykorzystaé
ten sam roztwoér podstawowy 0,1 N NaOH.

Potgcz nastepujgce objetosci, aby rozciericzyé Biblioteka kontroli wewnetrznej PhiX do 2 nM:

* 10 nM Biblioteka kontroli wewnetrznej PhiX (2 ul)

* 11X bufor TE (8 pl)

Nalezy potgczy¢ nastepujgce objetosci w celu przygotowania 1 nM roztworu Biblioteka kontroli
wewnetrznej PhiX:

* 2 nM Biblioteka kontroli wewnetrznej PhiX (10 pl)

* 0,7NNaOH (10 pl)

Przeprowadzi¢ krotkie worteksowanie w celu wymieszania.

Wirowac 1 nM roztwér kontroli wewnetrznej PhiX z predkoscig 280 x g w temperaturze 20°C przez 1 minute.

Inkubowacd przez 5 minut w temperaturze pokojowej, aby doprowadzi¢ do denaturowania roztworu
biblioteki kontroli wewnetrznej PhiX na pojedyncze nici.

W nowej probdéwce do mikrowiréwek potgczy¢ nastepujgce objetosci w celu przygotowania 20 pM roztworu
biblioteki kontroli wewnetrznej PhiX:

* Denaturowany Biblioteka kontroli wewnetrznej PhiX (2 ul)

* Wstepnie schtodzony Bufor do rozciericzen biblioteki (98 pl)
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/N PRZESTROGA

Denaturowany roztwor 20 pM Biblioteka kontroli wewnetrznej PhiXmozna przechowywac przez 3
tygodnie w temperaturze od —-25°C do -15°C jako porcje do jednokrotnego uzytku.

Przygotowanie prébek do sekwencjonowania

o

© ® N O

Kontynuowac z jedng probdwkg DAL do sekwencjonowania.
Jesli probéwka DAL byta przechowywana w stanie zamrozonym, nalezy jg catkowicie rozmrozié¢ i zmieszaé
przez pipetowanie w goére i w dot.

Jesli Biblioteka kontroli wewnetrznej PhiX 20 pM byta przechowywana w stanie zamrozonym, wyjg¢ porcje
do jednokrotnego uzytku, catkowicie rozmrozi¢, wymieszac przez worteksowanie, a nastepnie krétko
wirowac.

Dodac¢ 6 pl Biblioteka kontroli wewnetrznej PhiX 20 pM do probdéwki DAL.

Pipetowac w gore i w dot 3-5 razy w celu przeptukania koncéwki i upewnic sie, ze zostat przeniesiony caty
materiat.

Wymieszaé zawartos¢ probdwki DAL, worteksujac jg z najwiekszg predkoscia.
Probdwke DAL odwirowac z predkoscig 1000 x g w temperaturze 20°C przez 1 minute.
Probdwke DAL inkubowac¢ w bloku grzejnym w temperaturze 96°C przez 2 minuty.

Po zakonczeniu inkubacji probdwke DAL odwréci¢ 1-2 razy, a nastepnie natychmiast wiozy¢ jg do kapieli z
lodem.

10. Probowke DAL (spulowane biblioteki) pozostawi¢ w kapieli z lodem przez 5 minut.

Ladowanie spulowanych bibliotek do kasety

1.

Za pomocg nowej koncowki pipety o pojemnosci 1 ml przedziurawié folie zabezpieczajgcg zbiorniczek
kasety odczynnikdéw z oznaczeniem Load Samples (Ladowanie prébek).

2. Wkropli¢ pipetg 600 ul z probdwki DAL do zbiorniczka z oznaczeniem Load Samples (Ladowanie prébek).
Nie dotykac¢ foliowego zamkniecia.

3. Po zatadowaniu probki sprawdzié, czy w zbiorniczku nie ma pecherzykdéw powietrza. Jesli wystepuja
pecherzyki, delikatnie stukngé kasetg o blat w celu uwolnienia pecherzykdw.

4. Przejs$¢ bezposrednio do konfiguracji przebiegu za pomocg interfejsu oprogramowania MiSeq Operating
Software (MOS). Dodatkowe informacje dotyczgce konfiguracji przebiegu w MiSeqDx mozna znalez¢
w Instrukcja obstugi aparatu MiSegDx dla oprogramowania MOS w wer. 2 (nr dokumentu: 1000000021961).
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Ptukanie po przebiegu, w tym ptukanie linii
WZOrcowej

Po zakonczeniu sekwencjonowania zdecydowanie zaleca sie przeprowadzenie ptukania po przebiegu wraz z
ptukaniem linii wzorcowej.

/N PRZESTROGA

Brak przeprowadzenia ptukania linii wzorcowej moze wptynac na liczbe rozpoznan kontroli ujemnej w
kolejnym przebiegu.

UWAGA Procedura mycia po przebiegu dotyczaca Test Cystic Fibrosis 139-Variant Assay do oznaczania 139
wariantéw genu mukowiscydozy i Test Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay do
sekwencjonowania klinicznego genu mukowiscydozy jest identyczna.

Materiaty eksploatacyjne

*  Probdéwki do mikrowiréwki

* Woda o jakosci laboratoryjnej

* Tween 20

* Podchloryn sodu o stezeniu 5%

*  Probdéwka MiSeq
OSTRZEZENIE

Ten zestaw odczynnikdw zawiera potencjalnie niebezpieczne substancje chemiczne. Wdychanie,
potkniecie, kontakt ze skora i kontakt z oczami moga powodowac uszczerbek na zdrowiu. Nalezy nosi¢
wyposazenie ochronne, w tym ochrone oczu, rekawiczki oraz fartuch laboratoryjny odpowiednie do
ryzyka narazenia. Zuzyte odczynniki nalezy traktowac jako odpady chemiczne i pozbywac sie ich zgodnie
z odpowiednimi przepisami regionalnymi, krajowymi i lokalnymi. Dodatkowe informacje dotyczgce ochrony
srodowiska, zdrowia i bezpieczerstwa zawiera karta charakterystyki dostepna na stronie
support.illumina.com/sds.html.

Przygotowanie

1. Przygotowad w opisany ponizej sposdb swiezy roztwor ptuczacy, zawierajgcy odczynnik Tween 20 i wode
0 jakosci laboratoryjnej.
a. Dodac¢ 5 ml100% roztworu odczynnika Tween 20 do 45 ml wody o jakosci laboratoryjnej. W ten sposoéb
uzyskuje sie 10% roztwoér odczynnika Tween 20.
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b. Dodac¢ 25 ml10% roztworu odczynnika Tween 20 do 475 ml wody o jakosci laboratoryjnej. W ten sposdb
uzyskuje sie 0,5% roztwor ptuczacy na bazie odczynnika Tween 20.

c. Odwrdcic¢ piec razy, aby zmieszad.
2. Przygotowad w opisany ponizej sposodb swiezy roztwor ptuczacy podchlorynu sodu z wodg o jakosci
laboratoryjnej.
a. Dodac¢ 36 pl 5% roztworu podchlorynu sodu do 864 pl wody o jakosci laboratoryjnej. W ten sposdb
uzyskuje sie roztwdr podchlorynu sodu o stosunku rozcienczenia 1:25.
b. Dodac 50 pl roztworu podchlorynu sodu o stosunku rozcienczenia 1:25 do 950 pl wody o jakosci
laboratoryjnej w probdéwce MiSeq.

3. Zastosowanie odpowiedniego stezenia podchlorynu sodu ma istotne znaczenie. Nalezy pamietaé o
sprawdzeniu na etykiecie produktu informacji o stezeniu procentowym roztworu podchlorynu sodu. Jesli
stezenie bedzie zbyt wysokie, generacja klastra moze zakonczy¢ sie niepowodzeniem w kolejnych
przebiegach. W przypadku braku roztworu podchlorynu sodu o stezeniu 5% nalezy przygotowa¢ 1 ml 0,01%
roztworu podchlorynu sodu w wodzie o jakosci laboratoryjnej. Nie uzywac¢ podchlorynu sodu do mycia
konserwacyjnego ani mycia zabezpieczajgcego.

4. Przygotowac w opisany ponizej sposdb sktadniki Swiezego roztworu ptuczacego.

a. Dodac¢ 6 mlroztworu ptuczgcego do kazdego zbiornika na tacy do mycia.

b. Dodac¢ 350 ml roztworu ptuczgcego do tryskawki o objetosci 500 ml.

Procedura

1. Wprowadzi¢ probéwke MiSeq zawierajgca 0,01% roztwor ptuczacy podchlorynu sodowego w pozycji 17
tacki do mycia. Upewni¢ sie, ze szyjka probdéwki jest zréwnana z taca.
Probdwka wyprze odczynnik Tween 20 i wodny roztwdr ptuczacy o jakosci laboratoryjnej z pozycji 17.

Rysunek 2 Probdwka MiSeq w pozycji 17 tacki do mycia
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10.
1.
12.

13.

/N PRZESTROGA

Nalezy pamietac¢, aby wprowadzac¢ probdowke MiSeq z podchlorynem sodowym tylko w pozycji 17
tacki. Wprowadzenie probdwki w innej pozycji moze spowodowac nieudang generacje klastra w
kolejnych przebiegach.

Po zakonczeniu przebiegu wybrac¢ opcje Start Wash (Rozpocznij ptukanie).
Oprogramowanie automatycznie podnosi dozowniki w chtodziarce odczynnikéw.

Na ekranie ptukania po przebiegu wybra¢ opcje Perform optional template line wash (Przeprowadz
opcjonalne ptukanie linii wzorcowej).

Otworzy¢ drzwiczki przedziatu odczynnikdéw oraz drzwiczki chtodziarki odczynnikéw i wysung¢ z
chtodziarki uzywang kasete odczynnikéw.

Wsung¢ tace do mycia do chtodziarki odczynnikéw az do wyczucia oporu, a nastepnie zamkng¢ drzwiczki
chtodziarki.

Podnies¢ uchwyt dozownika przed butelkg z roztworem Roztwdér MiSeqDx SBS Solution i butelkg na zlewki,
az zablokuje sie na miejscu.

Wyja¢ butelke z roztworem Roztwdr MiSegDx SBS Solution i zastgpié jg tryskawka.

Wyja¢ butelke na zlewki i wyla¢ jej zawarto$¢ zgodnie z przepisami. Ponownie umiesci¢ butelke na zlewki w
przedziale odczynnikéw.

Powoli obnizy¢ uchwyt dozownika. Upewni¢ sie, ze dozowniki zostaty opuszczone do butelki na roztwoér
ptuczacy i butelki na zlewki.

Zamkna¢ drzwiczki przedziatu odczynnikéw.

Wybierz opcje Next (Dalej). Rozpocznie sie mycie po przebiegu.

Po zakonczeniu mycia pozostawi¢ w aparacie uzywang komore przeptywowg, tace do mycia i tryskawke
zawierajgcg pozostaty roztwor ptuczacy.

Dozowniki pozostang na dole i jest to sytuacja normalna. Pozostawi¢ niezuzyty roztwoér ptuczacy na tacy do
mycia i w butelce, aby zapobiec wyschnieciu dozownikdéw i przedostaniu sie powietrza do systemu.

Ponowna analiza zsekwencjonowanych bibliotek

Po sekwencjonowaniu mozna przeprowadzi¢ ponowng analize tego samego zbioru sekwencjonowania,
postepujgc zgodnie z procedurg ponownego umieszczania analizy w kolejce opisang w instrukcji obstugi
oprogramowania lokalnego menedzera przebiegu do systemu MiSeqDx (nr dokumentu: 1000000011880).
Ponowne umieszczanie analizy w kolejce jest ograniczone do modutu pierwotnie uzytego do przeprowadzenia
sekwencjonowania. Ponowne umieszczanie analizy w kolejce pozwala zmienia¢ dane probki i tworzy¢ nowe
raporty.
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UWAGA Spulowane biblioteki wykorzystywane do sekwencjonowania muszg zawiera¢ 24-96 prébek
w przypadku korzystania z Zestaw odczynnikow MiSegDx Reagent Kit v3 albo 24-36 prébek
w przypadku korzystania z Zestaw odczynnikéw MiSegDx Reagent Kit v3 Micro. Raporty dotyczace
podzbioru probek mozna uzyskac, wprowadzajgc mniej probek podczas konfiguracji ponownego
umieszczania w kolejce. Raporty bedg tworzone tylko dla prébek wprowadzonych podczas
konfiguracji ponownego umieszczania w kolejce.

Opcje ponownego testowania dla spulowanych
bibliotek

Test TruSight Cystic Fibrosis 139-Variant Assay do oznaczania 139 wariantéw genu mukowiscydozy uzywa tej
samej procedury przygotowywania biblioteki i odczynnikéw co Test TruSight do sekwencjonowania klinicznego
genu mukowiscydozy. Procedura przygotowania biblioteki wymaga wybrania testu przed rozpoczeciem.
Natomiast w przypadku gdy spulowane biblioteki (probdwki DAL) wymagajg przeprowadzenia dodatkowych
testow (np. powtdrzenia sekwencjonowania lub diagnostyki automatycznej za pomocga innego testu TruSight),
mozna uzy¢ probéwek DAL wedtug potrzeb bez powtarzania procedury przygotowania biblioteki.
Przeprowadzajgc test ponownie, nalezy postepowac zgodnie z nastepujgca procedura:

1. Przeprowadzi¢ konfiguracje zgodnie z instrukcjg w punkcie Wybdr testu i konfiguracja przebiegu na stronie
28.

2. Przeprowadzi¢ sekwencjonowanie bibliotek zgodnie z instrukcjg w punkcie Sekwencjonowanie na stronie
44,

3. Po zakoriczonym sekwencjonowaniu umy¢ aparat MiSeqDx zgodnie z instrukcjg w punkcie Pfukanie po
przebiegu, w tym ptukanie linii wzorcowej na stronie 47.

UWAGA Spulowane biblioteki wykorzystywane do sekwencjonowania muszg zawiera¢ przynajmniej 24-96
prébek w przypadku korzystania z Zestaw odczynnikéw MiSegDx Reagent Kit v3 albo 24-36 prébek
w przypadku korzystania z Zestaw odczynnikdw MiSegDx Reagent Kit v3 Micro. Raporty dotyczace
podzbioru prébek mozna uzyskaé, wprowadzajgc mniej prébek podczas konfiguracji
sekwencjonowania. Wszystkie spulowane prébki zostang poddane sekwencjonowaniu, ale raporty
beda generowane tylko dla préobek wprowadzonych podczas konfiguracji sekwencjonowania.
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Interpretacja wynikow dla Test Cystic Fibrosis
139-Variant Assay do oznaczania 139 wariantéw
genu mukowiscydozy

* Test Test Cystic Fibrosis 139-Variant Assay do oznaczania 139 wariantéw genu mukowiscydozy zostat
opracowany w sposob umozliwiajgcy wykrywanie 139 wariantow genu CFTR, w tym zalecanych przez
ACMG (Tabela 2).

* Wraporcie z testu podane sg nazwy prébek i genotypy dotyczace kazdego wariantu wykrytego dla danej
probki.

Wszystkie prébki sg analizowane pod kgtem 134 wariantéw powodujgcych mukowiscydoze oraz
wariantu R117H zalecanego przez ACMG. W raporcie z testu podawane sg wytgcznie wykryte
zmutowane allele.

Wariant PolyTG/PolyT jest raportowany wytgcznie wtedy, gdy w préobce zostanie zidentyfikowany
wariant R117H. U pacjentéw z wariantem R117H nalezy przeprowadzi¢ dodatkowe badanie w celu
ustalenia, czy wariant PolyTG/PolyT, ktéry moze wptywaé na fenotyp kliniczny [np. 12-13 (TG) lub 5T],
jest w orientacji cis czy trans w stosunku do wariantu R117H.

UWAGA Genotyp PolyTG/PolyT jest okreslany za pomoca testu Test Cystic Fibrosis 139-Variant Assay do

oznaczania 139 wariantow genu mukowiscydozy na podstawie liczenia odczytdw najczesciej
wystepujgcych genotypdw. Ze wzgledu na cyfrowy charakter sekwencjonowania nowej generacji
test moze uzyskac¢ wysoka doktadnosé na podstawie wielu obserwacji. W innych rozwigzaniach
opartych na sekwencjonowaniu wykorzystywanych jest zaledwie kilka obserwacji.

Gdy w prébce znajdzie sie homozygotyczny genotyp F508del lub 1507del, to jesli zostanie wykryty co
najmniej jeden z trzech tagodnych polimorfizméw 1506V, 1507V i F508C, informacja ta jest raportowana
w odniesieniu do probki. Jesli wszystkie trzy tagodne polimorfizmy sg typu dzikiego, w raporcie
wskazane jest, ze warianty 1506V, 1507V i F508C nie sg obecne w prdobce.

UWAGA Poniewaz Test Cystic Fibrosis 139-Variant Assay do oznaczania 139 wariantéw genu

mukowiscydozy jest testem opartym na sekwencjonowaniu, raportowanie trzech tagodnych
polimorfizméw nie zaktdca raportowania delecji F508del lub I1507del. W zwigzku z tym do
wykrytego wyniku nie bedg nanoszone zadne poprawki.

Gdy prébka zostanie zidentyfikowana jako heterozygotyczna i zostang w niej wykryte zaréwno allele
typu dzikiego, jak i zmutowane, wynik dotyczgcy genotypu zostanie zaraportowany jako HET.

Gdy prébka zostanie zidentyfikowana jako homozygotyczna i zostanie w niej wykryty tylko zmutowany
allel, wynik dotyczacy genotypu zostanie zaraportowany jako HOM.
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— Jesliw prébce nie zostanie zidentyfikowany wariant, w raporcie zostanie wskazany brak wykrycia
wariantow w panelu.

* W raporcie z testu podana jest informacja o liczbie rozpoznan w kazdej prébce. Liczba rozpoznan jest
obliczana jako liczba pozycji/regiondw wariantu spetniajgcych zdefiniowany wczesniej prog ufnosci
podzielona przez catkowitg liczbe analizowanych pozycji/regiondéw.

— W przypadku prébek wymagajgcych warunkowego raportowania w obliczeniach liczby rozpoznan sa
uwzgledniane réwniez dodatkowe analizowane warianty.

— Wszystkie warianty, w ktérych zdefiniowana wczesniej wartos¢ ufnosci jest ponizej progu, sg
raportowane jako No call (Brak rozpoznania). Zaleca sie powtdrng analize prébki.

*  Wynik prébki jest uznawany za wazny tylko wtedy, gdy liczba rozpoznan wynosi = 99%. Gdy liczba
rozpoznan wynosi < 99%, wynik jest raportowany jako Fail (Niepowodzenie) i analize prébki nalezy
powtdrzyd.

/N PRZESTROGA

Jesliliczba rozpoznan prébki wynosi < 50%, wynik zostanie zaraportowany jako Fail
(Niepowodzenie), a w raporcie znajdzie sie komentarz Sample Failed (Niepowodzenie prébki).
Informacje o wariancie nie sg wyswietlane. Analize prébki nalezy powtérzyc.

* Zaleca sig, aby warianty, ktorych analiza zostata potwierdzona przy uzyciu prébek syntetycznych (patrz
Doktadnosc na stronie 56), byty weryfikowane przez uzytkownika za pomocg zatwierdzonej metody
poréwnawczej przed zaraportowaniem wyniku pierwszego pacjenta w zakresie takich wariantow

* Jesliw probce zostang zweryfikowane wiecej niz dwa warianty, zaleca sie, aby uzytkownik zweryfikowat
wynik poprzez ponowng analize prébki za pomoca Test TruSight Cystic Fibrosis 139-Variant Assay do
oznaczania 139 wariantéw genu mukowiscydozy i $wiezego ekstraktu gDNA w celu wykluczenia
zanieczyszczenia krzyzowego probki.

UWAGA Gdy liczba wykrytych wariantdw wyniesie 2 lub wiecej, nalezy rozwazy¢ zastosowanie fazowania
haplotypu.

*  Wszystkich interpretacji dotyczgcych wariantéw powinien dokonywaé wykwalifikowany kliniczny genetyk
molekularny albo inna osoba o réwnowaznych kwalifikacjach, zgodnie z miejscowymi procedurami.’
Interpretacja moze by¢ oparta m.in. na nastepujgcych zrédtach: baza danych CFTR2™, praca Sosnaya13,
wytyczne ACMG z 2004 roku’ oraz opinia kolegium ACOG z 2011 roku?. Informacje o sposobie obliczania i
prezentacji wynikdw oraz opis tresci w tekstowym pliku raportowym mozna znalez¢ w instrukcjach
dotyczacych oprogramowania analitycznego dotgczonego do MiSeqDx. W przypadku Local Run Manager
patrz Instrukcja obstugi oprogramowania lokalnego menedzera przebiegu do systemu MiSeqDx (nr
dokumentu: 1000000011880) i Instrukcja wykonywania procedur analitycznych przy uzyciu modutu
lokalnego menedzera przebiegu do oznaczania 139 wariantéw genu mukowiscydozy, wer. 2.0 (nr
dokumentu: 1000000100945) albo Local Run Manager CF 139-Variant 2.0 Micro Analysis Module Workflow
Guide (Instrukcja wykonywania procedur przy uzyciu modutu analitycznego lokalnego menedzera
przebiegu do oznaczania 139 wariantéw genu mukowiscydozy, wer. 2.0 Micro; nr dokumentu: 200017946).
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Interpretacja wynikow dla Test Cystic Fibrosis
Clinical Sequencing Assay do sekwencjonowania
klinicznego genu mukowiscydozy

Test Test Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay do sekwencjonowania klinicznego genu mukowiscydozy
jest przeznaczony do sekwencjonowania wszystkich regiondw kodujgcych biatko w genie CFTR w obrebie 27
eksondw, 5-30 nukleotydow otaczajgcej sekwenciji intronowej, ok. 100 nt otaczajgcej sekwencji przy koncu 5'i
3'regiondéw UTR, a takze dwdéch gtebokich mutacji intronowych (1811+1,6kbA>G, 3489+10kbC>T). Doktadne
informacje o sekwencjonowanych regionach zawiera Tabela 3. Dodatkowo raport z testu obejmuje réwniez
wariant PolyTG/PolyT oraz dwie duze delecje (CFTRdele2,3, CFTRdele22,23).

W raporcie z testu podane sg nazwy prébek i genotypy dotyczace kazdego wariantu wykrytego dla danej
probki.

Odnosnie do kazdego wariantu podawana jest wspétrzedna genomowa, nazwa cDNA wg nomenklatury
Towarzystwa ds. Zmiennosci Genomu Ludzkiego (ang. Human Genome Variation Society, HGVS) oraz
nazwa biatka (jesli jest dostepna).

Typ wariantu jest wskazywany jako wariant pojedynczego nukleotydu (SNV), wariant delecja/insercja
(DIV), wariant PolyTG/PolyT lub duza delecja (DEL).

Rozpoznanie genotypu (zaréwno hetero-, jak i homozygotycznego) mozna wywnioskowac z informacji
o nukleotydzie ,referencyjnym”, ktéry zapewnia sekwencje referencyjng na tej wspoétrzednej
genomowej, a takze z opisu ,wyniku”, ktéry zapewnia informacje o dwdch allelach w pozycji genomowej
w probce. Na przyktad jesli odniesienie to ,G", a wynikiem jest ,,A/G”, wskazuje to na zmiane G>A na tej
wspoétrzednej genomowej oraz ze genotyp jest heterozygotyczny w odniesieniu do tego allelu wariantu.
Podobnie jesli odniesienie to ,,G”, a wynikiem jest , T/T”, wskazuje to na zmiane G>T na tej wspoditrzednej
genomowej oraz ze genotyp jest homozygotyczny w odniesieniu do tego allelu wariantu.

Informacja o gtebokosci sekwencjonowania w pozycji wariantu jest podana w polu Depth (Gtebokos¢),
natomiast czestotliwos¢ allelu — w sekcji Frequency (Czestotliwosg).

W raporcie z testu podana jest informacja o liczbie rozpoznan w kazdej prébce. Liczba rozpoznan jest
obliczana jako liczba pozycji/regiondw wariantu spetniajgcych zdefiniowany wczesniej prég ufnosci
podzielona przez catkowitg liczbe analizowanych pozycji/regiondéw.

Wspodtrzedna genomowa dotyczgca dowolnej pozycji lub dowolnego regionu, dla ktérego wartosé
ufnosci znajduje sie ponizej progu, jest podawana osobno w sekcji Coordinates not called (Wspdtrzedne
bez rozpoznan). Uzytkownik powinien ocenié pozycje, ktére nie zostaty rozpoznane, na podstawie
odpowiednich informacji o wariantach, aby zidentyfikowac¢ warianty, ktére mogty zosta¢ pominiete wraz
z ich czestotliwoscig wystepowania w populacji w celu ustalenia, czy wymagane jest powtdrzenie
analizy proébki.
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Wynik prébki jest uznawany za wazny tylko wtedy, gdy liczba rozpoznan wynosi = 99%. Gdy liczba
rozpoznan wyniesie ponizej 99%, wynik zostanie zaraportowany jako Fail (Niepowodzenie). W takim
przypadku analize prébki nalezy powtérzy¢.

Zaleca sig, aby wszystkie warianty, ktérych wyniki odbiegajg od zatwierdzonych w badaniu doktadnosci
(patrz punkt Doktadnosc na stronie 83), byty weryfikowane przez uzytkownika za pomocg zatwierdzonej
metody poréwnawczej przed zaraportowaniem wyniku pierwszego pacjenta w zakresie takich wariantéw.

UWAGA Gdy liczba wykrytych wariantdw wyniesie 2 lub wiecej, nalezy rozwazy¢ zastosowanie fazowania
haplotypu.

Wszystkich interpretacji dotyczgcych wariantéw powinien dokonywac¢ wykwalifikowany kliniczny genetyk
molekularny lub inna osoba o réwnowaznych kwalifikacjach, zgodnie z miejscowymi procedurami’.
Interpretacja moze by¢ oparta m.in. na nastepujgcych zrédtach: baza danych CFTR2''?, praca Sosnaya™®,
wytyczne ACMG z 2004 roku' oraz opinia kolegium ACOG z 2011 roku?.

Informacje o sposobie obliczania i prezentacji wynikdw oraz opis tresci w tekstowym pliku raportowym
mozna znalez¢ w instrukcjach dotyczgcych oprogramowania analitycznego dotgczonego do MiSeqDx. Dla
Local Run Manager, patrz Instrukcja obstugi oprogramowania lokalnego menedZzera przebiegu do systemu
MiSeqDx (nr dokumentu: 1000000011880) oraz instrukcja modutu lokalnego menedzera przebiegu do
sekwencjonowania klinicznego genu mukowiscydozy, wer. 2.0, patrz (nr dokumentu: 1000000100946) lub
Local Run Manager CF Clinical Seq 2.0 Micro Analysis Module Workflow Guide (Instrukcja wykonywania
procedur przy uzyciu modutu analitycznego lokalnego menedzera przebiegu do sekwencjonowania
klinicznego genu mukowiscydozy, wer. 2.0 Micro; nr dokumentu: 200017945).

W oprogramowaniu Local Run Manager genetyk wprowadzi wartos$¢ interpretacyjng odnosnie do kazdego
wariantu zaraportowanego z prébki, uzywajgc do tego menu rozwijanego. Wybdr wartosci
interpretacyjnych jest nastepujacy: CF-causing (Powoduje mukowiscydoze), Mutation of varying clinical
consequence (Mutacja o réznych skutkach klinicznych), Mutation of unknown significance (Mutacja o
nieznanym znaczeniu) lub Non-CF causing (Nie powoduje mukowiscydozy). Wprowadzona wartos$¢
zostanie dotgczona do pliku z wynikami i wyswietlona w kolumnie interpretacyjnej raportu z testu
sekwencjonowania klinicznego.

Procedury kontroli jakosci

Zgodnie z dobrg praktyka laboratoryjng nalezy oceni¢ materiat kontrolny pod katem ewentualnych réznic pod
wzgledem metod obrdbki krwi i procedur technicznych stosowanych w laboratorium uzytkownika, ktére moga
powodowac istotng rozbiezno$¢ w wynikach.

Kontrola ujemna (NTC lub kontrola bez wzorca) — podczas kazdego przebiegu wymagane jest stosowanie
kontroli ujemnej w celu wykrycia ewentualnych przypadkéw zanieczyszczenia. Wspétczynnik rozpoznan dla
kontroli ujemnej powinien wynosi¢ mniej niz 10%. Jesli kontrola ujemna generuje wspoétczynnik rozpoznan
na poziomie > 10%, a dla poprzedniego przebiegu przeprowadzono ptukanie linii wzorcowej, to podczas
oznaczania mogto wystgpic¢ zanieczyszczenie. Oznaczenie uznaje sie za nieudane i nalezy je w catosci
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powtdrzyé, zaczynajac od przygotowania biblioteki. Ujemna prébka kontrolna zostanie zaraportowana jako
udana, jesli wygeneruje wspdétczynnik rozpoznan na poziomie = 10%, i nieudana, jesli wspotczynnik
rozpoznan wyniesie > 10%.

/N PRZESTROGA

Bardzo wazne jest, aby po kazdym sekwencjonowaniu przeprowadzi¢ ptukanie linii wzorcowe;j,
aby zapobiec podwyzszeniu wspotczynnika rozpoznan kontroli ujemnej. Jesli wspdtczynnik
rozpoznan kontroli ujemnej wynosi > 10%, a w poprzednim przebiegu nie przeprowadzono
ptukania linii wzorcowej, zalecane jest wykonanie przez operatora mycia po przebiegu wraz z
ptukaniem linii wzorcowej, a nastepnie powtdrzenie sekwencjonowania.

* Kontrole dodatnie — probka z dodatnig kontrolg DNA jest wymagana w kazdym przebiegu. Prébka z
dodatnig kontrolg DNA powinna by¢ dobrze scharakteryzowang prébka z co najmniej jednym wariantem
CTFR'®. Firma lllumina zaleca stosowanie rotacji kontroli dodatnich zgodnie ze standardami i wytycznymi
ACMG z 2008 r. dotyczacymi testowania mutacji genu mukowiscydozy'” oraz standardami klinicznymi
ACMG z 2013 r. dla laboratoriéw dotyczgcymi sekwencjonowania nowej generacji18. Prébka z kontrolg
dodatnig musi generowac oczekiwany genotyp. Jesli kontrola dodatnia wygeneruje genotyp inny niz
oczekiwany, oznacza to, ze mogt wystgpié btgd w sledzeniu probki lub nieprawidtowa rejestracja starteréow
indeksujgcych. Caty proces oznaczenia musi zosta¢ powtdrzony, poczgwszy od przygotowania biblioteki.
Dodatnia prébka kontrolna zostanie zaraportowana jako udana, jesli wygeneruje wspoétczynnik rozpoznan
na poziomie = 99%, lub nieudana, jesli wspodtczynnik rozpoznan wyniesie < 99%.

* Kontrola typu dzikiego — zastosowanie probki kontrolnej z DNA typu dzikiego jest zalecane podczas
kazdego przebiegu. Prébka kontrolna typu dzikiego powinna by¢ dobrze scharakteryzowang probka, ktéra
nie zawiera zadnych wariantéw CFTR. Prébka kontrolna typu dzikiego musi generowac oczekiwany
genotyp. Jesli prébka kontrolna typu dzikiego wygeneruje genotyp inny niz oczekiwany, bedzie to
oznaczac, ze mogt wystgpic btgd w sledzeniu prébki lub nieprawidtowa rejestracja starteréw indeksujgcych.
Caty proces oznaczenia musi zosta¢ powtdrzony, poczawszy od przygotowania biblioteki.

*  Wynik prébki jest uznawany za wazny tylko wtedy, gdy liczba rozpoznan wynosi = 99%. Gdy liczba
rozpoznan wyniesie ponizej 99%, wynik zostanie zaraportowany jako Fail (Niepowodzenie). W takim
przypadku analize prébki nalezy powtérzy¢.

* Przed pierwszym zastosowaniem produktu w swoim laboratorium uzytkownik powinien sprawdzi¢ dziatanie
testu, przeprowadzajgc analize kilku prébek dodatnich i ujemnych o znanej charakterystyce dziatania.

*  Wszystkie czynnosci wymagane w zwigzku z kontrolg jakosci nalezy przeprowadzi¢ zgodnie z przepisami
lokalnymi, stanowymi i/lub federalnymi oraz warunkami akredytaciji.
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Charakterystyka wydajnosci Test Cystic Fibrosis
139-Variant Assay do oznaczania 139 wariantéw
genu mukowiscydozy

Charakterystyke wydajnosci Test Cystic Fibrosis 139-Variant Assay do oznaczania 139 wariantéw genu
mukowiscydozy podano na podstawie badan, w ktérych zastosowano MiSeqDx Test Cystic Fibrosis 139-
Variant Assay do oznaczania 139 wariantdw genu mukowiscydozy. Réwnowaznos$¢ pomiedzy testami TruSight i
MiSeqDx opisano w czesci Rownowaznosc dziatania z lllumina MiSeqDx Test Cystic Fibrosis 139-Variant Assay
do oznaczania 139 wariantow genu mukowiscydozy na stronie 81.

Doktadnosc¢

Doktadnos¢ testu Test Cystic Fibrosis 139-Variant Assay do oznaczania 139 wariantéw genu mukowiscydozy
do oznaczania 139 wariantéw genu mukowiscydozy oceniono na podstawie analizy 500 prébek zawierajgcych
szeroki zakres wariantow CFTR pochodzacych z czterech réznych zrédet. Podstawowym zrédtem danych do
oceny doktadnosci byto badanie doktadnosci klinicznej przeprowadzone z zastosowaniem panelu
obejmujgcego 366 probek. Wiekszos¢ probek (n = 355) sktadata sie ze zarchiwizowanego, zanimizowanego
materiatu klinicznego gDNA, wyizolowanego z ludzkiej krwi. Pozostate 11 prébek uzyskano z ogélnodostepnego
materiatu pochodzacego z linii komérkowych.

Dane z tego badania uzupetniono danymi na temat doktadnosci pochodzacymi z 68 prébek z linii komdrkowych,
ktére oceniono w badaniu odtwarzalnosci, 14 probek klinicznych z badania analitycznego oceny metody
ekstrakcji oraz 52 prébek syntetycznych plazmiddw. Syntetyczne plazmidy zaprojektowano w taki sposéb, aby
zawieraty kontekst genomowy rzadkich wariantéw. W jednej konstrukcji zawieraty one od jednego do
dziewieciu wariantéw. Poddano je linearyzacji, rozcieficzono w celu uzyskania liczby kopii odpowiadajgcej DNA
genomowemu i zmieszano z probkami ludzkiego DNA genomowego typu dzikiego przy rownowaznej liczbie
kopii, aby imitowac prébke heterozygotyczna.

Wyniki genotypowania dla 137 lokalizacji SNV/matych polimorfizmoéw typu indel, w tym regionu PolyTG/PolyT,
poréwnano z analizg sekwencjonowania dwukierunkowego metodg Sangera. Jako metode referencyjng dla
dwdch duzych delecji w panelu zastosowano dwa zwalidowane testy oparte na metodzie PCR. W kazdym z
testow PCR typu dupleks zastosowano dwa zestawy starteréw w celu rozréznienia pomiedzy genotypem typu
dzikiego, heterozygotycznym i homozygotycznym. Jeden z zestawdw starteréw zostat zaprojektowany w taki
sposdb, aby otaczat punkty ztaman delecji, natomiast drugi wzmacniat region objety delecjg. Dwa produkty
wykrywano poprzez rozdziat wg rozmiaru w zelu agarozowym.

Testy PCR zwalidowano za pomocg panelu z 28 probkami (22 prébki dla kazdej deleciji) sktadajgcego sie z
probek DNA genomowego pochodzgcego z linii komérkowych i krwi oraz syntetycznych plazmidéw
obejmujgcych genotypy WT, HET i HOM dla kazdej duzej delecji. Oceniajgc produkty PCR na zelu agarozowym,
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potwierdzono 100% swoistos¢ i odtwarzalnosé testéw PCR dla wszystkich badanych prébek. Doktadnosé
testow PCR potwierdzono za pomocg sekwencjonowania metodg Sangera. Wyniosta ona 100% dla wszystkich
prébek.

Za pomoca trzech miar statystycznych okreslono doktadnos$¢ dla kazdego genotypu. Zgodnos¢ dodatnig (PA)
obliczono dla genotypu kazdego wariantu, dzielgc liczbe préobek ze zgodnym rozpoznaniem wariantu przez
catkowitg liczbe prébek z tym wariantem zgodnie z identyfikacjg za pomocg metod referencyjnych. Zgodnos$é
ujemna (NA) obliczono we wszystkich pozycjach typu dzikiego (WT), dzielgc liczbe zgodnych pozycji WT przez
catkowitg liczbe pozycji WT zgodnie z metodami referencyjnymi. Zgodnos¢ ogdling (OA) obliczono we
wszystkich zaraportowanych pozycjach, dzielgc liczbe zgodnych WT i pozycji wariantow przez catkowitg liczbe
zaraportowanych pozycji zgodnie ustaleniami za pomocg metod referencyjnych.

Test Cystic Fibrosis 139-Variant Assay do oznaczania 139 wariantéw genu mukowiscydozy charakteryzowat
sie wartoscig PA na poziomie genotypu wynoszgcg 100% Wartosé NA dla wszystkich pozycji WT wynosita

> 99,99%, wartos¢ OA dla wszystkich zaraportowanych pozycji réwniez wynosita > 99,99%. Wszystkie wyniki
testu dotyczg pierwszego badania.
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Tabela 14 0Ogodlna doktadnos¢ Test Cystic Fibrosis 139-Variant Assay do oznaczania 139 wariantéw genu mukowiscydozy

Wariant

(Zwykta nazwa)

CFTR
dele2, 3

E6OX
P67L
R75X
G85E
394delTT

406-1G>A
E92X
DT10H
R117C
R117H
Y122X
621+1G>T
663delT
G178R
714+1G>T
P205S"
L206W
1078delT
G330X
R334W

Wariant

Typ

DEL

SNV
SNV
SNV
SNV

DIV

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

Nazwa cDNA

€.54-5940_
273+10250
del21kb

c.178G>T
€.200C>T
€.223C>T
C.254G>A

€.262_263
delTT

c.274-1G>A
c.274G>T
c.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
c.948delT
€.988G>T
€.1000C>T

taczna
liczba

rozpoz-
nan na
wariant

500

500
500
500
500
500

500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500

Probki
klinicz-
ne

W oo W =

IN

Probki z
linii
komor-
kowych

1

N O O

[@RRENG)]

Rozpoznania dodatnie (warianty)

Probki
syntetyc-
zne

0

o | o O o o o

O o o o

Rozpoznania
ujemne
(Typ dziki)

495

493
498
496
492
496

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

Liczba
nieprawid-
towo
rozpoz-
nanych
nukleotydow

0

oO|lo o o o

OjloOo o o o o o o/lojlo o o o o o

Liczba
nieroz-
poznanych
nukleo-
tydow

0

oO|lo o o o

OjlO0O O O O o o o/lojlo o o o o o

Zgod-
nos¢
dodatnia

(%)

100

100
100
100
100
100

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

Zgod-
nos¢é
ujemna

(%)

100

100
100
100
100
100

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

Zgod-
nos¢
ogodlna

(%)

100

100
100
100
100
100

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
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taczna Rozpoznania dodatnie (warianty) Liczba Liczba g
i . nieprawid- . Zgod- Zgod- Zgod- (@]
Wariant Wariant liczba Prébki z Rozpoznania towo nieroz- nos¢ nos¢é nosé =
Nazwa cDNA rozpoz- Prébki . Probki ujemne poznanych . . , N
(Zwykta nazwa) Typ , . linii L. rozpoz- dodatnia ujemna ogolna Q
nan na klinicz- , syntetyc- (Typ dziki) nukleo-
wariant ne komor- Zhe nanych tvdow (%) (%) (%) o
kowych nukleotydéw v o)
1336K SNV c.1007T>A 500 0 1 0 499 0 0 100 100 100 aQ_‘)-
1154insTC DIV ¢.1022_1023 500 0 1 0 499 0 0 100 100 100 (l\)l
insTC o)
R347H SNV c.1040G>A 500 6 1 1 492 0 0 100 100 100 8
R347P SNV ¢.1040G>C 500 3 2 0 495 0 0 100 100 100 o
R352Q SNV c.1055G>A 500 5 0 0 495 0 0 100 100 100 @)
A455E SNV c.1364C>A 500 4 2 0 494 0 0 100 100 100 _8
S466X (C>G) SNV c.1397C>G 500 1 0 1 498 0 0 100 100 100 Qx)
1548delG DIV c.1418delG 500 1 0 1 498 0 0 100 100 100 (@]
Q493X SNV c.1477C>T 500 4 2 0 494 0 0 100 100 100 QE)
1507del DIV €.1519.1521 500 4 2 0 494 0 0 100 100 100 D
delATC E)
F508del DIV €.1521.1523 500 84 29 0 387 0 0 100 100 100 —
delCTT 8
1677delTA DIV c.1545_1546 500 1 0 0 499 0 0 100 100 100 E
delTA —
V520F SNV c.1558G>T 500 2 0 0 498 0 0 100 100 100 E
1717-1G>A SNV c.1585-1G>A 500 4 1 0 495 0 0 100 100 100 (@))
G542X SNV c.1624G>T 500 12 3 0 485 0 0 100 100 100 «Q
o
S549N SNV c.1646G>A 500 2 2 1 495 0 0 100 100 100 —
S549R SNV c.1647T7>G 500 3 1 0 496 0 0 100 100 100 O
(c.1647T>G) '5')
G551D SNV c.1652G>A 500 8 3 0 489 0 0 100 100 100 g
R553X SNV c.1657C>T 500 8 2 0 490 0 0 100 100 100 n
A559T SNV c.1675G>A 500 4 0 1 495 0 0 100 100 100 8
R560T SNV c.1679G>C 500 6 1 0 493 0 0 100 100 100
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taczna Rozpoznania dodatnie (warianty) Liczba Liczba g
i . nieprawid- . Zgod- Zgod- Zgod- (@]
Wariant Wariant liczba Prébki z Rozpoznania towo nieroz- nosé nos¢é nos¢ =
Nazwa cDNA rozpoz- Prébki . Probki ujemne poznanych . . , N
(Zwykta nazwa) Typ , . linii L. rozpoz- dodatnia ujemna ogolna Q
nan na klinicz- , syntetyc- (Typ dziki) nukleo-
wariant ne komor- Zhe nanych tvdow (%) (%) (%) o
kowych nukleotydéw v o)
1812-1G>A SNV c.1680-1G>A 500 0 2 0 498 0 0 100 100 100 E
1898+1G>A SNV c.1766+1G>A 500 2 1 0 497 0 0 100 100 100 ('\)l
2143delT DIV c.2012delT 500 2 1 0 497 0 0 100 100 100 g
2183AA>G DIV c.2051_ 500 3 1 0 496 0 0 100 100 100 Q)
2052del o
AAINsG o
2184insA DIV c.2052_2 500 3 0 1 496 0 0 100 100 100 (@)
053insA ©
Q
2184delA DIV c.2052delA 500 1 1 0 498 0 0 100 100 100 ~
R709X SNV c.2125C>T 500 1 0 2 497 0 0 100 100 100 g
K710X SNV c.2128A>T 500 3 0 0 497 0 0 100 100 100 Q)
2307insA DIV c.2175_21 500 3 0 2 495 0 0 100 100 100 2
76insA Q
—~t+
R764X SNV €.2290C>T 500 1 0 2 497 0 0 100 100 100 D
W846X SNV c.2537G>A 500 0 1 0 499 0 0 100 100 100 Eﬁ-
(e
2789+5G>A SNV €.2657+5G> 500 9 1 0 490 0 0 100 100 100 —
A -
Q890X SNV €.2668C>T 500 1 0 0 499 0 0 100 100 100 (.C/)
3120G>A SNV C.2988G>A 500 1 0 0 499 0 0 100 100 100 (5
3120+1G>A SNV C.2988+1G>A 500 7 1 0 492 0 0 100 100 100 =
3272-26A>G SNV c.3140-2 500 0 1 0 499 0 0 100 100 100 O
6A>G <
R1066C SNV c.3196C>T 500 6 0 0 494 0 0 100 100 100 E{)i-
R1066H SNV c.3197G>A 500 1 0 1 498 0 0 100 100 100 O
W1089X SNV c.3266G>A 500 4 0 0 496 0 0 100 100 100 g
Y1092X (C>A) SNV €.3276C>A 500 3 1 0 496 0 0 100 100 100
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taczna Rozpoznania dodatnie (warianty) Liczba Liczba g
i . nieprawid- . Zgod- Zgod- Zgod- (@]
Wariant Wariant liczba Prébki z Rozpoznania towo nieroz- nosé nos¢é nos¢ =
Nazwa cDNA rozpoz- Prébki . Probki ujemne poznanych . . , N
(Zwykta nazwa) Typ , . linii L. rozpoz- dodatnia ujemna ogolna Q
nan na klinicz- , syntetyc- (Typ dziki) nukleo-
wariant ne komor- Zhe nanych tvdow (%) (%) (%) o
kowych nukleotydéw v o)
M1101K SNV c.3302T>A 500 2 2 0 496 0 0 100 100 100 E
R1158X SNV c.3472C>T 500 7 1 0 492 0 0 100 100 100 ('\)l
R1162X SNV c.3484C>T 500 5 1 0 494 0 0 100 100 100 g
3659delC DIV c.3528delC 500 4 1 0 495 0 0 100 100 100 Q)
S1196X SNV €.3587C>G 500 1 0 0 499 0 0 100 100 100 8
3791delC DIV c.3659delC 500 2 0 0 498 0 0 100 100 100 o
3849+10kbC> SNV c.3717+12 500 (K 2 0 487 0 0 100 100 100 ©O
T 191C>T Q
~
3876delA DIV c.3744delA 500 6 1 0 493 0 0 100 100 100 (@]
S1251N SNV c.3752G>A 500 1 0 1 498 0 0 100 100 100 QE)
3905insT DIV €.3773_3 500 3 1 0 496 0 0 100 100 100 >
774insT Q
W1282X SNV C.3846G>A 500 9 1 0 490 0 0 100 100 100 ’(_D"
N1303K SNV €.3909C>G 500 9 1 0 490 0 0 100 100 100 Sﬁ_
CFTR DEL €.3964-78_ 500 1 0 1 498 18 0 100 99,80 99,80 c
dele22,23% 4242+577del —
—
M1V SNV c.1A>G 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100 C
Q39X SNV c.115C>T 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100 (%)
405+1G>A SNV c.273+1G>A 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100 =5
~t
E92K SNV Cc.274G>A 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100 O
Q98X SNV c.292C>T 500 0 0 2 498 0 0 100 100 100 <
A57TAT>G DIV c.325.327 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100 E{)i-
delTATinsG @)
574delA DIV c.442delA 500 0 0 2 498 0 0 100 100 100 Tl
711+3A>G SNV c579+3A>G 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100 oS
711+5 G>A SNV c.579+5G>A 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100
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Wariant
(Zwykta nazwa)

712-1G>T
H199Y
Q220X
852del22

T338l
S341P
1213delT
1248+1G>A
1259insA

W401X
(c.1202G>A)

W401X
(c.1203G>A)

1341+1G>A
1461ins4

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

Wariant

Typ

SNV
SNV
SNV

DIV

SNV
SNV
DIV
SNV
DIV

SNV

SNV

SNV
DIV

SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV

Nazwa cDNA

c.580-1G>T
c.595C>T
c.658C>T

c.720741
delAGGG
AGAAT
GATGAT
GAAGTAC

c.1013C>T

c.10217>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.1400T>C
1466C>A
c.1475C>T
c.1573C>T

taczna
liczba

rozpoz-
nan na
wariant

500
500
500
500

500
500
500
500
500

500

500

500
500

500
500
500
500
500
500

Prébki
klinicz-

ne

o o o o

o o o o o

O o o o o o

Prébki z

o o o o o

O o o o o o

Rozpoznania dodatnie (warianty)

Probki
syntetyc-

Rozpoznania
ujemne
(Typ dziki)

499
499
499
499

499
499
499
499
498

499

499

498
499

499
499
499
498
499
499

Liczba
nieprawid-
towo
rozpoz-
nanych
nukleotydow

0

0
0
0

o o o o o

O o o o o o

Liczba

nieroz-
poznanych

nukleo-

tydow

0
0
0
0

o o o o o

O o o o o o

Zgod-
nos¢
dodatnia

(%)

100
100
100
100

100
100
100
100
100

100

100

100
100

100
100
100
100
100
100

Zgod-
nosé
ujemna

(%)

100
100
100
100

100
100
100
100
100

100

100

100
100

100
100
100
100
100
100

Zgod-
nosé
ogolna

(%)

100
100
100
100

100
100
100
100
100

100

100

100
100

100
100
100
100
100
100

ql4 21sAD 1ybisna | n1sal eluemodedo op euozoBjop ex10|N

SISOl



"OYLIA NI FDALSONOVIA M VINYMOSOLS 0d
0 "19M '0Z/£60000000L :NIUSWNOP IN

GClZ€E9

taczna Rozpoznania dodatnie (warianty) Liczba Liczba g
i . nieprawid- . Zgod- Zgod- Zgod- (@]
Wariant Wariant liczba Prébki z Rozpoznania towo nieroz- nos¢ nos¢é nos¢ =
Nazwa cDNA rozpoz- Prébki . Probki ujemne poznanych . . , N
(Zwykta nazwa) Typ . . linii L. rozpoz- dodatnia ujemna ogolna Q
nan na klinicz- , syntetyc- (Typ dziki) nukleo-
wariant ne komor- Zhe nanych tvdow (%) (%) (%) o
kowych nukleotydéw v o)
1717-8G>A SNV c.1585-8G>A 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100 E
S549R SNV c.1645A>C 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100 ('\)l
(c.1645A>C) @)
Q552X SNV c.1654C>T 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100 8
R560K SNV c.1679G>A 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100 o
1811+1.6 kb SNV c.1679+1,6 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100 @)
A>G kbA>G (@)
E585X SNV c.1753G>T 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100 8
1898+3A>G SNV c.1766+3A>GC 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100 g
L732X SNV c.2195T>G 500 0 0 2 498 0 0 100 100 100 E
2347delG DIV €.2215delG 500 0 0 2 498 0 0 100 100 100 %
2585delT DIV c.2453delT 500 0 0 2 498 0 0 100 100 100 E)
E822X SNV C.2464G>T 500 0 0 2 498 0 0 100 100 100 ’(_D"
2622+1G>A" SNV c.2490+1G>T 500 0 0 2 498 0 0 100 100 100 fﬁ_
q
(e
E831X SNV C.2491G>T 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100 —
R851X SNV c.2551C>T 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100 E
2711delT DIV €.2583delT 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100 (-_D
L927P SNV €.2780T>C 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100 (%
S945L SNV €.2834C>T 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100 —
3007delG DIV €.2875delG 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100 Q
G970R SNV €.2908G>C 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100 EQ_
3121-1G>A SNV €.2989-1G>A 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100 @)
L1065P SNV €.3194T7>C 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100 __|'|
L1077P" SNV c.3230T>C 500 0 0 1 499 or 0 100 100 100 o
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Wariant
(Zwykta nazwa)

Y1092X (C>G)
E1104X

W1204X
(c.3611G>A)

W1204X
(c.3612G>A)

G1244E
4005+1G>A
4016insT

Q1313X
4209TG
TT>AA
4382delA
PolyTG/
PolyT¢
1506V*
1507V¥

F508C*

tacznie

Wariant
Typ

SNV
SNV
SNV

SNV

SNV
SNV
DIV

SNV

DIV

DIV

PolyTGPolyT

SNV

SNV

SNV

Nazwa cDNA

c.3276C>G
¢.3310G>T
c.3611G>A

¢.3612G>A

c.3731G>A
c.3873+1G>A

c.3884_3
885insT

c.3937C>T

c.4077_
4080delT
GTTinsAA

c.4251delA
c.1210-12T

[5-9]
c.1516A>G

c.1519A>G

c.1523T>G

DIV oznacza wariant delecja/insercja.
* W raporcie z sekwencjonowania metodg Sangera wariant P205S wskazano jako heterozygotyczny w odniesieniu do prébki klinicznej. Natomiast
analiza danych zebranych metoda Sangera wskazuje, ze wariant byt w rzeczywisto$ci homozygotyczny i zaraportowany nieprawidtowo. Aparat

MiSeqDx zaraportowat wariant jako homozygotyczny.

taczna
liczba
rozpoz-
nan na
wariant
500
500

500

500

500
500
500

500
500

500
19

67522

Rozpoznania dodatnie (warianty)

Prébki
klinicz-

Prébki z

557

Rozpoznania

Probki ujemne
syntetyc- (Typ dziki)
zne
1 499
1 499
1 499
1 499
1 499
1 499
1 499
1 499
1 499
1 499
0 0
0 1
0 1
0 1
66965

Liczba
nieprawid-
towo
rozpoz-
nanych
nukleotydow

0
0
0

Liczba Zdod Zdod
nieroz- god- goc-
nosé nosé
poznanych . .
dodatnia ujemna
nukleo- %) %)
tydow > °
0 100 100
0 100 100
0 100 100
0 100 100
0 100 100
0 100 100
0 100 100
0 100 100
0 100 100
0 100 100
0 100 Nie
dotyczy
0 Nie 100
dotyczy
0 Nie 100
dotyczy
0 Nie 100
dotyczy
0 100 > 99,99

Zgod-
nosé

ogolna
(%)

100
100
100

100

100
100
100

100

100

100

100

100

100

100

> 99,99
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§ Prébka syntetyczna, heterozygotyczna w odniesieniu do eksonu 8, zostata zaraportowana jako heterozygotyczna w odniesieniu do wariantu CFTR
dele22,23. Dalsza analiza wykazata, ze taki wynik byt prawdopodobnie skutkiem zanieczyszczenia o niskim poziomie.

~ Pierwotna syntetyczna prébka heterozygotyczna zostata uznana za przygotowana nieprawidtowo. Gdy jg nastepnie zbadano po ponownym
przygotowaniu i zastosowaniu tego samego plazmidu — zostata wykryta.

€ Gdy wynik dla wariantu R117H bedzie dodatni, zostaje dodatkowo zaraportowany wariant PolyTG/PolyT.

¥ W przypadku jednego homozygotycznego wariantu F508del zaraportowano dodatkowo trzy inne nukleotydy typu dzikiego (tj. warianty 1506V,
1507V, F508C), ktdre nie zostaty zidentyfikowane w prébce.

1 Pierwotne badanie walidacyjne dotyczace testu obejmowato 2 syntetyczne prébki ze zmiang nukleotydu ¢.2490+1G>T na wariant 2622+1 G>A
(dane zamieszczono w tabeli). PéZniej przeprowadzono drugie badanie walidacyjne z zastosowaniem syntetycznej probki zawierajgcej zmiane
nukleotydu c.2490+1G>A w zwigzku z faktyczng zmiang nukleotydu (c.2490+1G>A) powigzang z tym wariantem.

Tabela 15 Doktadnosc¢ Test Cystic Fibrosis 139-Variant Assay do oznaczania 139 wariantéw genu mukowiscydozy w przypadku 1506V,

1507V i F508C.
q A Rozpoznania dodatnie (warianty) ~ Liczba 0 42
Wariant taczna liczba P ) Rozpoznania ) . Liczba Zgodnos¢é L., L.,
, k nieprawidtowo . . Zgodnos¢ Zgodnos¢é

(nazwa rozpoznan na L. L. L. ujemne (typ nierozpoznanych dodatnia | j

| . Probki Prébki z linii Probki i rozpoznanych , ujemna (%) ogolna (%)
pospolita) wariant . j dziki) , nukleotydow (%)

kliniczne komérkowych syntetyczne nukleotydow

1506V 500 7 0 0 493 0 0 100 100 100
1507V 500 0 1 0 499 0 0 100 100 100
F508C 500 1 1 0 498 0 0 100 100 100

Tabela16 Doktadnos$¢ Test Cystic Fibrosis 139-Variant Assay do oznaczania 139 wariantéw genu mukowiscydozy w przypadku
wariantow PolyTG/PolyT

Genotyp Liczba probek Liczba probek z linii Liczba probek Liczba nieprawidtowo rozpoznanych Liczba nierozpoznanych Doktadnosé
PolyTG/PolyT klinicznych komoérkowych syntetycznych nukleotydow nukleotydow* [%]
(Te)o(m)7/ 2 0 0 0 1 50
(TG)11(T)7

(TG)9(T)9/ 1 0 0 0 0 100
(TG)10(T)7

(TG)9(T)9/ 5 1 0 0 0 100
(TG)11(T)7

(TG)9(T)9/ 1 0 0 0 0 100
(TG)11(T)9
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Genotyp
PolyTG/PolyT
(TG)10(T)7/
(TG)10(T)7
(TG)10(T)7/
(TG)10(T)9
(TG)10(T)7/
(TG)11(T)5
(TG)10(T)7/
(TG)11(T)7
(TG)10(T)7/
(TG)12(T)5
(TG)10(T)7/
(TG)12(T)7
(TG)10(T)9/
(TG)10(T)9
(TG)10(T)9/
(TG)11(T)5
(TG)10(T)9/
(TG)11(T)7
(TG)10(T)9/
(TG)11(T)9
(TG)10(T)9/
(TG)12(T)5
(TG)10(T)9/
(TG)12(T)7
(TG)11(T)5/
(TG)11(T)7
(Te)N1(T)7/
(TG)11(T)7
(Te)1(T)7/
(TG)11(T)9"
(Te)N1(T)7/
(TG)12(T)5

Liczba probek
klinicznych

25

39

72

10

76

13

52

Liczba prébek z linii
komoérkowych

8

16

i

20

Liczba probek
syntetycznych

0

Liczba nieprawidtowo rozpoznanych
nukleotydow

0

37

Liczba nierozpoznanych
nukleotydow*

0

Doktadnosé g
[%] @)
~+
100 =~
Q
o
100
®)
——
Q)
100 ')
N
@)
100 S
Q
100 Q
(©)
O
90,9 o)
Q
100 (75_
100 Q
=)
Q
100 —_
D
100 Sﬁ-
(e
100 j
(e
92,3 (_D
(@]
o0
83,3 ~—
O
100 ﬁ
—
0 @]
Tl
100 o
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Genotyp Liczba probek Liczba prébek z linii Liczba probek Liczba nieprawidtowo rozpoznanych Liczba nierozpoznanych Doktadnosé
PolyTG/PolyT klinicznych komoérkowych syntetycznych nukleotydow nukleotydow* [%]
(Te)1(T)7/ 37 3 0 0 0 100
(TG)12(T)7

(TG)11(T)9/ 3 0 0 0 0 100
(TG)12(T)7

(TG)12(T)7/ 2 2 0 0 0 100
(TG)12(T)7

Ltacznie** 448 4 3 98,44

* Prébek nie testowano ponownie.

~ Jeden z niezgodnych wynikéw pochodzit z badania odtwarzalnosci. Wynik dotyczacy PolyTG/PolyT w odniesieniu do prébki byt zgodny we
wszystkich 18 odtworzeniach, ale niezgodny z sekwencjonowaniem dwukierunkowym metodg Sangera.

** Catkowita liczba prébek w przypadku wariantu PolyTG/PolyT wynosi 448. ** Wszystkie prébki syntetyczne (n = 52) zostaty przygotowane poprzez
potgczenie linearyzowanych plazmiddw z jedng z dwéch prébek z linii komdrkowych, ktdre byty czescig badania odtwarzalnosci. Poniewaz
raportowanie wariantu PolyTG/PolyT w odniesieniu do tych prébek syntetycznych skutkowatoby nadmiernym zaraportowaniem wariantu, prébki
syntetyczne zostaty wykluczone z analizy.
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Odtwarzalnosc

Odtwarzalnos¢ testu Test Cystic Fibrosis 139-Variant Assay do oznaczania 139 wariantéw genu mukowiscydozy okreslono na
podstawie badania z zastosowaniem $lepej proby przeprowadzonego na trzech stanowiskach. Kazde stanowisko obstugiwato dwdch
operatoréw. Kazdy z operatoréw na poszczegolnych stanowiskach przebadat dwa dobrze scharakteryzowane panele po 46 prébek, co
dato tgcznie 810 rozpoznan na stanowisko. Panele zawieraty mieszanine genomowego DNA z limfoblastowych linii komérkowych ze
znanymi wariantami w genie CFTR, a takze krew o obnizonej zawartosci leukocytéw zmieszang z limfoblastowymi liniami komdrkowymi
ze znanymi wariantami w genie CFTR. Prébki krwi dostarczono w celu przeprowadzenia czynnosci ekstrakcji do przygotowania gDNA
bedgcego materiatem wejsciowym w procedurze oznaczenia.

Odsetek prawidtowych prébek, okreslany jako liczba prébek spetniajgcych wymagania parametréw kontroli jakosci w pierwszej prébie,
wyniost 99,9%.

Zgodnos¢ dodatnia na poziomie genotypu wyniosta dla wszystkich wariantow 99,77%. Zgodnos¢ ujemna dla wszystkich pozycji WT
wyniosta 99,88%, tak samo jak zgodnos¢ ogdlna dla wszystkich zaraportowanych pozycji. Wszystkie wyniki testu dotyczg pierwszego
badania. W przypadku badania odtwarzalnosci nie wykonano powtdrzenia oznaczenia.
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Tabela 17
Nr
Pan pré
el b-
Ki
A 1
A 2
A 3
A 4%
A 57
A 6
A 7
8
A 9**
A 1
0**
A 1
A 12
A 13
A 14

Odtwarzalnosc Test Cystic Fibrosis 139-Variant Assay do oznaczania 139 wariantéw genu mukowiscydozy

Genotyp
probki

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+10
kbC>T (Het)

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

E60X/F508del
(Het)

M1101K (Het)

War
i-
anty

taczna
liczba
rozpozna
nych
nukleotyd
ow
na
stanowisk
o

810
810
810

810
810
810

810
810

810
810
810
810
810

810

(warianty)

Stanowi Stanowi Stanowi
sko 1 sko 2 sko 3
6 6 6
6 6 6
12 12 12
12 12 12
12 10 12
12 12 12
6 6 6
12 12 12
12 M 12
12 1 12
12 12 12
12 12 12
12 12 12
6 6 6

Rozpoznania ze
zgodnosciag dodatnia

(typu dzikiego)
Stanowi Stanowi Stanowi
sko 1 sko 2 sko 3
804 804 804
804 804 804
798 798 798
797 798 798
798 665 798
798 798 798
804 804 804
798 798 798
798 797 798
798 797 798
798 798 798
798 798 798
798 798 798
804 804 804

Rozpoznania ze
zgodnoscia ujemna

Liczba

. X Liczba
nieprawidt nierozp
owo —
rozpo;nan e
ye nukleo-

nukleotyd ,
. tydow
ow
0 0
0 0
0 0
0 1*
0 1357
0 0
0 0
0 0
2%* 0
2%* 0
0 0
0 0
0 0
0 0

100
100
100

100

94,44

100

100
100

97,22

97,22

100

100

100

100

Zgo-
dnos

ujem
na
(%)

100
100
100

100

94,4

100

100
100

99,9

99,9

100

100

100

100

Zgo-
dno
$¢
ogol
na
(%)

100
100
100

100

94,4

100

100
100

99,9

99,9

100

100

100

100
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Pan
el

proé
b-
Ki

15
16

17

18

19

20

21

22

23

24

Genotyp
probki

M1101K (Hom)
F508del (Hom)

F508del/3659del
C (Het)

R117H/F508del
(Het)

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)

1506
\Z
1507

F50
8C-
brak

(TG)
10
(me/
(TG)
12
(M5

taczna
liczba
rozpozna
nych
nukleotyd
ow
na
stanowisk
o

810
828

810

816

810

810

810

810

810

810

Rozpoznania ze

zgodnoscia dodatnig

Stanowi
sko 1

12

18

12

12

12

12

12

(warianty)

Stanowi
sko 2

18

Stanowi
sko 3

12

18

12

12

12

12

12

Rozpoznania ze

zgodnoscia ujemnag

Stanowi
sko 1

804
822

798

798

798

798

798

798

798

804

(typu dzikiego)

Stanowi
sko 2

804
822

798

798

798

798

798

798

798

804

Stanowi
sko 3

804
822

798

798

798

798

798

798

798

804

Liczba
nieprawidt
owo
rozpoznan
ych
nukleotyd
ow

Liczba
nierozp

nanych
nukleo-
tydow

Zgo-
dnosé
dodat

(%)

100
100

100

100

100
100
100
100
100

100

Zgo-
dnos

ujem
na
(%)

100
100

100

100

100

100

100

100

100

100

Zgo-
dno
$¢
ogol
na
(%)

100
100

100

100

100

100

100

100

100

100
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Pan
el

> > > >

>

proé
b-
Ki

25
26
27

28

29

30

31

32
33

34

35

36
37
38

39

Genotyp
probki

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)
WT

G85E (Het)
I1336K (Het)
WT

F508del/3849+10
kbC>T (Het)

taczna
liczba
rozpozna
nych
nukleotyd
ow
na
stanowisk
o

810
810
810

810

810

810

810

810
810

810

810

810
810
810

810

Rozpoznania ze

zgodnoscia dodatnig

Stanowi
sko 1

12

12

(warianty)

Stanowi
sko 2

Stanowi
sko 3

12

Rozpoznania ze

zgodnoscia ujemnag

Stanowi
sko 1

804
804
798

804

810

804

804

804
798

804

810

804
804
810

798

(typu dzikiego)

Stanowi
sko 2

804
804
798

804

810

804

804

804
798

804

810

804
804
810

798

Stanowi
sko 3

804
804
798

804

810

804

804

804
798

804

810

804
804
810

798

Liczba
nieprawidt
owo
rozpoznan
ych
nukleotyd
ow

o o o o

o

Liczba
. Zgo-
nierozp .
dnosé
oz-
dodat
nanych nia
nukleo-
i (%)
tydow
0 100
0 100
0 100
0 100
0 Nie
dotyc
zy
0 100
0 100
0 100
0 100
0 100
0 Nie
dotyc
zy
0 100
0 100
0 Nie
dotyc
zy
0 100

Zgo-
dnos

ujem
na
(%)

100
100
100

100

100

100

100

100
100

100

100

100
100
100

100

Zgo-
dno
$¢
ogol
na
(%)

100
100
100

100

100

100

100

100
100

100

100

100
100
100

100
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Pan
el

proé

b-

ki

40

41

42

43

44

45
46

47

48

49

50

Genotyp
probki

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

F508del/3659del
C (Het)

R117H/F508del (TG)
(Het) 10
(me/
(TG)
12
(T)5

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)

WT

taczna
liczba
rozpozna
nych
nukleotyd
ow
na
stanowisk
o

810

810

816

810

810

810
810

810

810

810

810

Rozpoznania ze
zgodnoscia dodatnig

(warianty)

Stanowi Stanowi Stanowi
sko 1 sko 2 sko 3
12 12 12
12 12 12
18 18 18
12 12 12
12 12 12
6 6 6
12 12 12
6 6 6
12 12 12
12 12 12
0 0 0

Stanowi Stanowi Stanowi
sko 1 sko 2 sko 3
798 798 798
798 798 798
798 798 798
798 798 798
798 798 798
804 804 804
798 798 798
804 804 804
798 798 798
798 798 798
810 810 810

Rozpoznania ze
zgodnoscia ujemnag
(typu dzikiego)

Liczba
nieprawidt
owo
rozpoznan
ych
nukleotyd
ow

Liczba
nierozp

nanych
nukleo-
tydow

Zgo-
dnosé
dodat

(%)

100
100

100

100
100

100
100

100
100
100
Nie

dotyc
zy

Zgo-
dnos

ujem
na
(%)

100

100

100

100

100

100
100

100

100

100

100

Zgo-
dno
$¢
ogol
na
(%)

100

100

100

100

100

100
100

100

100

100

100
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Pan
el

W W W | @

proé
b-
Ki

51

52
53
54
55
56

57

58
59

60
61

62
63

64

taczna

liczba

rozpozna
War nych

Genotyp i~ nukleotyd

probki i

anty ow
na

stanowisk

o
F508del/2143delT 810
(Het)

3876delA (Het) 810
3905insT (Het) 810
394delTT (Het) 810
F508del (Het) 810
WT 810
WT 810
F508del (Het) 810
WT 810
L206W (Het) 810
WT 810
G330X (Het) 810
WT 810
R347H (Het) 810

Stanowi
sko 1

12

o oo o o

Rozpoznania ze
zgodnoscia dodatnig
(warianty)

Stanowi
sko 2

12

o oo o o

Stanowi
sko 3

12

o oo o o

Stanowi
sko 1

798

804
804
804
804
810

810

804
810

804
810

804
810

804

Rozpoznania ze
zgodnoscia ujemnag
(typu dzikiego)

Stanowi
sko 2

798

804
804
804
804
810

810

804
810

804
810

804
810

804

Stanowi
sko 3

798

804
804
804
804
810

810

804
810

804
810

804
810

804

Liczba
nieprawidt
owo
rozpoznan
ych
nukleotyd
ow

oo o o o

Liczba
. Zgo-
nierozp .
dnosé
oz-
dodat
nanych nia
nukleo-
. (%)
tydow
0 100
0 100
0 100
0 100
0 100
0 Nie
dotyc
zy
0 Nie
dotyc
zy
0 100
0 Nie
dotyc
zy
0 100
0 Nie
dotyc
zy
0 100
0 Nie
dotyc
zy
0 100

Zgo-
dnos

ujem
na
(%)

100

100
100
100
100
100

100

100
100

100
100

100
100

100

Zgo-
dno
$¢
ogol
na
(%)

100

100
100
100
100
100

100

100
100

100
100

100
100

100
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Pan
el

proé
b-
Ki

65
66

67

68
69
70

71

728

73
74
75"

76
77

78
79

Genotyp
probki

1078delT (Het)

G178R/F508del
(Het)

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

S549N (Het)
W846X (Het)
WT

E92X/F508del
(Het)

621+1G>T/1154in
sTC (Het)

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

F508del (Het)

621+1G>T/A455E
(Het)

1812-1 G>A (Het)
WT

War
i-
anty

taczna
liczba
rozpozna
nych
nukleotyd
ow
na
stanowisk
o

810
810

810

810
810
810

810

810

810
810
810

810
810

810
810

Rozpoznania ze

zgodnoscia dodatnig

Stanowi
sko 1

12

12

12

(warianty)

Stanowi
sko 2

Stanowi
sko 3

12

12

Rozpoznania ze

zgodnoscia ujemnag

Stanowi
sko 1

804
798

804

804
804
810

798

798

804
804
804

804
798

804
810

(typu dzikiego)

Stanowi
sko 2

804
798

804

804
804
810

798

798

804
804
670

804
798

804
810

Stanowi
sko 3

804
798

804

804
804
810

798

797

804
804
804

804
798

804
810

Liczba
nieprawidt
owo
rozpoznan
ych
nukleotyd
ow

Liczba
. Zgo-
nierozp .
dnosé
oz-
dodat
nanych nia
nukleo-
i (%)
tydow
0 100
0 100
0 100
0 100
0 100
0 Nie
dotyc
zy
0 100
18 100
0 100
0 100
1357 94,44
0 100
0 100
0 100
0 Nie
dotyc
zy

Zgo-
dnos

ujem

na
(%)

100
100

100

100
100
100

100

99,9

100
100
94,4

100
100

100
100

Zgo-
dno
$¢
ogol
na
(%)

100
100

100

100
100
100

100

99,9

100
100
94,4

100
100

100
100
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Pan
el

proé

b-

ki

80

81

82

83

84
85

86%

87

88

89

90
91

Genotyp
probki

F508del/R553X
(Het)

F508del/G551D
(Het)

R347P/F508del
(Het)

R117H/F508del (TG)
(Het) 10
(T)9/
(TG)
12
(T)5

1507del (Het)

2789+5G>A
(Hom)

CFTR dele2,
3/F508del (Het)

F508del/1898+1G
>A (Het)

WT

F508del/2143delT
(Het)

3905insT (Het)
394delTT (Het)

taczna
liczba
rozpozna
nych
nukleotyd
ow
na
stanowisk
o

810

810

810

816

810
810

810

810

810

810

810
810

Rozpoznania ze

zgodnoscia dodatnig

Stanowi
sko 1

12

12

12

18

12

12

12

(warianty)

Stanowi

sko 2

12

18

Stanowi
sko 3

12

12

12

18

12

12

12

Rozpoznania ze

zgodnoscia ujemnag

Stanowi
sko 1

798

798

798

798

804
804

798

798

810

798

804
804

(typu dzikiego)

Stanowi
sko 2

798

798

798

798

804
804

797

798

810

798

804
804

Stanowi
sko 3

798

798

798

798

804
804

798

798

810

798

804
804

Liczba
nieprawidt
owo
rozpoznan
ych
nukleotyd
ow

Liczba
. Zgo-
nierozp .
dnosé
oz-
dodat
nanych nia
nukleo-
i (%)
tydow
0 100
0 100
0 100
0 100
0 100
0 100
18 100
0 100
0 Nie
dotyc
zy
0 100
0 100
0 100

Zgo-
dnos

ujem
na
(%)

100

100

100

100

100
100

99,9

100

100

100

100
100

Zgo-
dno
$¢
ogol
na
(%)

100

100

100

100

100
100

99,9

100

100

100

100
100
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Nr
Pan pré Genotyp
el b- probki
ki
B 92 F508del (Het)
tacznie

taczna
liczba
rozpozna
War nych
i- nukleotyd
anty ow
na
stanowisk
o

810
74556

Rozpoznania ze
zgodnoscia dodatnig

(warianty)

Stanowi Stanowi Stanowi
sko 1 sko 2 sko 3
6 6 6
2209

Rozpoznania ze
zgodnoscia ujemnag
(typu dzikiego)

Stanowi Stanowi Stanowi
sko 1 sko 2 sko 3
804 804 804

221182

Liczba
nieprawidt
owo
rozpoznan
ych
nukleotyd
ow

Liczba
nierozp
oz-
nanych
nukleo-
tydow

273

Zgo-

dnosé

dodat
nia
(%)

100
99,77

* | okacja typu dzikiego dotyczgca wariantu N1303K w jednym powtdrzeniu data wynik nierozpoznanych nukleotydéw ze wzgledu na

niewystarczajgce pokrycie.

Zgo-
dnos

ujem
na
(%)

100

99,8
8

Zgo-
dno
$¢
ogol
na
(%)

100

99,8
8

~ Przy jednym powtdrzeniu prébek 5 i 75 wskaznik rozpoznan wynidst 0%. Dalsze dochodzenie wykazato, ze prébki mogty nie zosta¢ umieszczone na
ptytce przed przygotowaniem biblioteki, poniewaz objetosci probek pozostatych w probdwkach zgadzaty sie z objetoscig, ktdra nie zostata usunieta.
** Dochodzenie wykazato, ze prébki 9i 10 zostaty prawdopodobnie zamienione przez operatora przed przygotowaniem biblioteki.

§ Lokalizacja typu dzikiego dotyczaca wariantu M1V w jednym powtdrzeniu kazdej z dwdéch prébek data wynik nierozpoznanych nukleotyddéw ze

wzgledu na niewystarczajgce pokrycie.
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Tabela 18 Dodatkowe informacje nt. odtwarzalnosci badanych wariantow

Wariant (nazwa pospolita)

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
71141G>T
L206W
G330X
R334W

Rodzaj wariantu

Ztozony DIV*
Ztozony DIV*
DEL

DIv*
DIV*
DIV*
DIv*
DIV*
DIv*
DIV w regionie homopolimerycznym*
DIV w regionie homopolimerycznym*
DIV w regionie homopolimerycznym*
DIV w regionie homopolimerycznym*
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV

C
(@)
—~t+
Region genu ~
CFTR Q
Intron 9 o
Ek 14 9‘
son
Q
Intron 1-Intron O
3 o
Ekson 8 >
Q
Ekson 11 o
Ekson 11 o
Ekson 14 o
©
Ekson 22 Q)
~
Ekson 23 o)
Ekson 3 E
Q
Ekson 8 S
Ekson 14 Q
—~t+
Ekson 23 D
Ekson 3 ,‘i’,.
Ekson 3 c
—
Ekson 3 -
(e
Ekson 4 wn
Ekson 4 (5
Ekson 4 2
Intron 4 O
<
Ekson 5 (V)
—~t+
Intron 5 6
Ekson 6 T
Ekson 8 O
Ekson 8
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Wariant (nazwa pospolita)

1336K
R347P
R347H
A455E
Q493X
1717-1G>A
G542X
S549N

S549R (c.1647T>C)

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

Rodzaj wariantu

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

* DIV oznacza wariant delecja/insercja.

Region genu g
CFTR ®)
—~t+
Ekson 8 ~
Ekson 8 o
o
Ekson 8 (@)
—t
Ekson 10 Q)
@]
Ekson 11 N
Intron 11 g
Ekson 12 Q
Ekson 12 8
Ekson 12 (@)
Ekson 12 o
Q
Ekson 12 ~
(@)
Ekson 12 E
Intron 12 Q
>
Intron 13 E)
Ekson 15 g
)
Intron 16 wn
—~t+
Intron 18 C
Intron 19 —
—
Ekson 20 -
Ek 20 2
son ="
(]
Ekson 22 o
~+
Ekson 22 O
Intron 22 <
wn
Ekson 23 —
Ekson 24 o
Tl
O
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Ulotka dotgczona do opakowania testu TruSight Cystic ~ illumina
Fibrosis do oznaczania wariantow genu mukowiscydozy

Ekstrakcja DNA

Wykorzystujgc preparat krwi petnej z antykoagulantem EDTA, przeprowadzono oceng, stosujac trzy
powszechnie stosowane, ogdlnodostepne metody ekstrakcji: przy pomocy kulek magnetycznych, stragcania
alkoholem oraz izolacji przy uzyciu kolumny z filtrem krzemionkowym. W badaniu wykorzystano tgcznie 14
niepowtarzalnych prébek krwi obejmujgcych genotyp typu dzikiego i trzy genotypy zmutowane (trzy prébki z
mutacjg F508del, jedna prébka z mutacjg 1506V i jedna prébka z mutacjg D110H). Trzy metody ekstrakcji DNA
zastosowato niezaleznie w badaniu dwéch réznych operatordéw, ktérzy wykonali po trzy przebiegi na kazda z
metod ekstrakcji. Kazda z ekstrakcji byta wykonywana przez operatoréow w réznych dniach. Stezenie DNA oraz
stosunek absorbancji A260/A280 w prébkach gDNA poddanych ekstrakcji okreslono za pomoca
spektrofotometru. tgczny rozmiar prébki w kazdej metodzie ekstrakcji w tym badaniu wynosit 168 (14 prébek x
2 operatorow/metode ekstrakcji x 3 przebiegi/operatora x 2 powtdrzenia/probke gDNA poddang ekstrakciji).

Odsetek probek, w

Liczba Wskaznik ktérych nukleotydy

Metoda ekstrakcji przebadanych B Doktadnosé zostaty rozpoznane
. rozpoznan q
probek W pierwszym
przebiegu*

Stracanie alkoholem 168 100% 100% 100%
Izolacja w kolumnie z filtrem krzemionkowym 168 100% 100% 100%
Ekstrakcja przy pomocy kulek magnetycznych 168 100% 100% 100%

* Odsetek probek ze wskaznikiem rozpoznan w pierwszym przebiegu na poziomie > 99%.

Poziomy wejsciowe DNA

Zakres poziomow wejsciowych DNA dla Test Cystic Fibrosis 139-Variant Assay do oznaczania 139 wariantéw
genu mukowiscydozy zostat oceniony przez wykonanie serii rozcienczen przy uzyciu 14 reprezentatywnych
prébek DNA zawierajgcych 16 unikalnych wariantéw CF.

Kazda z probek zostata podwdjnie przebadana przy dziewieciu poziomach wejsciowych DNA w zakresie 1250-1
ng (1250 ng, 500 ng, 250 ng, 100 ng, 50 ng, 25 ng, 10 ng, 5 ngi 1 ng). W celu ustalenia doktadnosci poréwnano
genotypy prébek z danymi uzyskanymi za pomoca sekwencjonowania dwukierunkowego metoda Sangera, a
delecje poréwnano z wynikami testu PCR. Dla poziomoéw wejsciowych DNA ustalono gérng i dolng granice
odpowiednio na poziomie 1250 ng i 25 ng, poniewaz odsetek prébek, w ktérych nukleotydy zostaty rozpoznane
w pierwszym przebiegu, wynidst = 95%, bez nieprawidtowych rozpoznan (doktadnos$¢ i wskaznik rozpoznan na
poziomie 100%).

Poziomy wejsciowe DNA o wartosciach 1250 ng, 250 ng i 100 ng zostaty dodatkowo przebadane przy uzyciu
czterech reprezentatywnych probek DNA oraz co najmniej 20 powtdrzen na poziom wejsciowy DNA
poszczegodlnych probek (n = 4 x 20 = 80 probek), natomiast dolna granica 25 ng zostata przebadana przy

Nr dokumentu: 1000000097720, wer. 04 792125
DO STOSOWANIA W DIAGNOSTYCE IN VITRO.



Ulotka dotgczona do opakowania testu TruSight Cystic ~ illumina
Fibrosis do oznaczania wariantow genu mukowiscydozy

uzyciu 14 probek po 20 powtdrzen dla kazdej prébki (n = 14 x 20 = 280 prdbek). Doktadnos¢ oraz odsetek
probek, w ktérych nukleotydy zostaty rozpoznane w pierwszym przebiegu, wyniosty 100% dla wszystkich
poziomdw wejsciowych DNA.

Wyniki analizy wskazujg, ze, aby uzyskiwac¢ doktadne odczyty, Test Cystic Fibrosis 139-Variant Assay do
oznaczania 139 wariantéw genu mukowiscydozy mozna uzywac w zakresie pozioméw wejsciowych DNA od
1250 ng do 25 ng.

Substancje zaktdcajgce

Aby oceni¢ wptyw substancji zaktdcajgcych na system Test Cystic Fibrosis 139-Variant Assay do oznaczania
139 wariantéw genu mukowiscydozy, przeanalizowano wyniki testu przy obecnosci i braku potencjalnych
substancji zaktécajgcych. W badaniu przetestowano osiem probek krwi petnej w tym trzy probki z
niepowtarzalnymi genotypami, dla ktérych uzyskano dodatni wynik badania w kierunku mukowiscydozy.
Przebadano cztery endogenne substancje zaktécajace (bilirubing, cholesterol, hemoglobine oraz tréjglicerydy),
dodajac je do prébek krwi przed ekstrakcjg DNA. Limity stezen poszczegdlnych substancji przedstawiono w
ponizszej tabeli. Dodatkowo, w celu oceny zaktécen wynikajgcych z pobierania krwi (w wyniku krétkich
pobran), z prébkami krwi zmieszano EDTA, natomiast w celu oceny zaktdécen wynikajgcych z przygotowania
prébki do oczyszczonego DNA genomowego dodano koricowy bufor ptuczacy uzyskany metodg izolacji w
kolumnie z filtrem krzemionkowym.

W tescie Test Cystic Fibrosis 139-Variant Assay do oznaczania 139 wariantéw genu mukowiscydozy dla
wszystkich prébek uzyskano 100% poziom rozpoznan nukleotydow, a takze 100% odtwarzalnos$¢ rozpoznan
genotypu w obecnosci oraz przy braku substancji zaktdcajgcych.

W celu oceny wptywu zaktécenia powodowanego przez multipleksowanie startera do indeksowania
przeprowadzono badania zanieczyszczenia krzyzowego z uzyciem dwdéch prébek, z ktérych kazda
charakteryzowata sie niepowtarzalnym genotypem homozygotycznym w czterech réznych pozycjach
genomowych, oraz dwéch odpowiednich starteréw do indeksowania. Nie stwierdzono zmiany pod wzgledem
rozpoznawania wariantow przy poziomach zanieczyszczenia < 40%. Przy poziomach zanieczyszczenia = 40%
genotyp probki stat sie heterozygotyczny.

Nie zaobserwowano zaktécen powodowanych przez ktérgkolwiek z endogennych lub egzogennych substancji
zaktécajacych.

Przebadane stezenie we Przebadane stezenie we
Substancja testowana taczna liczba powtérzen krwi Krwi Wskaznik rozpoznan
(gdrna granica) (dolna granica)

Bilirubina 16 684 umol/l 137 umol/l 100%
Cholesterol 16 13 mmol/I 2,6 mmol/l 100%
Hemoglobina 16 24/l 0,44/l 100%
Trojglicerydy 16 37 mmol/l 7,4 mmol/l 100%

EDTA 16 7,0 mg/ml 2,8 mg/ml 100%
Nr dokumentu: 1000000097720, wer. 04 802125

DO STOSOWANIA W DIAGNOSTYCE IN VITRO.



Ulotka dotgczona do opakowania testu TruSight Cystic ~ illumina
Fibrosis do oznaczania wariantow genu mukowiscydozy

Indeksowanie probek

Zastosowane w tescie startery indeksujgce probek stuzg do przypisywania unikalnych kodéw kreskowych do
poszczegdlnych probek DNA, co umozliwia tworzenie pul wielu probek dla pojedynczego przebiegu
sekwencjonowania. Przebadano tacznie 96 indeksdw prébek przy uzyciu o$miu probek DNA w celu weryfikacji
statej zdolnosci testu do rozpoznawania genotypu w okreslonej prébce z zastosowaniem réznych kombinacji
starteréw indeksujgcych. Kazda z prébek zostata przebadana przy uzyciu 12 réznych kombinacji starteréow
indeksujgcych. Wyniki dla prébek poréwnano z danymi sekwencjonowania dwukierunkowego metoda Sangera
w odniesieniu do wszystkich pozycji/wariantéw za wyjgtkiem dwdch duzych deleciji, ktére potwierdzono za
pomoca testu PCR typu dupleks. Odtwarzalnosé i doktadnos¢ dla wszystkich kombinacji probek i starteréow
indeksujgcych wyniosty 100%.

Rownowaznosc¢ dziatania z lllumina MiSegDx Test
Cystic Fibrosis 139-Variant Assay do oznaczania
139 wariantow genu mukowiscydozy

W przypadku Test TruSight Cystic Fibrosis 139-Variant Assay do oznaczania 139 wariantéw genu
mukowiscydozy (TruSight CF139) stosowania jest ta sama procedura przygotowania biblioteki i te same
odczynniki, co w przypadku testu lllumina MiSeqDx Cystic Fibrosis Assay do oznaczania genu mukowiscydozy
(MiSeqDx CF139). W tescie TruSight CF139 stosowany jest zestaw odczynnikdéw MiSeqDx Reagent Kit v3,
natomiast w tescie MiSeqDx CF139 - odczynniki dotgczone do testu. Aby wykazaé réwnowaznos$é pomiedzy
testami TruSight CF139 i MiSeqDx CF139, poréwnano wyniki z dziewieciu przebiegéw TruSight CF139 z jednym
przebiegiem MiSeqDx CF139 w charakterze wzorca. Przebiegi TruSight CF139 przeprowadzono przy
przepustowosci 96 probek (maksymalnej przepustowosci tego testu), a przebieg MiSeqDx CF139 przy
przepustowosci 48 probek (maksymalnej przepustowosci tego testu). Zrédta zmiennoéci w przebiegach
TruSight CF139 obejmowaty trzy zdarzenia zwigzane z przygotowaniem biblioteki (kazde z niepowtarzalng
serig testéw TruSight Cystic Fibrosis do oznaczania genotypu mukowiscydozy), trzech operatoréw, trzy
aparaty MiSeqDx oraz trzy serie zestawu odczynnikéw MiSeqDx Reagent Kit v3.

Rozpoznania wariantéw w przebiegach TruSight CF139 poréwnano z rozpoznaniami wystepujgcymi w
przebiegu MiSeqDx CF139. Kazdy przebieg TruSight CF139 obejmowat 47 niepowtarzalnych prébek, przy 2-3
powtdrzeniach na prébke (95 probek DNA i 1 préobke NTC na przebieg). W przypadku przebiegu MiSeqDx
CF139 przeprowadzono sekwencjonowanie tych samych 47 probek jako singleton (47 prébek DNA + 1 prébka
NTC na przebieg). Panel prébek sktadat sie z probek Coriell DNA uzyskanych z uniesmiertelnionych linii
komérkowych i obejmowat prébki reprezentujgce kazdy allel mutacji ACMG 23, warianty delecyjno-insercyjne
(w tym insercje/delecje w regionach homopolimerycznych oraz przypadki insercji z delecjg w tym samym
regionie), warianty homozygotyczne, ztozone warianty heterozygotyczne, jedng z duzych, ukierunkowanych
delecji, powszechnie wystepujgcy wariant PolyTG/PolyT, liczne warianty pojedynczego nukleotydu oraz probke
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bez wykrytych wariantéw. Podsumowanie wynikdéw wedtug genotypu zawiera Tabela 19. Zgodnos$¢ pomiedzy
testami wedtug typu wariantu zawiera Tabela 20. Ogdlna (catkowita) zgodnos$¢ pomiedzy testami wyniosta >
99,99%.

Tabela 19 Porownanie testow TruSight i MiSegDx do oznaczania 139 wariantow genu mukowiscydozy
pod wzgledem skutecznos$ci rozpoznawania wariantow

Test MiSeqDx CF 139-Variant Assay do oznaczania 139 wariantéw genu
mukowiscydozy

Wariant Wariant Typ Brak tacznie
Hom Het dziki rozpoznania
Test TruSight CF 139-Variant Assay do Wariant Hom 87 - - - 87
ia139 ianto
oznacztama wariantéw genu Wariant Het ) 1098 ) ) 1098
mukowiscydozy
Typ dziki - - 113 889 - 113 889
Brak - - - - -
rozpoznania
tacznie 87 1098 113 889 - 115074

Tabela 20 Poréwnanie wynikéw wediug typu wariantu pomiedzy testami TruSight i MiSeqDx do oznaczania 139 wariantéw genu

mukowiscydozy

Rodzaj wariantu Prawidlowc.e NieprawidIoYve Brak rozpoznari Zgodnos¢ z testem. MiS’qux do oznacz.ania 139

rozpoznania rozpoznania wariantéow genu mukowiscydozy
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)
Brak (typ dziki) 113 889 0 0 100,00% (113 889/113 889)
tacznie 115 091 1 0 > 99,99% (115 091/115 092)

Stwierdzono jedng niezgodnos$¢ rozpoznania pomiedzy testami TruSight CF139 i MiSeqDx CF139.
Nieprawidtowe rozpoznanie dotyczyto wariantu PolyTG/PolyT. Opis zgodnosci w zakresie rozpoznania wariantu
PolyTG/PolyT zawiera Tabela 21. Poniewaz genotyp PolyTG/PolyT jest zgtaszany tylko, jesli zostanie wykryty
réwniez wariant R117H, zbiér danych obejmuje wytgcznie rozpoznania PolyTG/PolyT z pojedynczego zrodta
DNA.

Tabela 21 Poréwnanie wynikéw testéw TruSight i MiSeqDx do oznaczania 139 wariantéw genu mukowiscydozy pod wzgledem
rozpoznawania wariantéw PolyTG/PolyT

Test MiSeqDx CF 139-Variant Assay do oznaczania 139
wariantow genu mukowiscydozy

(TG)12 (TG)12 Brak tacznie
(T)s/ (T)5/ rozpoznania
(TG)10 (TG)12
(Mo (M5
Nr dokumentu: 1000000097720, wer. 04 822125
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Test MiSeqDx CF 139-Variant Assay do oznaczania 139
wariantow genu mukowiscydozy

Test TruSight CF 139-Variant Assay do oznaczania 139 (TG)12(T)5/ 17 - - 17
wariantéw genu mukowiscydozy (TG)10(T)9
(TG)12(T)5/ 1 - - 1
(TG)12(T)5
Brak - - - -

rozpoznania

tacznie 18 - - 18

Charakterystyka wydajnosci Test Cystic Fibrosis
Clinical Sequencing Assay do sekwencjonowania
klinicznego genu mukowiscydozy

Charakterystyke wydajnosci Test Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay do sekwencjonowania klinicznego
genu mukowiscydozy podano na podstawie badan, w ktérych zastosowano MiSeqDx Test Cystic Fibrosis 139-
Variant Assay do oznaczania 139 wariantdw genu mukowiscydozy. Réwnowaznos$¢ pomiedzy testami TruSight i
MiSegDx opisano w czesci Rownowaznosc dziatania z lllumina MiSeqDx Test Cystic Fibrosis Clinical
Sequencing Assay do sekwencjonowania klinicznego genu mukowiscydozy na stronie 116.

Doktadnosc¢

Doktadnos¢ testu Test Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay do sekwencjonowania klinicznego genu
mukowiscydozy do oznaczania 139 wariantéw genu mukowiscydozy oceniono na podstawie analizy 500
probek zawierajgcych szeroki zakres wariantdw CFTR pochodzacych z czterech réznych zrédet. Podstawowym
zrédtem danych do oceny doktadnosci byto badanie doktadnosci klinicznej przeprowadzone z zastosowaniem
panelu obejmujgcego 366 prébek. Wiekszosé probek (n = 355) sktadata sie ze zarchiwizowanego,
zanimizowanego materiatu klinicznego gDNA, wyizolowanego z ludzkiej krwi. Pozostate 11 prébek uzyskano z
ogdlnodostepnego materiatu pochodzacego z linii komdrkowych.

Dane z tego badania uzupetniono danymi na temat doktadnosci pochodzgacymi z 68 prébek z linii komdrkowych,
ktére oceniono w badaniu odtwarzalnosci, 14 probek klinicznych z badania analitycznego oceny metody
ekstrakcji oraz 52 prébek syntetycznych plazmiddw. Syntetyczne plazmidy zaprojektowano w taki sposéb, aby
zawieraty kontekst genomowy rzadkich wariantéw. W jednej konstrukcji zawieraty one od 1 do 10 wariantow.
Poddano je linearyzacji, rozcienczono w celu uzyskania liczby kopii odpowiadajgcej DNA genomowemu i
zmieszano z prébkami ludzkiego DNA genomowego typu dzikiego przy rownowaznej liczbie kopii, aby imitowac
probke heterozygotyczna.
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W przypadku Test Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay do sekwencjonowania klinicznego genu
mukowiscydozy do sekwencjonowania klinicznego genu mukowiscydozy poréwnano tgcznie 5206 pozycji z
metodami referencyjnymi, ktérymi byty sekwencjonowanie dwukierunkowe metodg Sangera i test PCR. Wyniki
genotypowania dla lokalizacji SNV i matych polimorfizmow typu indel, w tym regionu PolyTG/PolyT, poréwnano
z analizg sekwencjonowania dwukierunkowego metodg Sangera.

Jako metode referencyjng dla dwdéch duzych delecji w panelu zastosowano dwa zwalidowane testy oparte na
metodzie PCR. W kazdym z testow PCR typu dupleks zastosowano dwa zestawy starteréw w celu rozréznienia
pomiedzy genotypem typu dzikiego, heterozygotycznym i homozygotycznym. Jeden z zestawdw starteréw
zostat zaprojektowany w taki sposdb, aby otaczat punkty ztaman delecji, natomiast drugi wzmacniat region
objety delecjg. Dwa produkty wykrywano poprzez rozdziat wg rozmiaru w zelu agarozowym. Testy PCR
zwalidowano za pomocag panelu z tgcznie 28 préobkami (22 probki dla kazdej delecji) sktadajgcego sie z prébek
DNA genomowego pochodzacego z linii komérkowych i krwi oraz syntetycznych plazmidéw obejmujgcych
genotypy WT, HET i HOM dla kazdej duzej delecji. Oceniajgc produkty PCR na zelu agarozowym, potwierdzono
100% swoistos¢ i odtwarzalnos¢ testéw PCR dla wszystkich badanych prébek. Doktadnos$¢ testéw PCR
potwierdzono za pomocg sekwencjonowania metodg Sangera. Wyniosta ona 100% dla wszystkich prébek.

Za pomoca trzech miar statystycznych okreslono doktadnos¢ dla kazdego genotypu. Zgodnosé dodatnig (PA)
obliczono dla genotypu kazdego wariantu, dzielgc liczbe prébek ze zgodnym rozpoznaniem wariantu przez
catkowitg liczbe prébek z tym wariantem zgodnie z identyfikacjg za pomocg metod referencyjnych. Zgodnosé
ujemna (NA) obliczono we wszystkich pozycjach typu dzikiego (WT), dzielgc liczbe zgodnych pozycji WT przez
catkowitg liczbe pozycji WT zgodnie z metodami referencyjnymi. Zgodnos$¢ ogdlng (OA) obliczono we
wszystkich zaraportowanych pozycjach, dzielgc liczbe zgodnych WT i pozycji wariantow przez catkowita liczbe
zaraportowanych pozycji zgodnie ustaleniami za pomocg metod referencyjnych.

Test Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay do sekwencjonowania klinicznego genu mukowiscydozy do
sekwencjonowania klinicznego genu mukowiscydozy charakteryzowat sie wartoscig PA na poziomie genotypu
wynoszacg 99,66%, z uwzglednieniem wariantéw PolyTG/PolyT (100% z wytgczeniem wariantéw
PolyTG/PolyT). Wartos¢ NA dla wszystkich pozycji WT wynosita > 99,99%; wartos¢ OA dla wszystkich
zaraportowanych pozycji rowniez wynosita > 99,99%.
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Tabela 22 0Ogodlna doktadnosc¢ Test Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay do sekwencjonowania klinicznego genu mukowiscydozy o)
—~t+

Genotyp Rozpoznania dodatnie (warianty) 3
(Nazwa . Nieprawidiowo . Q)

. . ) Region genu Brak Zgodnos¢é
pospolita / Nazwa cDNA Rodzaj wariantu ; rozpoznane . (@}
CFTR (hg19) Prébki Prébki z linii Probki rozpoznan* dodatnia

nazwa cDNA / L X nukleotydy (@)
a kliniczne komodrkowych syntetyczne ——
wspotrzedna) Q)
117120141 c.-8G>C" SNV Ekson 1 25 3 0 0 0 100 ('3‘
117120145 c.-4G>C* SNV Ekson 1 3 2 0 0 0 100 (@)
M1V c.1A>G SNV Ekson 1 0 0 1 0 0 100 8
CFTR c.54-5940_ Del Intron 1 4 1 0 0 0 100 (@}
dele2, 3 273+10250 (©)
del21kb (@)

R31C c.91C>T SNV Ekson 2 3 1 0 0 0 100 8
Q39X c.15C>T SNV Ekson 2 0 0 1 0 0 100 (75_
E60X c.178G>T SNV Ekson 3 6 1 0 0 0 100 E
P67L c.200C>T SNV Ekson 3 1 0 1 0 0 100 %
R74W c.220C>T SNV Ekson 3 0 2 0 0 0 100 E)
R74Q c.221G>A SNV Ekson 3 2 0 0 0 0 100 f(—Dl'
R75X c.223C>T SNV Ekson 3 3 1 0 0 0 100 wn
—~t+

R75Q C.224G>A SNV Ekson 3 20 1 0 0 0 100 C
G85E C.254G>A SNV Ekson 3 6 2 0 0 0 100 j
394delTT C.262_263 DIV Ekson 3 3 1 0 0 0 100 -
delTT 2]

«Q

405+1G>A c.273+1G>A SNV Intron 3 0 0 1 0 0 100 >
~+

406-1G>A c.274-1G>A SNV Ekson 4 4 0 0 0 0 100 O
E92K c.274G>A SNV Ekson 4 0 0 1 0 0 100 <
E92X c.274G>T SNV Ekson 4 0 1 1 0 0 100 ,(2.
Q98X Cc.292C>T SNV Ekson 4 0 0 2 0 0 100 @)
444delA c.312delA DIV Ekson 4 0 2 0 0 0 100 g
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Genotyp
(Nazwa
pospolita /
nazwa cDNA /
wspoétrzedna)

457TAT>G

D110H
R117C
R117H
Y122X
F143LfsX10
574delA
Q151K
621+1G>T
621+3A>G
663delT
G178R
71M+1G>T
711+3A>G

71145
G>A

712-1
G>T

H199Y
P205S
L206W
A209S
Q220X
L227R

Rozpoznania dodatnie (warianty) g
) Nieprawidtowo L, O
X . Region genu Brak Zgodnos¢

Nazwa cDNA Rodzaj wariantu , rozpoznane . —+
CFTR (hg19) Prébki Prébki z linii Prébki rozpoznan* nukleotydy dodatnia =~

kliniczne komérkowych syntetyczne Q

o

c.325_327 DIV Ekson 4 0 0 1 0 0 100 (@)
delTAT Q
insG (@)
N

€.328G>C SNV Ekson 4 1 0 1 0 0 100 o)
c.349C>T SNV Ekson 4 4 0 0 0 0 100 8
c.350G>A SNV Ekson 4 17 2 0 0 0 100 o
c.366T>A SNV Ekson 4 0 1 0 0 0 100 @)
c.425delT DIV Ekson 4 0 1 0 0 0 100 _8
c.442delA DIV Ekson 4 0 0 2 0 0 100 073_
c.451C>A SNV Ekson 4 1 0 0 0 0 100 (@]
c.489+1G>T SNV Intron 4 7 5 0 0 0 100 QE)
c.489+3A>G SNV Intron 4 1 0 0 0 0 100 -
c.531delT DIV Ekson 5 1 0 1 0 0 100 QO
—~t+

c.532G>A SNV Ekson 5 1 1 0 0 0 100 ()
c.579+1G>T SNV Intron 5 3 1 0 0 0 100 g)l-
(e

c.579+3A>G SNV Intron 5 0 0 1 0 0 100 —|
c.579+5G>A SNV Intron 5 0 0 1 0 0 100 E
wn
c.580-1G>T SNV Ekson 6 0 0 1 0 0 100 (5'
o

~t

c.595C>T SNV Ekson 6 0 0 1 0 0 100 O
c.613C>T SNV Ekson 6 1 0 1 0 O** 100 <
wn
c.617T7>G SNV Ekson 6 8 1 0 0 0 100 —
€.625G>T SNV Ekson 6 0 1 0 0 0 100 O
i
c.658C>T SNV Ekson 6 0 0 1 0 0 100 8

c.680T>G SNV Ekson 6 0 0 1 0 0 100
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Genotyp
(Nazwa
pospolita /
nazwa cDNA /
wspoétrzedna)

852del22

E279D
R297Q
1078delT
L320V
G330X
R334W
1336K
T338lI
1154insTC

S341P
R347H
R347P
R352Q

Q359K/
T360K

1213delT
1248+1G>A
1259insA

W401X
(c.1202G>A)

Rozpoznania dodatnie (warianty) g
) Nieprawidtowo L, O
X . Region genu Brak Zgodnos¢

Nazwa cDNA Rodzaj wariantu , rozpoznane . —+
CFTR (hg19) Prébki Prébki z linii Prébki rozpoznan* nukleotydy dodatnia =~

kliniczne komérkowych syntetyczne Q

o

c.720_741 DIV Ekson 6 0 0 1 0 0 100 (@)
delAGGG Q
AGAATG (@)
ATGATG N
AAGTAC g
c.837A>T SNV Ekson7 1 0 0 0 0 100 Q
c.890G>A SNV Ekson 8 2 0 0 0 0 100 8
c.948delT DIV Ekson 8 1 1 0 0 0 100 (o)
.958T>G SNV Ekson 8 1 0 0 o 0 100 8
c.988G>T SNV Ekson 8 1 1 0 0 0 100 N
c.1000C>T SNV Ekson 8 6 1 0 0 0 100 g
c.1007T>A SNV Ekson 8 0 1 0 0 0 100 Q
c.1013C>T SNV Ekson 8 0 0 1 0 0 100 g
c.1022_10 DIV Ekson 8 0 1 0 0 0 100 pu—
23insTC )
wn

c.1021T>C SNV Ekson 8 0 0 1 0 0 100 E"
c.1040G>A SNV Ekson 8 6 1 1 0 0 100 —
c.1040G>C SNV Ekson 8 3 2 0 0 0 100 E
c.1055G>A SNV Ekson 8 5 0 0 0 0 100 2]
c.[1075C>A SNV Ekson 8 0 0 1 0 0 100 (%
;1079C>A] —
c.1081delT DIV Ekson 8 0 0 1 0 0 100 @)
c.1116+1G>A SNV Intron 8 0 0 1 0 0 100 '5)
~t+
c.1127_-1 DIV Ekson 9 0 0 2 0 0 100 6

28insA

i
c.1202G>A SNV Ekson 9 0 0 1 0 0 100 8
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Genotyp
(Nazwa
pospolita /
nazwa cDNA /
wspoétrzedna)

W401X
(c.1203G>A)

1341+1G>A
PolyTGPolyT

1461ins4

A455E
1525-1G>A

S466X
(C>A)

S466X
(C>0G)

L467P
V470M
1548delG
P477S
S485T
S489X
S492F
Q493X
1506V
1507del

F508del

Nazwa cDNA Rodzaj wariantu
c.1203G>A SNV
c.1209+1G>A SNV
Nie dotyczy PolyTG
PolyT
€.1329_ DIV
1330ins
AGAT
c.1364C>A SNV
c.1393-1G>A SNV
c.1397C>A SNV
c.1397C>G SNV
c.1400T>C SNV
c.1408G>A SNV
c.1418delG DIV
c.1429C>T SNV
c.1454G>C SNV
c.1466C>A SNV
c.1475C>T SNV
c.1477C>T SNV
c.1516A>G SNV
€.1519_1521 DIV
delATC
c.1521_1523 DIV
delCTT

Region genu
CFTR (hg19)

Ekson 9

Intron 9

Intron 9

Ekson 10

Ekson 10
Ekson 11
Ekson 11

Ekson 11

Ekson 11
Ekson 11
Ekson 11
Ekson 11
Ekson 11
Ekson 11
Ekson 11
Ekson 11
Ekson 11
Ekson 11

Ekson 11

Probki Probki z linii
kliniczne komérkowych

0 0
0 0

369 79
0 0
4 2
0 0
0 0
1 0
0 0

31 71
1 0
0 1
1 0
0 0
0 0
4 2
7 0
4 2

84 29

Rozpoznania dodatnie (warianty)

Prébki
syntetyczne

1

52

N O O

o o o

Brak
rozpoznan*

O O O o o o o ol o o

Nieprawidtowo
rozpoznane
nukleotydy

4#

O O o o o o o ol o o

Zgodnos¢
dodatnia

100

100

98,60

100

100
100
100

100

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

100

ql4 21sAD 1ybisna | n1sal eluemodedo op euozoBjop ex10|N
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Genotyp
(Nazwa
pospolita /
nazwa cDNA /
wspoétrzedna)

1507V
F508C
1677delTA

V520F
Q525X
E527E
E528E
1717-8G>A
1717-1G>A
G542X

S549R
(c.1645A>C)

S549N

S549R
(c.1647T>G)

G551D
Q552X
R553X
1556V

L558S
A559T
R560K
R560T

1811+1.6 kb
A>G

Rozpoznania dodatnie (warianty) g
) Nieprawidtowo L, O
X . Region genu Brak Zgodnos¢

Nazwa cDNA Rodzaj wariantu , rozpoznane . —+
CFTR (hg19) Prébki Prébki z linii Prébki rozpoznan* nukleotydy dodatnia =~

kliniczne komérkowych syntetyczne Q

o

c.1519A>G SNV Ekson 11 0 1 0 0 0 100 (@)
—_

c.1523T>G SNV Ekson 11 1 1 0 0 0 100 'f%
c.1545_1546 DIV Ekson 11 1 0 0 0 0 100 N
delTA @)
>

c.1558G>T SNV Ekson 11 2 0 0 0 0 100 Q)
c.1573C>T SNV Ekson 11 0 0 1 0 0 100 o
o

c.1581A>G SNV Ekson 11 3 2 0 0 0 100 o
c.1584G>A SNV Ekson 11 6 2 0 0 0 100 O
c.1585-8G>A SNV Intron 11 0 0 1 0 0 100 Qx)
c.1585-1G>A SNV Ekson 12 4 1 0 0 0 100 g
c.1624G>T SNV Ekson 12 12 3 0 0 0 100 Q)
c.1645A>C SNV Ekson 12 0 0 1 0 0 100 2
Q

—~t+

c.1646G>A SNV Ekson 12 2 2 1 0 0 100 ()
c.1647T7>G SNV Ekson 12 3 1 0 0 0 100 Sel-
(e

c.1652G>A SNV Ekson 12 8 3 0 0 0 100 j
c.1654C>T SNV Ekson 12 0 0 1 0 0 100 (C/)
c.1657C>T SNV Ekson 12 8 2 0 0 0 100 (ES'
C1666A>G SNV Ekson 12 1 0 0 0 0 100 =
c.1673T>C SNV Ekson 12 0 0 1 0 0 100 O
c.1675G>A SNV Ekson 12 4 0 1 0 0 100 '5)
C1679G>A SNV Ekson 12 0 0 1 0 0 100 g%i
c.1679G>C SNV Ekson 12 6 1 0 0 0 100 N
c.1679+1,6 SNV Intron 12 0 0 1 0 0 100 8

kbA>G

SISOl
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Genotyp
(Nazwa
pospolita /
nazwa cDNA /
wspoétrzedna)

1812-1
G>A

AS61T
V562l
Y569D
P574H
G576A
D579G
E585X
1898+1G>A
1898+3A>G
HB09R
D614G
R668C
R668H
2143delT
K684TfsX4

2183AA>G

2184delA
2184insA

S686Y
R709X
K710X

Rozpoznania dodatnie (warianty) g
) Nieprawidtowo L, O
X . Region genu Brak Zgodnos¢

Nazwa cDNA Rodzaj wariantu , rozpoznane . —+
CFTR (hg19) Prébki Prébki z linii Prébki rozpoznan* nukleotydy dodatnia =~
kliniczne komérkowych syntetyczne Q
o
c.1680-1G>A SNV Ekson 13 0 2 0 0 0 100 (@)
—
Q
C.1681G>A SNV Ekson 13 1 0 0 0 0 100 ('\7‘
c.1684G>A SNV Ekson 13 1 0 0 0 0 100 @)
>
c.1705T>G SNV Ekson 13 0 0 1 0 0 100 Q
c.1721C>A SNV Ekson 13 0 1 0 0 0 100 o
o
c.1727G>C SNV Ekson 13 4 1 0 0 0 100 o
c.1736A>G SNV Ekson 13 0 0 1 0 0 100 O
c.1753G>T SNV Ekson 13 0 0 1 0 0 100 Qx)
c.1766+1G>A SNV Intron 13 2 1 0 0 0 100 g
c.1766+3A>G SNV Intron 13 0 0 1 0 0 100 Q)
c.1826A>G SNV Ekson 14 0 1 0 0 0 100 2
Q
c.1841A>G SNV Ekson 14 0 0 2 0 0 100 —
€.2002C>T SNV Ekson 14 5 2 0 0 0 100 8
c.2003G>A SNV Ekson 14 1 0 0 0 0 100 E
c.2012delT DIV Ekson 14 2 1 0 0 0 100 _|
€.2046_2047 DIV Ekson 14 0 0 1 0 0 100 E
delAA (@))
€.2051_2052 DIV Ekson 14 3 1 0 0 0 100 «Q
i o
delAAinsG el
c.2052delA DIV Ekson 14 1 1 0 0 0 100 O
€.2052_2053 DIV Ekson 14 3 0 1 0 0 100 '5.)
insA —
c.2057C>A SNV Ekson 14 0 1 0 0 0 100 O
i
c.2125C>T SNV Ekson 14 1 0 2 0 0 100 8

C.2128A>T SNV Ekson 14 3 0 0 0 0 100

SISOl
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Genotyp
(Nazwa
pospolita /
nazwa cDNA /
wspoétrzedna)

E725K
2307insA

L732X
2347delG
P750L
V754M
R764X
2585delT
E822X
2622+1G>A
E831X
D836Y
W846X
R851X
T854T
2711delT
V868V

C.2657+2_
2657+3insA

2789+5G>A
Q890X
A923A
L927P
S945L
MO52T

Rozpoznania dodatnie (warianty) g
) Nieprawidtowo L, O
X . Region genu Brak Zgodnos¢

Nazwa cDNA Rodzaj wariantu , rozpoznane . —+
CFTR (hg19) Prébki Prébki z linii Prébki rozpoznan* nukleotydy dodatnia =~
kliniczne komérkowych syntetyczne Q
o
c.2173G>A SNV Ekson 14 2 0 0 0 0 100 (@)
—
c.2175.2176 DIV Ekson 14 3 0 2 0 0 100 Q)
insA ('\)l
c.2195T>G SNV Ekson 14 0 0 2 0 0 100 @)
>
€.2215delG DIV Ekson 14 0 0 2 0 0 100 Q
C.2249C>T SNV Ekson 14 1 0 0 0 0 100 o
€.2260G>A SNV Ekson 14 2 1 0 0 0 100 8
€.2290C>T SNV Ekson 14 1 0 2 0 0 100 O
c.2453delT DIV Ekson 14 0 0 2 0 0 100 Qx)
€.2464G>T SNV Ekson 14 0 0 2 0 0 100 g
c.2490+1G>T SNV Intron 14 0 0 2 0 0 100 Q)
C.2491G>T SNV Ekson 15 0 0 1 0 0 100 2
Q
€.2506G>T SNV Ekson 15 0 1 0 0 0 100 —
€.2537G>A SNV Ekson 15 0 1 0 0 0 100 8
c.2551C>T SNV Ekson 15 0 0 1 0 0 100 E
€.2562T>G SNV Ekson 15 212 44 0 0 0 100 _|
c.2583delT DIV Ekson 15 0 0 1 0 0 100 E
C.2604A>G SNV Ekson 15 2 0 0 0 0 100 ('_/)
C.2657+2_ DIV Intron 16 0 0 1 0 0 100 (%
2657+3insA —
€.2657+5G>A SNV Intron 16 9 1 0 0 0 100 Q
€.2668C>T SNV Ekson 17 1 0 0 0 0 100 wn
~t+
c.2769C>T SNV Ekson 17 1 0 0 0 0 100 6
€.2780T>C SNV Ekson 17 0 0 1 0 0 100 Tl
€.2834C>T SNV Ekson 17 0 0 1 0 0 100 O

€.2855T>C SNV Ekson 17 1 0 0 0 0 100
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Cenctyp Rozpoznania dodatnie (warianty) g
(Nazwa ) Nieprawidtowo L, O
. . ) Region genu Brak Zgodnos¢
pospolita / Nazwa cDNA Rodzaj wariantu ’ rozpoznane . —
CFTR (hg19) Prébki Prébki z linii Prébki rozpoznan* dodatnia =~
nazwa cDNA / o X nukleotydy Q)
. kliniczne komorkowych syntetyczne
wspotrzedna) Q_
3007delG €.2875delG DIV Ekson 17 0 0 1 0 0 100 (@)
—
T966T C.2898G>A SNV Ekson 17 5 0 0 0 0 100 %
G970R €.2908G>C SNV Ekson 17 0 0 1 0 0 100 N
S977F €.2930C>T SNV Ekson 18 0 0 1 0 0 100 g
3120G>A €.2988G>A SNV Ekson 18 1 0 0 0 0 100 Q
3120+1G>A €.2988+1G>A SNV Intron18 7 1 0 0 0 100 8
3121-1G>A €.2989-1G>A SNV Ekson 19 0 0 1 0 0 100 (@)
L997F €.2991G>C SNV Ekson 19 2 1 0 0 0 100 8
11027T c.3080T>C SNV Ekson 19 1 2 0 0 0 100 g
3272-26A>G €.3140-26A>G SNV Intron 19 0 1 0 0 0 100 E
F1052V c.3154T>G SNV Ekson 20 0 1 0 0 0 100 %
L1065P c.3194T7>C SNV Ekson 20 0 0 1 0 0 100 5
R1066C c.3196C>T SNV Ekson 20 6 0 0 0 0 100 f(—Dl-
R1066H c.3197G>A SNV Ekson 20 1 0 1 0 0 100 wn
—~t+
G1069R c.3205G>A SNV Ekson 20 0 1 0 0 0 100 C
R1070W c.3208C>T SNV Ekson 20 0 2 0 0 0 100 j
R1070Q ¢.3209G>A SNV Ekson 20 0 1 0 0 0 100 (C/)
L1077P €.3230T>C SNV Ekson 20 0 0 1 0 0¥ 100 (5
W1089X c.3266G>A SNV Ekson 20 4 0 0 0 0 100 2
Y1092X €.3276C>A SNV Ekson 20 3 1 0 0 0 100 O
(C>A) <
Y1092X c.3276C>G SNV Ekson 20 0 0 1 0 0 100 (,2.
(C>0G) 6
T1095T c.3285A>T SNV Ekson 20 7 0 0 0 0 100 Tl
M1101K €.3302T>A SNV Ekson 20 2 2 0 0 0 100 (o3
E1104X c.3310G>T SNV Ekson 20 0 0 1 0 0 100
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Genotyp
(Nazwa
pospolita /
nazwa cDNA /
wspoétrzedna)

€.3368-2A>T
D1152H
V1153E
R1158X
R1162X
R1162L
3659delC
S1196X

W1204X
(c.3611G>A)

W1204X
(c.3612G>A)

3791delC
11234V
S1235R

3849+10
kbC>T

G1244E
3876delA
S1251N
3905insT

D1270N
W1282X
P1290P
4005+1G>A

Rozpoznania dodatnie (warianty) g
) Nieprawidtowo L, O
X . Region genu Brak Zgodnos¢

Nazwa cDNA Rodzaj wariantu , rozpoznane . —+
CFTR (hg19) Prébki Prébki z linii Prébki rozpoznan* nukleotydy dodatnia =~

kliniczne komérkowych syntetyczne Q

o

c.3368-2A>T SNV Intron 20 0 1 0 0 0 100 (@)
—_

€.3454G>C SNV Ekson 21 10 1 0 0 0 100 %
c.3458T>A SNV Ekson 21 1 0 0 0 0 100 N
c.3472C>T SNV Ekson 22 7 1 0 0 0 100 g
C.3484C>T SNV Ekson 22 5 1 0 0 0 100 Q
c.3485G>T SNV Ekson 22 0 2 0 0 0 100 8
c.3528delC DIV Ekson 22 4 1 0 0 0 100 (@)
€.3587C>G SNV Ekson 22 1 0 0 0 0 100 8
c.3611G>A SNV Ekson 22 0 0 1 0 0 100 ~
g

c.3612G>A SNV Ekson 22 0 0 1 0 0 100 Q)
>

c.3659delC DIV Ekson 22 2 0 0 0 0 100 QO
—~t+

¢.3700A>G SNV Ekson 22 1 0 1 0 0 100 ()
c.3705T>G SNV Ekson 22 9 1 0 0 0 100 Sﬁ-
(e

c.3717+ SNV Intron 22 " 2 0 0 0 100
12191C>T j
c.3731G>A SNV Ekson 23 0 0 1 0 0 100 (C/)
c.3744delA DIV Ekson 23 6 1 0 0 0 100 (5'
C.3752G>A SNV Ekson 23 1 0 1 0 0 100 =
c.3773_3774 DIV Ekson 23 3 1 0 0 0 100 O
insT <
wn
c.3808G>A SNV Ekson 23 0 2 0 0 0 100 —
c.3846G>A SNV Ekson 23 9 1 0 0 0 100 O
i
c.3870A>G SNV Ekson 23 10 3 0 0 0 100 8
€.3873+1G>A SNV Intron 23 0 0 1 0 0 100
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Cenctyp Rozpoznania dodatnie (warianty)
(Nazwa ) Nieprawidtowo L,
pospolita / Nazwa cDNA Rodzaj wariantu Region genu Brak rozpoznane Zgodnosc
nazwa cDNA / CFTR (hg19) Prébki Prébki z linii Prébki rozpoznan* TR dodatnia
. kliniczne komérkowych syntetyczne
wspotrzedna)
4016insT €.3884_3885 DIV Ekson 24 0 0 1 0 0 100
insT
T1299T €.3897A>G SNV Ekson 24 3 0 0 0 0 100
N1303K €.3909C>G SNV Ekson 24 9 1 0 0 0 100
Q1313X c.3937C>T SNV Ekson 24 0 0 1 0 0 100
G1349D c.4046G>A SNV Ekson 25 0 1 0 0 0 100
4209TG c.4077_4080 DIV Ekson 25 0 0 1 0 0 100
TT>AA delTGTT
insAA
CFTR €.3964-78_ Del Intron 24 1 0 1 0 0 100
dele22,23 4242+577del
4382delA c.4251delA DIV Ekson 27 0 0 1 0 0 100
Y1424Y c.4272C>T SNV Ekson 27 6 2 0 0 0 100
Q1463Q c.4389G>A SNV Ekson 27 150 32 0 0 0 100
Ltacznie wszystkie warianty (PA)t 2072 3 4 99,66
Lacznie wszystkie typu dzikiego (zgodnos$é ujemna) 2600928 1 28 > 99,99
tacznie wszystkie typu dzikiego i warianty (zgodnos¢ catkowita) 2603000 4 6 > 99,99

DIV oznacza wariant delecja/insercja.

* Probek nie testowano ponownie.

~ Oprogramowanie nie raportuje nazwy cDNA w przypadku tej wspétrzednej genomowej.

* W raporcie z sekwencjonowania metodg Sangera wariant P205S wymieniono jako heterozygotyczny w odniesieniu do prébki klinicznej. Natomiast
analiza danych zebranych metoda Sangera wskazuje, ze wariant byt w rzeczywisto$ci homozygotyczny i zaraportowany nieprawidtowo. Aparat
MiSeqDx zaraportowat ten wariant jako homozygotyczny.

# Jeden z niezgodnych wynikéw pochodzit z badania odtwarzalnosci. Wynik dotyczacy PolyTG/PolyT w odniesieniu do prébki byt zgodny we
wszystkich 18 odtworzeniach, ale niezgodny z sekwencjonowaniem dwukierunkowym metodg Sangera.

¥ Pierwotna syntetyczna prébka heterozygotyczna zostata uznana za przygotowang nieprawidtowo. Gdy jg nastepnie zbadano po ponownym
przygotowaniu i zastosowaniu tego samego plazmidu — zostata wykryta.

T Wartos¢é PA z wytgczeniem rozpoznan Poly TG/PolyT wyniosta 100%.

ql4 21sAD 1ybisna | n1sal eluemodedo op euozoBjop ex10|N
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§ Prébka syntetyczna, heterozygotyczna w odniesieniu do eksonu 8, zostata zaraportowana jako heterozygotyczna w odniesieniu do wariantu CFTR
dele22,23. Dalsza analiza wykazata, ze taki wynik byt prawdopodobnie skutkiem zanieczyszczenia o niskim poziomie. Dodatkowo, w przypadku
drugiej prébki, startery zastosowane w metodzie Sangera nie mogty w petni wykryé wariantu Q1463Q ze wzgledu na polimorfizmy typu indel zaréwno
przed, jak i za lokalizacjg wariantu.

Tabela 23 Doktadnos¢ wariantu PolyTG/PolyT w przypadku Test Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay do sekwencjonowania
klinicznego genu mukowiscydozy

Genotyp Liczba prébek Liczba prébek z linii Liczba prébek Liczba nieprawidtowo rozpoznanych Liczba nierozpoznanych Doktadnos¢
PolyTG/PolyT klinicznych komorkowych syntetycznych nukleotydow nukleotydow* [%]
(TG)9(T)7/ 2 0 0 0 1 50,00
(TG)11(T)7

(TG)9(T)9/ 1 0 0 0 0 100
(TG)10(T)7

(TG)9(T)9/ 5 1 0 0 0 100
(TG)11(T)7

(TG)9(T)9/ 1 0 0 0 0 100
(TG)11(T)9

(TG)10(T)7/ 25 8 0 0 0 100
(TG)10(T)7

(TG)10(T)7/ 39 16 0 0 0 100
(TG)10(T)9

(TG)10(T)7/ 2 0 0 0 0 100
(TG)11(T)5

(TG)10(T)7/ 72 " 0 0 0 100
(TG)11(T)7

(TG)10(T)7/ 1 0 0 0 0 100
(TG)12(T)5

(TG)10(T)7/ 10 1 0 0 1 90,91
(TG)12(T)7

(TG)10(T)9/ 7 6 0 0 0 100
(TG)10(T)9

(TG)10(T)9/ 5 0 0 0 0 100
(TG)11(T)5
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Genotyp
PolyTG/PolyT

(TG)10(T)9/
(TeN(myz

(TG)10(T)9/
(TG)11(T)9

(TG)10(T)9/
(TG)12(T)5

(TG)10(T)9/
(TG)12(T)7

(TG)1(T)5/
(Teni(myz

(Te)1(T)7/
(Te)1(T)7

(TeN(myz/
(Te)(mon

(Te)1(T)7/
(TG)12(T)5

(TeNu(myz/
(TG)12(T)7

(TG)11(T)9/
(TG)12(T)7

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

tacznie

* Prébek nie testowano ponownie.
~ Jeden z niezgodnych wynikéw pochodzit z badania odtwarzalnosci. Wynik dotyczacy PolyTG/PolyT w odniesieniu do prébki byt zgodny we

Liczba probek
klinicznych

76

13

52

Liczba probek z linii
komoérkowych

20

448

Liczba probek
syntetycznych

0

Liczba nieprawidtowo rozpoznanych
nukleotydow

0

wszystkich 18 odtworzeniach, ale niezgodny z sekwencjonowaniem dwukierunkowym metodg Sangera.

Odtwarzalnosc¢

Odtwarzalnosc testu Test Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay do sekwencjonowania klinicznego genu mukowiscydozy okreslono
na podstawie badania z zastosowaniem $lepej proby przeprowadzonego na trzech stanowiskach. Kazde stanowisko obstugiwato

Liczba nierozpoznanych
nukleotydow*

0

Doktadnosé g
[%] (@]
—~t+
100 ~
Q
o
100
@)
—tp—
Q
100 (@)
N
@)
92,31 S
Q
o
83,33
o
O
100 O]
Q
0 5
100 Q
=3
Q
100 —
)
100 f(el-
(e
100 j
(e
98,44 (‘_/)
(]
iy
~t
O
<
wn
=
@)
L
O
)
(@]
25
(70}

dwodch operatoréw. Kazdy z operatoréw na kazdym stanowisku przebadat dwa dobrze scharakteryzowane panele po 46 prébek, co
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dato tgcznie 276 wynikdw probek na operatora. Panel zawierat mieszaning genomowego DNA z limfoblastowych linii komdrkowych ze
znanymi mutacjami w genie CFTR, a takze krew o obnizonej zawartosci leukocytdéw zmieszang z limfoblastowymi liniami komdrkowymi
ze znanymi mutacjami w genie CFTR. Prébki krwi dostarczono w celu przeprowadzenia czynnosci ekstrakcji do przygotowania gDNA
bedgcego materiatem wejsciowym w procedurze oznaczenia.

Odsetek prawidtowych prébek, okreslany jako liczba prébek spetniajgcych wymagania parametréw kontroli jakosci w pierwszej prébie,
wynidst 99,7%. Wszystkie wyniki dotyczg pierwszego badania.

Zgodnos¢ dodatnia na poziomie genotypu dla wszystkich wariantéw, w tym wariantu PolyTG/PolyT, wyniosta 99,22%, natomiast przy
wykluczeniu wariantu PolyTG/Poly T wyniosta 99,60%. Zgodnosc¢ ujemna dla wszystkich WT wyniosta 99,70%, tak samo jak zgodnos¢é
ogodlna dla wszystkich zaraportowanych pozycji. Zgodnos¢ dodatnia w przypadku wariantu PolyTG/PolyT wyniosta 97,83%.

Tabela 24 Odtwarzalnos$¢ Test Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay do sekwencjonowania klinicznego genu mukowiscydozy
(z wytgczeniem wariantéw PolyTG/PolyT)

tacznie* (wszystkie

Suma wynikow Zgodne rozpoznania )
Nazwa HGVS (lub stanowiska)
. . . . Odsetek
Prébka lokalizacja w razie Nazwa wariantu . . . . . Nieprawidtowo s0odnosci
braku HGVS) Na kazde Wszystkie Stanowisko Stanowisko Stanowisko Brak rozboznane 9
stanowisko stanowiska 1 2 3 rozpoznan® o
nukleotydy

1 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100

1 c.1646G>A S549N 6 18 6 6 6 0 0 100

1 €.2562T7>G T854T 6 18 6 6 6 0 0 100

2 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100

2 c.1581A>G E527E 6 18 6 6 6 0 0 100

2 c.1680-1G>A 1812-1G>A 6 18 6 6 6 0 0 100
2 €.2562T>G T854T 6 18 6 6 6 0 0 100

2 c.312delA 444delA 6 18 6 6 6 0 0 100

2 c.3870A>GC P1290P 6 18 6 5 6 0 1 94,44
2 c.4389G>A Q1463Q 6 18 6 6 6 0 0 100

3 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100

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
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- . tacznie* (wszystkie C

Suma wynikow Zgodne rozpoznania R —_—

Nazwa HGVS (lub stanowiska) Odsetek (@)

Prébka lokalizacja w razie Nazwa wariantu Nieprawidfowo . ;
braku HGVS) Na kazde Wszystkie Stanowisko Stanowisko Stanowisko Brak r0Zb0ZNaNne zgodnosci Q

stanowisko stanowiska 1 2 3 rozpoznan® -

nukleotydy (@}

3 .2562T>G T854T 6 18 6 6 6 0 0 100 Q
3 c.4389G>A Q1463Q 6 18 6 6 6 0 0 100 %
4 c.1408G>A V470M 6 18 5 6 6 1 0 94,44 g
4 €.1521.1523delCTT F508del 6 18 5 6 6 1 0 94,44 5
Q

4 c.2052delA 2184delA 6 18 5 6 6 1 0 94,44 o
5 c.1408G>A V470M 6 18 6 5 6 " 0 94,44 (@]
5 C.224G>A R75Q 6 18 6 5 6 1 0 94,44 _8
5 c.2562T>G T854T 6 18 6 5 6 " 0 94,44 Q)
5 c.3472C>T R1158X 6 18 6 5 6 " 0 94,44 (75_
5 c.366T>A Y122X 6 18 6 5 6 1" 0 94,44 E
5 c.625G>T A209S 6 18 6 5 6 " 0 94,44 %

6 C.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100 Q
6 €.1521.1523delCTT F508del 6 18 6 6 6 0 0 100 6
6 c.2051_ 2183AA>G 6 18 6 6 6 0 0 100 fﬁ_
2052delAAinsG (e

7 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100 j
7 .223C>T R75X 6 18 6 6 6 0 0 100 (C/)

7 c.2562T>G T854T 6 18 6 6 6 0 0 100 (5
8 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100 2
8 ¢.1519_1521delATC 1507del 6 18 6 6 6 0 0 100 @)
8 c.1521.1523delCTT  F508del 6 18 6 6 6 0 0 100 '5)

8 c.2562T>G T854T 6 18 6 6 6 0 0 100 —
@]

8 c.4389G>A Q1463Q 6 18 6 6 6 0 0 100 -n

9 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100 8

9 €.1521.1523delCTT F508del 6 18 6 6 6 0 0 100
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. ) tacznie* (wszystkie C
Suma wynikow Zgodne rozpoznania R —_—
Nazwa HGVS (lub stanowiska) Odsetek (@)
Prébka lokalizacja w razie Nazwa wariantu Nieprawidtowo . ;
Na kazde Wszystkie Stanowisko Stanowisko Stanowisko Brak zgodnosci
braku HGVS) rozpoznane Q
stanowisko stanowiska 1 2 3 rozpoznan®
nukleotydy (e}
9 €.2562T>G T854T 6 18 6 6 6 0 0 100 Q
9 €.3846G>A W1282X 6 18 6 5 6 0 T* 94,44 %
9 c.4389G>A Q1463Q 6 18 6 6 6 0 0 100 g
10 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100 >
Q
10 c.1521.1523delCTT F508del 6 18 6 6 6 0 0 100 o
10 c.2562T>G T854T 6 18 6 6 6 0 0 100 (@)
10 ¢.3140-26A>G 3272-26A>G 6 18 6 5 6 0 1 94,44 _8
10 c.4389G>A Q1463Q 6 18 6 6 6 0 0 100 Q)
11, 39 c.1408G>A V470M 12 36 12 12 12 0 0 100 g
11, 39 c.1521_1523delCTT F508del 12 36 12 12 12 0 0 100 E
11, 39 c.2002C>T R668C 12 36 12 12 12 0 0 100 %
1,39 c2562T>G T854T 12 36 12 12 12 0 0 100 QO
11, 39 c.3717+12191C>T 3849+10kbC>T 12 36 12 12 12 0 0 100 6
11,39 C.4389G>A Q1463Q 12 36 12 12 12 0 0 100 @
12, 40 c.1408G>A V470M 12 36 12 12 12 0 0 100 c
12,40 c.2562T>G T854T 12 36 12 12 12 0 0 100 j
(e
12, 40 C.2988+1G>A 3120+1G>A 12 36 12 12 12 0 0 100 wn
12,40  C.4389G>A Q1463Q 12 36 12 12 12 0 0 100 Q
12, 40 c.489+1G>T 621+1G>T 12 36 12 12 12 0 0 100 2
13 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100 @)
13 c.1521.1523delCTT F508del 6 18 6 6 6 0 0 100 '5)
~t+
13 c.178G>T E60X 6 18 6 6 6 0 0 100 6'
13 c.4389G>A Q1463Q 6 18 6 6 6 0 0 100 T
14 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100 O
14 c.1584G>A E528E 6 18 6 6 6 0 0 100
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14
14
15
15
15
15
16
16
16
17, M
17, M1
17, M1
18, 42
18, 42
18, 42
18, 42
19
19
19
20, 43
20, 43
20, 43
21,44
21,44

21,44

Nazwa HGVS (lub
lokalizacja w razie
braku HGVS)

€.2562T>G
€.3302T>A
c.1408G>A
c.1584G>A
c.2562T7>G
€.3302T>A
c.1408G>A
€.1521_.1523delCTT
€.3080T>C
c.1408G>A
€.1521_1523delCTT
c.3528delC
c.-4G>C
c.1408G>A
€.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

Nazwa wariantu

T854T
M1101K
V470M
E528E
T854T
M1101K
V470M
F508del
11027T
V470M
F508del
3659delC
117120145
V470M
F508del
R117H
V470M
621+1G>T
71M+1G>T
V470M
G85E
621+1G>T
A455E
V470M
F508del

Suma wynikéw

Na kazde
stanowisko

o ol O o o o o

12
12
12
12
12
12
12

12
12
12
12
12
12

Wszystkie
stanowiska
18
18
18
18
18
18
18
18
18
36
36
36
36
36
36
36
18
18
18
36
36
36
36
36
36

Stanowisko

1

o ol o o o o O

12
12
12
12
12
12
12

12
12
12
12
12
12

Zgodne rozpoznania

Stanowisko

2

o o o o oo o o oo

2 Al al el A
N NN N N NN

12
12
12
12
12
12

Stanowisko

3

o ol O oo o o o

12
12
12
12
12
12
12

12
12
12
12
12
12

tacznie* (wszystkie

Brak
rozpoznan

O O O O O 0O O Ojlo o o o o o o olo o o o o o o oo

stanowiska)

Nieprawidiowo
A rozpoznane
nukleotydy

0

O O O O O O O Ol o o o o o o olo o o o o o o o

Odsetek
zgodnosci

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

ql4 21sAD 1ybisna | n1sal eluemodedo op euozoBjop ex10|N
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22
22
22
22
22
23
23
23
24, 45
24, 45
24, 45
25
25
26
26
26
27,46
27,46
27, 46
27, 46
27,46
28
28
28
28

Nazwa HGVS (lub
lokalizacja w razie
braku HGVS)

c.1408G>A
€.1521_1523delCTT
c.1679G>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
c.1624G>T
c.1408G>A
c.1652G>A
c.1657C>T
€.2562T>G
c.4389G>A
c.1408G>A
€.2562T7>G
€.3717+12191C>T
c.4389G>A

- . tacznie* (wszystkie C
Suma wynikow Zgodne rozpoznania R —_—
stanowiska) O
Nazwa wariantu i i Odsetek =
Na kazde Wszystkie Stanowisko Stanowisko Stanowisko Brak Nieprawidiowo zgodnosci ~
. . G rozpoznane Q)
stanowisko stanowiska 1 2 3 rozpoznan
nukleotydy (@}
V470M 6 18 6 6 6 0 0 100 Q
F508del 6 18 6 6 6 0 0 100 %
R560T 6 18 6 6 6 0 0 100 g
T854T 6 18 6 6 6 0 0 100 >
Q
Q1463Q 6 18 6 6 6 0 0 100 o
V470M 6 18 6 6 6 0 0 100 (@)
F508del 6 18 6 6 6 0 0 100 _8
Y1092X (C>A) 6 18 6 6 6 0 0 100 Q)
V470M 12 36 12 12 12 0 0 100 g
N1303K 12 36 12 12 12 0 0 100 E
G1349D 12 36 12 12 12 0 0 100 %
V470M 6 18 6 6 6 0 0 100 QO
G542X 6 18 6 6 6 0 0 100 6
117120141 6 18 6 6 6 0 0 100 @
V470M 6 18 6 6 6 0 0 100 c
G542X 6 18 6 6 6 0 0 100 j
C
V470M 12 36 12 12 12 0 0 100 wn
G551D 12 36 12 12 12 0 0 100 Q
R553X 12 36 12 12 12 0 0 100 2
T854T 12 36 12 12 12 0 0 100 @)
Q1463Q 12 36 12 12 12 0 0 100 '5)
~t+
V470M 6 18 6 6 6 0 0 100 =
@)
T854T 6 18 6 6 6 0 0 100 m
3849+10kbC>T 6 18 6 6 6 0 0 100 O
Q1463Q 6 18 6 6 6 0 0 100
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- . tacznie* (wszystkie C
Suma wynikow Zgodne rozpoznania R —_—
Nazwa HGVS (lub stanowiska) Odsetek (@)
Prébka lokalizacja w razie Nazwa wariantu Nieprawidtowo . ;
braku HGVS) Na kazde Wszystkie Stanowisko Stanowisko Stanowisko Brak zgodnosci
raku - : G rozpoznane Q
stanowisko stanowiska 1 2 3 rozpoznan
nukleotydy (e}
29 C.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100 Q
29 c.2562T7>G T854T 6 18 6 6 6 0 0 100 %
29 c.91C>T R31C 6 18 6 6 6 0 0 100 B
30 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100 >
Q
30 €.1521_1523delCTT F508del 6 18 6 6 6 0 0 100 o
30 €.2562T7>G T854T 6 18 6 6 6 0 0 100 (@]
30 C.3485G>T R1162L 6 18 6 6 6 0 0 100 _8
30 c.4389G>A Q1463Q 6 18 6 6 6 0 0 100 Q
31 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100 g
31 c.1585-1G>A 1717-1G>A 6 18 6 6 6 0 0 100 E
31 €.2562T7>G T854T 6 18 6 6 6 0 0 100 %
31 c.4389G>A Q1463Q 6 18 6 6 6 0 0 100 (T)
32 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100 '(_D'-
32 €.2562T7>G T854T 6 18 6 6 6 0 0 100 Sﬁ_
32 c.3484C>T R1162X 6 18 6 6 6 0 0 100 c
32 c.4389G>A Q1463Q 6 18 6 6 6 0 0 100 j
C
33 ¢.1040G>C R347P 6 18 6 6 6 0 0 100 wn
33 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100 Q
33 c.1652G>A G551D 6 18 6 6 6 0 0 100 2
33 €.2562T>G 78547 6 18 6 6 6 0 0 100 @)
33 c.4272C>T Y1424Y 6 18 6 6 6 0 0 100 '5)
~t+
33 c.4389G>A Q1463Q 6 18 6 6 6 0 0 100 5
34 c.1000C>T R334W 6 18 6 6 6 0 0 100 M
34 c.3368-2A>T c.3368-2A>T 6 18 6 6 6 0 0 100 O
35 c.1523T>GC F508C 6 18 6 6 6 0 0 100
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- . tacznie* (wszystkie C
Suma wynikow Zgodne rozpoznania R —_—
Nazwa HGVS (lub stanowiska) Odsetek (@)
Prébka lokalizacja w razie Nazwa wariantu Nieprawidtowo . ;
Na kazde Wszystkie Stanowisko Stanowisko Stanowisko Brak zgodnosci
braku HGVS) rozpoznane Q
stanowisko stanowiska 1 2 3 rozpoznan®
nukleotydy (e}
36 C.254G>A G85E 6 18 6 6 6 0 0 100 Q
36 €.3454G>C D1152H 6 18 6 6 6 0 0 100 %
37 c.1007T>A 1336K 6 18 6 6 6 0 0 100 g
37 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100 >
Q
37 c.2562T>G T854T 6 18 6 6 6 0 0 100 o
37 c.3705T>G S1235R 6 18 6 6 6 0 0 100 (@]
38 C1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100 _8
38 c.1727G>C G576A 6 18 6 6 6 0 0 100 Q
38 €.2002C>T R668C 6 18 6 6 6 0 0 100 g
38 c.2057C>A S686Y 6 18 6 6 6 0 0 100 E
38 €.2562T7>G T854T 6 18 6 6 6 0 0 100 %
38 c.4389G>A Q1463Q 6 18 6 6 6 0 0 100 (T)
47,85 c.1408G>A V470M 12 36 12 12 12 0 0 100 '(_D'-
47,85 €.2562T7>G T854T 12 36 12 12 12 0 0 100 Sﬁ_
47,85 €.2657+5G>A 2789+5G>A 12 36 12 12 12 0 0 100 c
47,85 c.4389G>A Q1463Q 12 36 12 12 12 0 0 100 j
C
48, 86 €.54-5940_ CFTRdele2,3 12 36 12 1 12 1 0 97,22 wn
273+10250del21kb (5
48, 86 c.1408G>A V470M 12 36 12 1 12 1 0 97,22 2
48, 86 €.1521_1523delCTT F508del 12 36 12 1 12 1 0 97,22 O
49,87  c.1408G>A V470M 12 36 12 12 12 0 0 100 '5)
49, 87 €.1521_1523delCTT F508del 12 36 12 12 12 0 0 100 —
49, 87 c.1766+1G>A 1898+1G>A 12 36 12 12 12 0 0 100 9”
50, 88 c.1408G>A V470M 12 36 12 12 12 0 0 100 8
50, 88 c.220C>T R74W 12 36 12 12 12 0 0 100
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. ) tacznie* (wszystkie C
Suma wynikow Zgodne rozpoznania R —_—
Nazwa HGVS (lub stanowiska) Odsetek O
Prébka lokalizacja w razie Nazwa wariantu Nieprawidtowo . ;
braku HGVS) Na kazde Wszystkie Stanowisko Stanowisko Stanowisko Brak rozDoZNANE zgodnosci )
stanowisko stanowiska 1 2 3 rozpoznan® -
nukleotydy (e}
50, 88 €.2562T7>G T854T 12 36 12 12 12 0 0 100 9_
50, 88 c.3808G>A D1270N 12 36 12 12 12 0 0 100 %
51, 89 c.1408G>A V470M 12 36 12 12 12 0 0 100 g
51, 89 €.1521_1523delCTT F508del 12 36 12 12 12 0 0 100 >
Q
51, 89 c.2012delT 2143delT 12 36 12 12 12 0 0 100 o
52 c.3744delA 3876delA 6 18 6 6 6 0 0 100 (@]
53,90 €.3773_3774insT 3905insT 12 36 12 12 12 0 0 100 _8
54,91 c.1408G>A V470M 12 36 12 12 12 0 0 100 Q
54,91 €.262_263delTT 394delTT 12 36 12 12 12 0 0 100 g
55,92 c.1408G>A V470M 12 36 12 12 12 0 0 100 E
Q
55,92 c.1519A>GC 1507V 12 36 12 12 12 0 0 100 S
55,92 €.1521.1523delCTT F508del 12 36 12 12 12 0 0 100 (T)
55,92 €.2562T7>G T854T 12 36 12 12 12 0 0 100 '(_D'-
55,92 c.3080T>C 110277 12 36 12 12 12 0 0 100 Sﬁ_
55,92 c.4389G>A Q1463Q 12 36 12 12 12 0 0 100 c
56 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100 j
c
56 €.2562T7>G T854T 6 18 6 6 6 0 0 100 wn
56 c.3154T>G F1052V 6 18 6 6 6 0 0 100 Q
56 c.4389G>A Q1463Q 6 18 6 6 6 0 0 100 2
57 .-8G>C 117120141 6 18 6 6 6 0 0 100 @)
57 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100 '5)
~t+
57 €.2562T7>G T854T 6 18 6 6 6 0 0 100 5
57 c.3209G>A R1070Q 6 18 6 6 6 0 0 100 T
58 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100 O
58 €.1521.1523delCTT F508del 6 18 6 6 6 0 0 100
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58
59
59
59
60
60
60
60
61
61
61
62
62
62
64
64
64
64
65
66
66
66
67

67

Nazwa HGVS (lub
lokalizacja w razie
braku HGVS)

€.2991G>C
c.1408G>A
c.2562T7>G
€.3205G>A
c.1408G>A
c.2562T7>G
c.4389G>A
c.617T>G
c.1408G>A
€.2260G>A
c.4389G>A
c.1408G>A
c.2562T7>G
c.988G>T
c.1040G>A
c.1408G>A
€.2562T>G
c.4389G>A
c.948delT
c.1408G>A
€.1521_.1523delCTT
c.532G>A
c.1408G>A
c.1647T>G

- . tacznie* (wszystkie C
Suma wynikow Zgodne rozpoznania R —_—
stanowiska) O
Nazwa wariantu i i Odsetek =
Na kazde Wszystkie Stanowisko Stanowisko Stanowisko Brak Nieprawidiowo zgodnosci ~
. . G rozpoznane Q)
stanowisko stanowiska 1 2 3 rozpoznan
nukleotydy (@}
Lo97F 6 18 6 6 6 0 0 100 Q
V470M 6 18 6 6 6 0 0 100 %
T854T 6 18 6 6 6 0 0 100 B
G1069R 6 18 6 6 6 0 0 100 >
Q
V470M 6 18 6 6 6 0 0 100 o
T854T 6 18 6 6 6 0 0 100 (@)
Q1463Q 6 18 6 6 6 0 0 100 _8
L206W 6 18 6 6 6 0 0 100 Q)
V470M 6 18 6 6 6 0 0 100 g
V754M 6 18 6 6 6 0 0 100 s
Q
Q1463Q 6 18 6 6 6 0 0 100 S
V470M 6 18 6 6 6 0 0 100 QO
T854T 6 18 6 6 6 0 0 100 ’(_Dr
G330X 6 18 6 6 6 0 0 100 @
R347H 6 18 6 6 6 0 0 100 c
V470M 6 18 6 6 6 0 0 100 j
C
T854T 6 18 6 6 6 0 0 100 wn
Q1463Q 6 18 6 6 6 0 0 100 Q
1078delT 6 18 6 6 6 0 0 100 2
V470M 6 18 6 6 6 0 0 100 @)
F508del 6 18 6 6 6 0 0 100 '5)
~t+
G178R 6 18 6 6 6 0 0 100 =
@)
V470M 6 18 6 6 6 0 0 100 m
S549R 6 18 6 6 6 0 0 100 O
(c.1647T>G)
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- . tacznie* (wszystkie C

Suma wynikow Zgodne rozpoznania R —_—

Nazwa HGVS (lub stanowiska) Odsetek (@]

Prébka lokalizacja w razie Nazwa wariantu Nieprawidfowo . ;
braku HGVS) Na kazde Wszystkie Stanowisko Stanowisko Stanowisko Brak r0Zb0ZNaNne zgodnosci Q

stanowisko stanowiska 1 2 3 rozpoznan® -

nukleotydy (@}

68 C.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100 Q
68 c.1646G>A S549N 6 18 6 6 6 0 0 100 %
68 c.2562T>G T854T 6 18 6 6 6 0 0 100 g
68 c.4389G>A Q1463Q 6 18 6 6 6 0 0 100 >
Q

69 c.2506G>T D836Y 6 18 6 6 6 0 0 100 o
69 C.2537G>A Ww846X 6 18 6 6 6 0 0 100 (@)
70 C1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100 _8
70 c.2562T>G T854T 6 18 6 6 6 0 0 100 Q)
70 c.3485G>T R1162L 6 18 6 6 6 0 0 100 g
70 c.4389G>A Q1463Q 6 18 6 6 6 0 0 100 E
71 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100 %

VAl €.1521.1523delCTT F508del 6 18 6 6 6 0 0 100 Q_).
71 c.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 @
71 c.4389G>A Q1463Q 6 18 6 6 6 0 0 100 c
72 ¢.1022.1023insTC 1154insTC 6 18 6 6 5 1 0 94,44 j
C

72 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 5 1 0 94,44 wn

72 €.2562T>G T854T 6 18 6 6 5 1 0 94,44 Q
72 c.4389G>A Q1463Q 6 18 6 6 5 1 0 94,44 2
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 '5)
~t+

73 c.1624G>T G542X 6 18 6 6 6 0 0 100 5'
73 c.1826A>G HB09R 6 18 6 6 6 0 0 100 m
74 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 5 0 1 94,44 O

74 c.1429C>T P477S 6 18 6 6 6 0 0 100
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- . tacznie* (wszystkie C

Suma wynikow Zgodne rozpoznania R —_—

Nazwa HGVS (lub stanowiska) Odsetek (®)

Prébka lokalizacja w razie Nazwa wariantu Nieprawidfowo . ;
braku HGVS) Na kazde Wszystkie Stanowisko Stanowisko Stanowisko Brak r0Zb0ZNaNne zgodnosci Q

stanowisko stanowiska 1 2 3 rozpoznan® -

nukleotydy (@}

74 €.1521.1523delCTT F508del 6 18 6 6 6 0 0 100 9_
75 c.1408G>A V470M 6 18 6 5 6 " 0 94,44 %
75 €.1521.1523delCTT F508del 6 18 6 5 6 " 0 94,44 B
75 c.1721C>A P574H 6 18 6 5 6 1" 0 94,44 >
Q

76 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100 o
76 €.1521.1523delCTT F508del 6 18 6 6 6 0 0 100 (@]
76 C.2562T>G T854T 6 18 6 6 6 0 0 100 _8
76 c.425delT F143LfsX10 6 18 6 6 6 0 0 100 Q
76 c.4389G>A Q1463Q 6 18 6 6 6 0 0 100 g
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 %

77 c.489+1G>T 621+1G>T 6 18 6 6 6 0 0 100 (T)
78 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100 '(_D'-
78 c.1581A>G E527E 6 18 6 6 6 0 0 100 Sﬁ_
78 c.1680-1G>A 1812-1G>A 6 18 6 6 6 0 0 100 c
78 €.2562T>G T854T 6 18 6 6 6 0 0 100 j
C

78 c.312delA 444delA 6 18 6 6 6 0 0 100 wn

78 c.3870A>G P1290P 6 18 6 6 6 0 0 100 Q
78 c.4389G>A Q1463Q 6 18 6 6 6 0 0 100 2
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 '5)
~t+

79 €.2562T7>G T854T 6 18 6 6 6 0 0 100 5
79 c.3808G>A D1270N 6 18 6 6 6 0 0 100 T
80 c.-8G>C 117120141 6 18 6 6 6 0 0 100 O

80 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100

SISOl



"OYLIA NI 3OALSONOVIA M VINYMOSOLS 0d

0 "1oM '02//60000000L :NIUSWNXOP IN

Gl z80L

. ) tacznie* (wszystkie C
Suma wynikow Zgodne rozpoznania R —_—
Nazwa HGVS (lub stanowiska) Odsetek (@)
Prébka lokalizacja w razie Nazwa wariantu Nieprawidtowo . ;
braku HGVS) Na kazde Wszystkie Stanowisko Stanowisko Stanowisko Brak zgodnosci
raku - ) G rozpoznane Q
stanowisko stanowiska 1 2 3 rozpoznan
nukleotydy (e}
80 ¢.1521.1523delCTT F508del 6 18 6 6 6 0 0 100 9_
80 c.1657C>T R553X 6 18 6 6 6 0 0 100 %
80 c.2562T>G T854T 6 18 6 6 6 0 0 100 g
81 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100 >
Q
81 ¢.1521_1523delCTT F508del 6 18 6 6 6 0 0 100 o
81 c.1652G>A G551D 6 18 6 6 6 0 0 100 (@]
81 C.2562T>G T854T 6 18 6 6 6 0 0 100 _8
81 c.4389G>A Q1463Q 6 18 6 6 6 0 0 100 Q
82 c.1040G>C R347P 6 18 6 6 6 0 0 100 g
82 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100 E
82 ¢.1521.1523delCTT F508del 6 18 6 6 6 0 0 100 %
82 C.4272C>T Y1424 6 18 6 6 6 0 0 100 QO
83 c.-4G>C 11720145 6 18 6 6 6 0 0 100 '(_D'-
83 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100 Sﬁ_
83 €.1521.1523delCTT F508del 6 18 6 6 6 0 0 100 c
83 c.350G>A R117H 6 18 6 6 6 0 0 100 j
C
84 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100 wn
84 c.1519_1521delATC  1507del 6 18 6 6 6 0 0 100 Q
84 c.2562T>G T854T 6 18 6 6 6 0 0 100 2
84 c.4389G>A Q1463Q 6 18 6 6 6 0 0 100 @)
tacznie wszystkie warianty (zgodnos$¢ dodatnia)** (w 2580 7740 2562 2553 2565 37 23 99,22 '5)
tym dane dot. PolyTG/PolyT w Tabela 25) :i-.
tacznie wszystkie typu dzikiego (zgodnosé ujemna) 2871132 8613396 2865930 2855526 2865932 26006 2 99,70 O
i
tacznie wszystkie typu dzikiego i warianty (zgodnosé 2873712 8621136 2868492 2858079 2868497 26043 25 99,70 8’

catkowita)

€ Prébek nie testowano ponownie.
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~ Przy jednym powtdrzeniu kazdej z prébek 5 i 75 wskaznik rozpoznan wynidst 0%. Dalsza analiza wykazata, ze prébki prawdopodobnie nie zostaty
wprowadzone do ptytki na prébke przed przygotowaniem biblioteki.

* Weryfikacja wykazata, ze prébki 9 i 10 zostaty prawdopodobnie zamienione przez operatora przed przygotowaniem biblioteki.

** 7 wytgczeniem wariantow PolyTG/PolyT zgodno$é dodatnia wynosita 99,60%.

Tabela 25 Odtwarzalnos$¢ PolyTG/PolyT w przypadku Test Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay do sekwencjonowania klinicznego
genu mukowiscydozy

Liczba wynikow Zgodne rozpoznania Ltacznie wszystkie stanowiska
; Odsetek
Panel Prébka Genotyp Na kazde Wszystkie Stanowisko Stanowisko Stanowisko Brak Nieprawidtowo 2godnosci
stanowisko stanowiska 1 2 3 rozpoznan rozpoznane nukleotydy
A 1 (TG)12(T)7/ 6 18 6 6 6 0 0 100%
(TG)12(T)7
A 2 (TG)10(T)9/ 6 18 6 6 6 0 0 100%
(TG)10(T)7
A 3 (TG)10(T)7/ 6 18 6 6 6 0 0 100%
(TG)10(T)9
A 4 (TG)10(T)9/ 6 18 5 6 6 1 0 94,44%
(TG)11(T)7
A 5 (TG)10(T)7/ 6 18 6 5 6 1 0 94,44%
(TG)11(T)7
A 6 (TG)10(T)9/ 6 18 6 6 6 0 0 100%
(TG)10(T)7
A 7 (TG)10(T)9/ 6 18 6 6 6 0 0 100%
(TG)11(T)7
A 8 (TG)10(T)7/ 6 18 6 6 6 0 0 100%
(TG)10(T)9
A 9 (TG)10(T)9/ 6 18 6 6 6 0 0 100%
(TG)10(T)7
A 10 (TG)10(T)9/ 6 18 6 6 6 0 0 100%
(TG)10(T)7
A 11, 39 (TG)10(T)9/ 12 36 12 12 12 0 0 100%
(TG)10(T)7
A 12,40 (TG)10(T)9/ 12 36 12 12 12 0 0 100%
(TG)11(T)7
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Liczba wynikéw Zgodne rozpoznania tacznie wszystkie stanowiska C
A Odsetek —
Panel Prébka Genotyp Na kazde Wszystkie Stanowisko Stanowisko Stanowisko Brak Nieprawidtowo zgodnosci 9|_
stanowisko stanowiska 1 2 3 rozpoznan rozpoznane nukleotydy ~
A 13 (TG)10(T)9/ 6 18 6 6 6 0 0 100% Q
(TGN1(T)7 8_
A 14 (TG)10(T)7/ 6 18 6 6 6 0 0 100% E
(TG)11(T)7 @)
A 15 (TG)10(T)7/ 6 18 6 5 6 1 0 94,44% B
(TG)11(T)7 S
A 16 (TG)10(T)9/ 6 18 6 6 6 0 0 100% o
(TG)10(T)9 8
A 17,41 (TG)10(T)9/ 12 36 12 12 12 0 0 100% o
(TG)11(T)7 o)
A 18,42 (TG)10(T)9/ 12 36 12 12 12 0 0 100% Qx)
(TG)12(T)5 @)
A 19 (TG)10(T)9/ 6 18 6 6 6 0 0 100% E
(TG)11(T)7 Q
>
A 20,43 (TG)10(T)9/ 12 36 12 12 12 0 0 100% 5
(TG)11(T)7 —~+
A 21,44 (TG)10(T)9/ 12 36 12 12 12 0 0 100% 8
(TG)10(T)9 —~
(e
A 22 (TG)10(T)9/ 6 18 6 6 6 0 0 100%
(TG)10(T)7 j
A 23 (TG)10(T)9/ 6 18 6 6 6 0 0 100% (C/)
(TG)11(T)7 —_—
«Q
A 24,45 (TG)10(T)9/ 12 36 12 12 12 0 0 100% 5
(TG)11(T)7 —t
A 25 (TG)10(T)9/ 6 18 6 6 6 0 0 100% Q
(TG)10(T)9 n
~t+
A 26 (TG)10(T)9/ 6 18 6 6 6 0 0 100% 6
(TG)11(T)7 n
A 27,46 (TG)10(T)7/ 12 36 1 12 12 0 1 97,22% 8
(TG)11(T)7
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Liczba wynikéw Zgodne rozpoznania tacznie wszystkie stanowiska C
A Odsetek —
Panel Prébka Genotyp Na kazde Wszystkie Stanowisko Stanowisko Stanowisko Brak Nieprawidtowo zgodnosci 9|_
stanowisko stanowiska 1 2 3 rozpoznan rozpoznane nukleotydy ~
A 28 (TG)10(T)7/ 6 18 6 6 6 0 0 100% Q
(TG)10(T)7 8_
A 29 (TG)10(T)7/ 6 18 6 4 4 4 0 77,78% E
(TG)12(T)7 @)
A 30 (TG)10(T)9/ 6 18 6 6 6 0 0 100% g
(TG)10(T)7 S
A 31 (TG)10(T)7/ 6 18 6 6 6 0 0 100% o
(TG)1(T)7 8
A 32 (TG)10(T)7/ 6 18 6 6 6 0 0 100% o
(TG)10(T)7 o)
A 33 (TG)10(T)7/ 6 18 5 6 6 1 0 94,44% Qx)
(TeN1(T)7 @)
A 34 (TG)11(T)7/ 6 18 6 6 6 0 0 100% E
(TG)12(T)7 Q
>
A 35 (Te)N1(T)7/ 6 18 6 6 6 0 0 100% E)
(TG)11(T)7 —~+
A 36 (TG)11(T)7/ 6 18 6 6 6 0 0 100% 8
(TeNN(T)7 —~
(e
A 37 (Te)N1(T)7/ 6 18 6 6 6 0 0 100%
(TG)12(T)7 j
A 38 (TG)10(T)7/ 6 18 6 6 6 0 0 100% (C/)
(TG)11(T)7 —_—
«Q
B 47,85 (TG)10(T)7/ 12 36 12 12 12 0 0 100% 5
(TG)10(T)7 —t
B 48, 86 (TG)10(T)9/ 12 36 1 ik 12 2 0 94,44% Q
(TG)11(T)7 n
~t+
B 49, 87 (TG)10(T)9/ 12 36 12 12 12 0 0 100% 6
(TG)11(T)7 n
B 50, 88 (TG)10(T)9/ 12 36 12 12 12 0 0 100% 8
(TG)11(T)7

SISOl



"OYLIA NI 3OALSONOVIA M VINYMOSOLS 0d

0 "1oM '02//60000000L :NIUSWNXOP IN

GcLzzcll

Panel

Probka

51, 89

52

53, 90

54,91

55, 92

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

Genotyp

(TG)10(T)9/
(TG)10(T)9
(Te)1(M)7/
(TG)1(T)7
(Te)1(T)7/
(Te)1(T)7
(TG)10(T)9/
(TG)1(T)7
(TG)10(T)9/
(TG)10(T)7
(TG)10(T)7/
(TG)10(T)9
(TG)12(T)7/
(TG)12(T)7
(TG)10(T)9/
(TG)10(T)9
(Te)1(T)7/
(TG)12(T)7
(TG)9(T)9/
(TG)1(T)7
(TG)10(T)9/
(Te)1(T)7
(TG)10(T)7/
(TG)1(T)7
(Te)1(T)7/
(Te)1(T)7
(TG)10(T)7/
(TG)1(T)7
(Te)1(T)7/
(Te)1(T)7

Liczba wynikéw

Na kazde
stanowisko

12

12

12

12

Wszystkie
stanowiska

36

18

36

36

36

18

18

18

18

18

18

18

18

18

18

Stanowisko

1
12

12

12

12

Zgodne rozpoznania

Stanowisko

2
12

12

12

12

Stanowisko

3
12

12

12

12

tacznie wszystkie stanowiska

Brak
rozpoznan

0

Nieprawidtowo
rozpoznane nukleotydy

0

Odsetek

zgodnosci

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

94,44%

100%

100%

94,44%

100%

94,44%

100%
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Liczba wynikéw Zgodne rozpoznania tacznie wszystkie stanowiska C
A Odsetek —
Panel Prébka Genotyp Na kazde Wszystkie Stanowisko Stanowisko Stanowisko Brak Nieprawidtowo zgodnosci 9|_
stanowisko stanowiska 1 2 3 rozpoznan rozpoznane nukleotydy ~
B 66 (TG)10(T)9/ 6 18 6 6 6 0 0 100% Q
(TG)1(T)7 8_
B 67 (Te)N1(T)7/ 6 18 6 6 6 0 0 100% E
(TG)11(T)7 @)
B 68 (TG)10(T)7/ 6 18 6 6 6 0 0 100% g
(TG)11(T)7 S
B 69 (Te)N1(T)7/ 6 18 6 6 6 0 0 100% o
(TG)1(T)7 8
B 70 (TG)10(T)7/ 6 18 6 6 6 0 0 100% o
(TG)10(T)7 ©
B 71 (TG)10(T)9/ 6 18 6 6 6 0 0 100% Qx)
(TG)1(T)7 o
B 72 (TG)10(T)7/ 6 18 5 6 5 2 0 88,89% E
(TG)10(T)9 Q
>
B 73 (TG)10(T)9/ 6 18 6 6 6 0 0 100% E)
(TG)11(T)7 —~+
B 74 (TG)10(T)9/ 6 18 6 6 6 0 0 100% 8
(TeNN(T)7 —~
(e
B 75 (TG)10(T)7/ 6 18 6 5 6 1 0 94,44%
(TG)10(T)9 j
B 76 (TG)10(T)7/ 6 18 6 6 6 0 0 100% (C/)
(TG)10(T)9 —_—
«Q
B 77 (TG)10(T)9/ 6 18 6 6 6 0 0 100% 5
(TG)10(T)9 —t
B 78 (TG)10(T)7/ 6 18 5 6 6 1 0 94,44% Q
(TG)10(T)9 n
~t+
B 79 (TG)10(T)7/ 6 18 6 6 6 0 0 100% 6
(TG)11(T)7 n
B 80 (TG)11(T)7/ 6 18 0 0 0 0 18* 0% 8
(TG)11(T)9
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Panel Prébka
B 81
B 82
B 83
B 84

Genotyp

(TG)10(T)7/
(TG)10(T)9
(TG)10(T)9/
(TG)1(T)7
(TG)10(T)9/
(TG)12(T)5
(TG)10(T)7/
(TG)10(T)7

taczna liczba wariantéw PolyTG/PolyT

(zgodnos¢ dodatnia)

Liczba wynikéw

Na kazde Wszystkie
stanowisko stanowiska
6 18
6 18
6 18
6 18
552 1656

Zgodne rozpoznania

Stanowisko Stanowisko Stanowisko
1 2 3
6 6 6
6 6 6
6 6 6
6 6 6
537 540 543

tacznie wszystkie stanowiska

Brak Nieprawidtowo
rozpoznan rozpoznane nukleotydy
0 0
0 0
0 0
0 0
17 19

* Kazda z 18 prébek byta zgodna z pozostatymi, ale niezgodna z sekwencjonowaniem dwukierunkowym metoda Sangera.

Odsetek
zgodnosci

100%

100%

100%

100%

97,83%
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Fibrosis do oznaczania wariantow genu mukowiscydozy

Ekstrakcja DNA

Wykorzystujgc preparat krwi petnej z antykoagulantem K2EDTA, przeprowadzono oceng, stosujgc trzy
powszechnie stosowane, ogdlnodostepne metody ekstrakcji: przy pomocy kulek magnetycznych, stragcania
alkoholem oraz izolacji przy uzyciu kolumny z filtrem krzemionkowym. W ciggu badania wykorzystano tgcznie
14 prébek krwi. W dwdch genotyp byt typu dzikiego, natomiast pozostate reprezentowaty niepowtarzalne
genotypy obejmujace dziewieé réznych wariantéw, w tym zaréwno warianty pospolite, jak i rzadkie. W
przypadku wariantu PolyTG/PolyT witgczano do analizy probki z (T)5-9 i (TG)10-12. Trzy metody ekstrakcji DNA
zastosowato niezaleznie w badaniu dwdch réznych operatoréw, ktdrzy wykonali po trzy przebiegi na kazda z
metod ekstrakcji. Kazda z ekstrakcji byta wykonywana przez operatoréow w réznych dniach. Stezenie DNA oraz
stosunek absorbancji A260/A280 w prébkach gDNA poddanych ekstrakcji okreslono za pomocg
spektrofotometru. taczny rozmiar probki w kazdej metodzie ekstrakcji w tym badaniu wynosit 168 (14 probek x
2 operatoréw/metode ekstrakcji x 3 przebiegi/operatora x 2 powtdrzenia/probke gDNA poddang ekstrakcji).

Odsetek probek, w

Liczba L. ktérych nukleotydy
- Wskaznik ..,
Metoda ekstrakcji przebadanych , Doktadnos$é zostaty rozpoznane
. rozpoznan .
probek W pierwszym
przebiegu*

Stracanie alkoholem 168 > 99,99% > 99,99% 100%
Izolacja w kolumnie z filtrem krzemionkowym 168 > 99,99% > 99,99% 100%
Ekstrakcja przy pomocy kulek magnetycznych 168 > 99,99% > 99,99% 100%

* Odsetek prébek ze wskaznikiem rozpoznan w pierwszym przebiegu na poziomie > 99%.

Poziomy wejsciowe DNA

Zakres poziomow wejsciowych DNA dla Test Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay do sekwencjonowania
klinicznego genu mukowiscydozy zostat oceniony przez wykonanie serii rozcienczen przy uzyciu 14
reprezentatywnych probek DNA zawierajgcych 16 unikalnych wariantéw CF.

Kazda z proébek zostata podwdjnie przebadana przy dziewieciu poziomach wejsciowych DNA w zakresie 12501
ng (1250 ng, 500 ng, 250 ng, 100 ng, 50 ng, 25 ng, 10 ng, 5 ng i 1 ng). W celu ustalenia doktadnosci poréwnano
genotypy probek z danymi uzyskanymi za pomocg sekwencjonowania dwukierunkowego metodg Sangera, a
delecje poréwnano z wynikami testu PCR. Dla pozioméw wejsciowych DNA ustalono gérng i dolng granice
odpowiednio na poziomie 1250 ng i 25 ng, poniewaz odsetek prébek, w ktérych nukleotydy zostaty rozpoznane
w pierwszym przebiegu, wynidst = 95%, bez nieprawidtowych rozpoznan (doktadnos$¢ i wskaznik rozpoznan na
poziomie 100%).

Poziomy wejsciowe DNA o wartosciach 1250 ng, 250 ng i 100 ng zostaty dodatkowo przebadane przy uzyciu
czterech reprezentatywnych probek DNA oraz co najmniej 20 powtdrzen na poziom wejsciowy DNA
poszczegdlnych probek (n = 4 x 20 = 80 prébek), natomiast dolna granica 25 ng zostata przebadana przy
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uzyciu 14 probek po 20 powtdrzen dla kazdej prébki (n = 14 x 20 = 280 prdbek). Doktadnos¢ oraz odsetek
probek, w ktérych nukleotydy zostaty rozpoznane w pierwszym przebiegu, wyniosty 100% dla wszystkich
poziomdw wejsciowych DNA.

Substancje zaktdcajgce

Aby oceni¢ wptyw substancji zaktdcajgcych na system lllumina MiSeqDx Cystic Fibrosis System do oznaczania
genu mukowiscydozy, przeanalizowano wyniki testu przy obecnoscii braku potencjalnych substancji
zaktdcajgcych. W badaniu przetestowano szesnascie probek krwi petnej z niepowtarzalnymi genotypami
mukowiscydozy. Przebadano cztery endogenne substancje zakitdcajagce (bilirubine, cholesterol, hemoglobine
oraz tréjglicerydy), dodajac je do probek krwi przed ekstrakcjg DNA. Limity stezen poszczegdlnych substancii
przedstawiono w ponizszej tabeli. Dodatkowo, w celu oceny zaktdcen wynikajgcych z pobierania krwi (w
wyniku krotkich pobran), z probkami krwi zmieszano EDTA, natomiast w celu oceny zaktécen wynikajgcych z
przygotowania prébki do oczyszczonego DNA genomowego dodano koncowy bufor ptuczacy uzyskany
metoda izolacji w kolumnie z filtrem krzemionkowym.

W tescie Test Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay do sekwencjonowania klinicznego genu
mukowiscydozy dla wszystkich prébek uzyskano 100% poziom rozpoznan nukleotyddéw, a takze 100%
odtwarzalno$¢ rozpoznan genotypu w obecnosci oraz przy braku substancji zaktécajgcych. Nie
zaobserwowano zaktécen powodowanych przez ktdrgkolwiek z endogennych lub egzogennych substancji
zaktdcajgcych.

W celu oceny wptywu zakitdcenia powodowanego przez multipleksowanie startera do indeksowania
przeprowadzono badania zanieczyszczenia krzyzowego z uzyciem dwoch préobek, z ktéorych kazda
charakteryzowata sie niepowtarzalnym genotypem homozygotycznym w czterech réznych pozycjach
genomowych, oraz dwdéch odpowiednich starteréw do indeksowania. Nie stwierdzono zmiany pod wzgledem
rozpoznawania wariantéw przy poziomach zanieczyszczenia < 40%. Przy poziomach zanieczyszczenia = 40%
genotyp probki stat sie heterozygotyczny.

Przebadane stezenie we Przebadane stezenie we
Substancja testowana taczna liczba powtérzen krwi Krwi Wskaznik rozpoznan
(gdrna granica) (dolna granica)
Bilirubina 16 684 pmol/| 137 umol/l 100%
Cholesterol 16 13 mmol/I 2,6 mmol/l 100%
Hemoglobina 16 249/l 0,449/l 100%
Trojglicerydy 16 37 mmol/l 7,4 mmol/| 100%
EDTA 16 7,0 mg/ml 2,8 mg/ml 100%

Réwnowaznos¢ dziatania z [llumina MiSeqDx Test
Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay do
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sekwencjonowania klinicznego genu
mukowiscydozy

Test TruSight do sekwencjonowania klinicznego genu mukowiscydozy (TruSight CFCS) wykorzystuje te samag
procedure przygotowania biblioteki i odczynniki co w przypadku oznaczenia genu mukowiscydozy lllumina
MiSeqDx (MiSeqDx CFCS). TruSight CFCS wykorzystuje Zestaw odczynnikdw MiSegDx Reagent Kit v3.
MiSegDx CFCS wykorzystuje odczynniki do sekwencjonowania dotgczone do testu. Aby wykazacd
rownowaznos¢ pomiedzy testami TruSight CFCS i MiSegqDxCFCS, poréwnano wyniki z dziewigeciu przebiegow
TruSight CFCS z jednym przebiegiem MiSeqDx CFCS w charakterze wzorca. Przebiegi TruSight CFCS
przeprowadzono przy przepustowosci 96 probek (maksymalna przepustowos¢ probek dla TruSight CFCS).
Przebieg MiSeqDx CFCS przeprowadzono przy przepustowosci 48 prébek (maksymalna przepustowos$é
probek dla MiSeqDx CFCS). Zrdédta zmiennoéci w przebiegach TruSight CFCS obejmowaty trzy zdarzenia
zwigzane z przygotowaniem biblioteki (kazde z niepowtarzalng serig testéw TruSight Cystic Fibrosis do
oznaczania genu mukowiscydozy), trzech operatordéw, trzy aparaty MiSeqDx oraz trzy serie zestawu
odczynnikéw Zestaw odczynnikdw MiSegDx Reagent Kit v3.

Rozpoznania wariantéw w przebiegach TruSight CFCS poréwnano z rozpoznaniami wystepujgcymi w
przebiegu MiSegDx CFCS. Kazdy przebieg TruSight CFCS obejmowat 47 niepowtarzalnych prébek, przy 2-3
powtdrzeniach na prébke (95 probek DNA i 1 probke NTC na przebieg). W przypadku przebiegu MiSegDx CFCS
przeprowadzono sekwencjonowanie tych samych 47 prébek jako singleton (47 probek DNA + 1 prébka NTC na
przebieg). Panel prébek sktadat sie z prébek DNA Coriell wyekstrahowanych z uniesmiertelnionych linii
komorkowych i obejmowat prébki reprezentujace kazdy allel mutacji ACMG 23." Panel zawierat warianty delecji-
insercji (w tym insercja/delecje w obszarach homopolimerycznych i insercji-z-delecjg w tym samym regionie).
Panel obejmowat réwniez warianty homozygotyczne, ztozone warianty heterozygotyczne i jedng z docelowych
duzych delecji. Obejmowat réwniez warianty PolyTG/PolyT, warianty pojedynczego nukleotydu oraz prébke bez
wykrytych wariantéw. Podsumowanie wynikéw wedtug genotypu zawiera Tabela 26. Zgodnos¢ pomiedzy
testami wedtug typu wariantu zawiera Tabela 27. Ogdlna (catkowita) zgodnos$¢ pomiedzy testami wyniosta >
99,99%.

Tabela 26 Poréwnanie testow TruSight CFCS-Variant Assay i MiSeqDx CFCS-Variant Assay do
oznaczania wariantow genu mukowiscydozy pod wzgledem skutecznosci rozpoznawania wariantow

Test MiSegDx CF Clinical Assay do sekwencjonowania klinicznego genu
mukowiscydozy

Wariant Wariant Typ Brak tacznie
HOM HET dziki rozpoznania
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Test MiSeqDx CF Clinical Assay do sekwencjonowania klinicznego genu
mukowiscydozy

Test TruSight CF Clinical Assay do Wariant HOM 551 - - - 551
sekwencjonowania klinicznego genu

. Wariant HET - 2664 - - 2664
mukowiscydozy

Typ dziki - - 4426 - 4426182
182

Brak - - 58 - 58

rozpoznania

tacznie 551 2664 4426 - 4 429 455
420

Tabela 27 Pordwnanie skutecznosci oznaczania wariantéw (wedtug typu wariantu) przez testy do
sekwencjonowania klinicznego genu mukowiscydozy TruSight CF Clincial Sequencing Assay oraz
MiSegDx CF Clinical Sequencing Assay

Rodzaj wariantu Prawidlow? NieprawidIO\.Ne Brak rozpoznari Zgodnos¢ z testem MiSeqDx (?F Clinical

rozpoznania rozpoznania Sequencing Assay
SNV 2684 0 0 100,00% (2684/2684)
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)
Brak (typ dziki) 4426182 0 58 100,00% (4 426 182/4 426 240)
tacznie 4430244 1 61 >99,99% (4 430 244/4 430 306)

Nr dokumentu: 1000000097720, wer. 04 118 2125

DO STOSOWANIA W DIAGNOSTYCE IN VITRO.



"OYLIA NI 3OALSONOVIA M VINYMOSOLS 0d

0 "1oM '02//60000000L :NIUSWNXOP IN

Gclzell

Stwierdzono jedng niezgodnos¢ rozpoznania pomiedzy testami TruSight CFCS i MiSeqDx CFCS. Nieprawidtowe rozpoznanie dotyczyto
wariantu PolyTG/PolyT. Opis zgodnosci w zakresie rozpoznania wariantéw PolyTG/PolyT zawiera Tabela 28.

Tabela 28 Wyniki testu TruSight CF Clinical Sequencing Assay do sekwencjonowania klinicznego genu mukowiscydozy w zakresie
rozpoznawania wariantow Poly TG/PolyT w poréwnaniu z testem MiSeqDx CF Clinical Sequencing Assay do sekwencjonowania
klinicznego genu mukowiscydozy

Tabela dot. testu MiSegDx CF Clinical Assay do sekwencjonowania klinicznego genu mukowiscydozy

(TG)10  (TG)10 (TG)10 (TG)10 (TG)10 (TG)10  (TG)1T  (TG)1T  (TG)1T (TG)1T (TG)12 Brak tacznie
M7/ (m)7/ (m)7/ (m7z/ (me/ (me/ (m7/ (m)7/ (m7/ (T)7/ (T)5/  rozpoznania
(TG)10 (TG)10 (TG)12 (TG)12 (TG)10 (TG)12 (TG)10 (TG)10 (TG)11  (TG)12 (TG)12

(m7 (Mo (M5 (M7 (Mo (M5 (m7 (Mme (M7 (m7 (M5

Test TruSight CF Clinical Assay  (TG)10(T)7/ (TG)10(T)7 50 - - - - - - - - - - - 50

do sekwencjonowania (TG)10(T)7/ (TG)10(T)9 - 189 - - - - - - - - - - 189
klinicznego genu

mukowiscydozy (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 - - - - _ R _ 72

(TG)10(T)9/ (TG)12(T)5 - - - - - 17 - - - - - - 17
(TG)11(T)7/ (TG)10(T)7 - - - - - - 126 - - - - - 126
(TE)(T)7/ (TG)10(T)9 - - - - - - - 249 - - - - 249

(TE)1(T)7/ (TG)I11(T)7 - - - - - - - - 72 - - - 72

(TENUT)7/ (TG)12(T)7 - - - - - - - - - 36 - - 36

(TG)12(T)5/ (TG)12(T)5 - - - - - 1 - - - - - - 1

Brak rozpoznania - - - - - . - 3 - - - - 3
tacznie 50 189 18 18 72 18 126 252 72 36 - - 851
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Ulotka dotgczona do opakowania testu TruSight Cystic ~ illumina
Fibrosis do oznaczania wariantow genu mukowiscydozy
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Zaktualizowano numer katalogowy zestawu
MiSeqDx Reagent Kit v3.

Dodano numery katalogowe zestawéw do punktu
Odczynniki.

Symbol przestrogi zostat usuniety z uwag

i ostrzezen.

Wyjasniono stosowanie zestawu MiSeqDx
Reagent Kit v3 w poréwnaniu z zestawem
MiSegDx Reagent Kit v3 Micro.

Wyjasniono przestroge w punkcie Usuwanie
niezwigzanych oligonukleotyddw, aby zapewni¢
odpowiednie chtodzenie wirdwki przed kazdym
uzyciem.

Usunieto oswiadczenie o znaku towarowym,
ktére zastgpiono adresem URL prowadzgcym do
wyszukiwarki okreslonych patentéw.
Zaktualizowano oznaczenie CE o numer jednostki
notyfikowanej oraz adres EC|REP Z symbolem
importera.
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Nr dokumentu: 1000000097720 wer. 03 Maj 2022r.
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Opis zmiany

Zaktualizowano tres¢ catego dokumentu z
uwzglednieniem zestawu odczynnikéow MiSeqDx
Reagent Kit v3 Micro (nr kat. 20063860) i
procedury wykonywania testéw z jego uzyciem.
Utworzono podpunkt ,Przygotowanie probek” w
punkcie ,Uwagi dotyczace procedury” i
przeniesiono zawarte w nim informacje o
ekstrakcji i kwantyfikacji DNA do tego podpunktu.
Dodano oswiadczenie ,Ostrzezenia i $rodki
ostroznosci" dotyczagce zgtaszania powaznych
incydentdéw zwigzanych z tym produktem do
firmy lllumina oraz wtasciwego organu panstwa
cztonkowskiego.

Dodano oswiadczenie ,Podsumowanie
bezpieczenstwa i sposobu dziatania” z
podstawowym kodem UDI-DI do punktu
»,0znaczenie produktu”.

Skorygowano umiejscowienie ikony ™ w
informacjach ogdlnych o produkcie.
Zaktualizowano ikony uwagi, przestrogi i
ostrzezenia.

Uzupetniono tabeleg ,Historia wers;ji”.

Zaktualizowano adres autoryzowanego przedstawiciela w UE.

Dodano nowy numer katalogowy 20037124 dla zestawu
odczynnikdw MiSeqDx Reagent Kit v3.

Pierwsze wydanie.
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Patenty i znaki towarowe

Niniejszy dokument oraz jego tres¢ stanowig wtasnos¢ firmy lllumina, Inc. oraz jej podmiotéw zaleznych (,lllumina”) i sg przeznaczone
wytgcznie do uzytku zgodnego z umowa przez klienta firmy w zwigzku z uzytkowaniem produktéw opisanych w niniejszym dokumencie, z
wytgczeniem innych celéw. Niniejszy dokument oraz jego tres¢ nie bedg wykorzystywane ani rozpowszechniane w innych celach i/lub
publikowane w inny sposdb, ujawniane ani kopiowane bez pisemnej zgody firmy lllumina. Firma lllumina na podstawie niniejszego
dokumentu nie przenosi zadnych licencji podlegajgcych przepisom w zakresie patentdéw, znakéw towarowych czy praw autorskich ani

prawu powszechnemu lub prawom pokrewnym oséb trzecich.

W celu zapewnienia wtasciwego i bezpiecznego uzytkowania produktéw opisanych w niniejszym dokumencie podane instrukcje powinny
by¢ scisle przestrzegane przez wykwalifikowany i wtasciwie przeszkolony personel. Przed rozpoczeciem uzytkowania tych produktéw
nalezy zapoznac sie z catg trescig niniejszego dokumentu.

NIEZAPOZNANIE SIE LUB NIEDOKLADNE PRZESTRZEGANIE WSZYSTKICH INSTRUKCJI PODANYCH W NINIEJSZYM DOKUMENCIE MOZE
SPOWODOWAC USZKODZENIE PRODUKTOW LUB OBRAZENIA CIALA UZYTKOWNIKOW LUB INNYCH OSOB ORAZ USZKODZENIE INNEGO
MIENIA, A TAKZE SPOWODUJE UNIEWAZNIENIE WSZELKICH GWARANCJI DOTYCZACYCH PRODUKTOW.

FIRMA ILLUMINA NIE PONOSI ODPOWIEDZIALNOSCI ZA NIEWLASCIWE UZYTKOWANIE PRODUKTOW (W TYM ICH CZESCI |
OPROGRAMOWANIA) OPISANYCH W NINIEJSZYM DOKUMENCIE.

© 2023 lllumina, Inc. Wszelkie prawa zastrzezone.
Wszystkie znaki towarowe sg wtasnoscig firmy lllumina, Inc. lub ich odpowiednich wtascicieli. Szczegdtowe informacje na temat znakéw
towarowych mozna znalez¢ pod adresem www.illumina.com/company/legal.html.
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Dane do kontaktu
ul C€

lllumina, Inc. 2797

5200 Illlumina Way IVD Sponsor w Australii

San Diego, California 92122, USA lllumina Australia Pty Ltd
+1800 809 ILMN (4566) Nursing Association Building
+1858 202 4566 (poza Ameryka Pétnocna) lurmina Nethariands B Level 3, 535 Elizabeth Street
techsupport@illumina.com mm Steenoven 19 o Melbourne, VIC 3000
www.illumina.com - iﬁi‘iﬂzﬁf,‘ll"nﬁ‘;"e" Australia

Etykiety produktu

Objasnienia symboli zamieszczonych na opakowaniu i samym produkcie znajdujg sie w kluczu symboli uzytych
w danym zestawie, dostepnym na stronie support.illumina.com.

Po uruchomieniu europejskiej bazy danych o wyrobach medycznych (Eudamed) charakterystyka
bezpieczenstwa i dziatania (SSP) tego wyrobu bedzie dostepna na stronie https://ec.europa.eu/tools/eudamed.
Jest ona powigzana z kodem Basic UDI-DI (0081627002CYSTFIB8C).
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