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TruSight cisztas fibrozis terméktajekoztato

IN VITRO DIAGNOSZTIKAI HASZNALATRA

Cikkszam: 20036925; 1-4 futtatas, készletenként legfeljebb 96 minta

A termék attekintése

A TruSight™ Cystic Fibrosis Library Prep (cisztas fibrozis konyvtar-el6készitési kellékek) két vizsgalat, a TruSight
Cystic Fibrosis 139-Variant Assay (cisztas fibrozis 139 varians vizsgalat) és a TruSight Cystic Fibrosis Clinical
Sequencing Assay (cisztas fibrézis klinikai szekvenalasi vizsgalat) elvégzéséhe hasznalhatok.

A TruSight cisztas fibrézis 139 varians vizsgalat rendeltetése

A TruSight cisztas fibrozis 139 varians vizsgalat (korabbi neve: lllumina MiSeqDx cisztas fibrézis 139 varians
vizsgalat) kvalitativ in vitro diagnosztikai rendszer, amely a cisztas fibrozis transzmembran konduktancia szabalyozo
gén (CFTR) 139 klinikailag relevans, cisztas fibrozis betegséget okozd mutacidjanak és variansanak egyideji
kimutatasara szolgal emberi periférias teljes vérbdl izolalt genomikus DNS-ben. A kimutatott variansok tartalmazzak
az American College of Medical Genetics (ACMG) 2004. évi ajanlasaban’ és az American College of Obstetricians
and Gynecologists (ACOG) 2011. évi ajanlasaban? szerepld variansokat. A vizsgalat rendeltetései: reproduktiv koru
feln6ttek kdrében végzett hordozoszirés, megersité diagnosztikai vizsgalat Ujszulétteknél és gyermekeknél,
valamint elsé vizsgalat gyanithatéan cisztas fibrézisban szenvedd személyek diagnosztizalasahoz. A vizsgalat
eredményeit szakvizsgaval rendelkezd klinikai molekularis genetikusnak vagy ezzel egyenértékl képesitési
szakembernek kell értelmeznie a tébbi elérhetd laboratériumi és klinikai informécioval egyUtt.

Ez a vizsgalat nem javallott Ujsziléttkori szlrésre, magzati diagnosztikai vizsgalatra, preimplantacids vizsgalatra,
illetve 6nmagaban végzett diagnosztikai vizsgalatként valé alkalmazasra.

A vizsgalat az lllumina MiSeqDx késziléken val6 elvégzésre szolgal.

A TruSight cisztas fibrozis klinikai szekvenalasi vizsgalat rendeltetése

A TruSight cisztas fibrozis klinikai szekvenalasi vizsgalat (korabbi neve: lllumina MiSeqDx cisztas fibrézis klinikai
szekvenalasi vizsgalat) célzott szekvenalasi in vitro diagnosztikai rendszer, amely a cisztas fibrozis transzmembran
konduktancia szabalyozé gén (CFTR) fehérjét kddold és az intron-exon hatarokon elhelyezked6 terlleteinek
szekvenalasara szolgal a KoEDTA alvadasgatioval levett emberi periférias teljes vérbdl izolalt genomikus DNS-ben. A
vizsgalat kimutatja a szekvenalt teriletén elhelyezkedd egynukleotid-variansokat és kis méret{i indeleket, valamint
két, mélyen az intronban elhelyezkedd mutaciét és két nagy méretl deléciét. A vizsgalat az lllumina MiSegDx
készuléken valo elvégzésre szolgal.

Ez a vizsgalat segitségként szolgal a betegség diagnosztizalasahoz cisztas fibrozis (CF) gyanuja esetén. E
vizsgalatot leginkabb olyankor érdemes elvégezni, ha a betegnél a CF atipusosan vagy nem a klasszikus médon
jelentkezik, vagy ha mas mutacioés panelekkel nem sikertlt azonositani a betegséget okozé mindkét mutaciot. A
vizsgalat eredményeit szakvizsgaval rendelkezé klinikai molekularis genetikusnak vagy ezzel egyenértékl képesitési
szakembernek kell értelmeznie a klinikai tlinetekkel, mas diagnosztikai vizsgalatok eredményével és a csaladi
anamnézissel egyuitt.

Ez a vizsgalat nem szolgal 6nmagaban diagnosztikai célra, magzati diagnosztikai vizsgalatra, preimplantacios
vizsgalatra, hordozok szlirésére, Ujszuléttkori szlrésre vagy lakossagszintl szirésre.
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Cisztas fibrozis — hattér-informaciok

Klinikai ismertetés

A cisztés fibrézis (CF) a nyugati vilag egyik leggyakoribb genetikai rendellenessége és a leggyakoribb életveszélyes
autoszomdlis recessziv rendellenesség a nem latin-amerikai fehér bérli népességben.3~7 A CF néveli a nyalkavaladék
viszkozitasat, és a légutak, a hasnyalmirigy, a bélrendszer, a maj- és epeutak, a férfi nemi szervek és a
verejtékmirigyek hamsejtjeit érinti, tdbb szerv és szervrendszer dsszetett megbetegedését eredményezve.*—5
Elsédlegesen tiidét érinté szévédmények felelések a morbiditasért és a haldlozasért.® Sok esetben a taplaltsagi
allapot romlasa elBrevetiti a CF altal okozott tiddbetegség progresszidjat. A jelenlegi beavatkozasi ertfeszitések
kézéppontjaban az Ujsziiléttkori szlirés segitségével elérhetd korai diagnézis all.” Ez a betegségben szenveddk
szamara lehetdvé teszi, hogy idében hozzajuthassanak a Iényeges egészségulgyi szolgaltatdsokhoz, ami lehetévé
teszi a legjobb kimenetel elérését.*” A tulélésben mutatkoznak nemi kiildnbségek, és a jelentések szerint a férfiak
median tulélése hosszabb; a teljes median talélés 38,3 év az USA-ban.8

A CFTR-variansok incidenciaja

2

Az 1989-ben azonositott cisztas fibrozis transzmembran konduktancia szabalyozé gén (CFTR) a 7-es kromoszéma
hosszu karjan talalhatd, és egy 230 kb hosszUsagu szakaszon eloszl6 27 kédold exont tartalmaz.* A normal allélrsl
masolt 6,5 kb hosszisagu mRNS kddolja a CFTR-t, egy 1490 aminosavbdl allé integralis membranfehérjét, amely
szabalyozott kloridcsatornaként miikédik tébb szerv epitélsejtjeiben.*> Eddig a CFTR tébb mint 1900 variansat irtak
le, amelyek tébbsége pontmutacio.® A leggyakoribb CFTR-varians az F508del allél,® amely az 6sszes CFTR-varians
kézel 70%-at teszi ki.> Azonban mas gyakori CFTR-variansok gyakran eredményeznek CF-fenotipust és mas CFTR-
hez kapcsol6dé rendellenességeket.3—°

A betegség becsiilt incidenciaja 20004000 élvesziiletésbél egy, prevalencidja pedig az Egyesiilt Allamokban
koriilbelll 30 000 személy.* A CF kiilénbdzd etnikai populaciokban kiilénbzé gyakorisaggal fordul elé: 1/3000
kaukazusi; 1/9200 latin-amerikai; 1/10 900 amerikai 6slakos; 1/15 000 afroamerikai; 1/31 000 azsiai szarmazasu
amerikai.*® Az 1. tablazat tartalmazza a CFTR-mutacié hordozasi gyakorisaganak aktudlis becsiilt értékeit etnikai
hovatartozas szerint az Egyesiilt Allamokban, 364 890 olyan személy adatai alapjan, akiket hordozéi vizsgalatra
utaltak, és csaladi anamnézisiikben nem szerepelt CF.
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1.tablazat: A cisztas fibrézis mutacidja hordozasanak gyakorisaga az Egyesiilt Allamokban éI18 kiildnbdzd etnikai

csoportokban1°

Etnikai csoport Hordozas medfigyelt gyakorisaga
Afroamerikai 1:84
Askenézi zsido 1:29
Azsiai 1:242
Kaukéazusi 1:28
Latin-amerikai 1:59
Zsido 1:32
Kozel-keleti 1:91
Amerikai 6slakos 1:70
Dél-azsiai 1:118
Egyeéb etnikai hovatartozas 1:111
Egyéb etnikai hovatartozas: egynél tébb etnikai csoportba tartozo 1:34
Egyéb etnikai hovatartozas: részben afroamerikai 1:56
Egyéb etnikai hovatartozas: részben kaukazusi 1:32
Egyeéb etnikai hovatartozas: részben latin-amerikai 1:51
Nincs megadva 1:37
Minden személy 6sszesitve 1:38

A cisztas fibrozis 139 varians vizsgalat 0sszefoglalasa és magyarazata
A CFTR2 projekt attekintése

A CFTR2 projekt egy nemzetkézi kezdeményezés, amelyet kutatdk és klinikusok egy csoportja vezet, és amelyet a
National Institute of Health és a U.S. Cystic Fibrosis Foundation tamogat.'":12 A CFTR2 célja, hogy atfogd és
szakeérték altal felllvizsgalt funkcionalis és klinikai informacidkat nyujtson a CFTR-variansokrdl. A legalabb 0,01%-os
allélfrekvenciaju CF-variansok klinikai validalasara torekedve vilagszerte 25 CF-nyilvantartas és szamos klinikai
intézmény 13 egyesitette eréforrasait azzal a céllal, hogy tébb mint 39 000 CF-beteg klinikai adatait sszevessék
azzal a koézel 1900 CF-varianssal, amelyeket az évek soran a CFTR1 adatbazisban rogzitettek (Toronto Hospital for
Sick Children).’"-13 A CFTR genotipusan kivill rogzitették a klinikai jellemzéket, példaul a verejték
kloridkoncentraciojat, a tidéfunkciot (FEV1 a varhaté szazalékaban) és a hasnyalmirigy allapotat. A variansok klinikai,
funkcionalis és genetikai szempontu egyidejl elemzésének szisztematikus megkozelitése 134 egyedi, CF-et okozé
varianst eredményezett 129 egyedi genomikus pozicidban (mivel 6t pozicié esetében két nukleotidvaltozas is
megijelenik ugyanabban a poziciéban), amelyek a CFTR2 adatbazisban szerepelnek (2013 augusztusaban). Az e
variansok mindegyikét tartalmazoé panel hasznalata varhatdan a cisztas fibrozist okozoé allélok 95,4%-at fedi le, és
mindkét allél kimutatasaval ~91%-ra noveli a veszélyeztetett parok azonositasanak valdsziniiségét az ACMG altal
ajanlott 23 variansbdl allé panelre jellemz6 72%-rdl.

A panelben talalhaté CFTR-variansok

A cisztas fibrozis 139 varians vizsgalat altal jelentett variansokat azért valasztottak ki, mert ezek képezik a Johns
Hopkins Egyetem CFTR2 adatbazisaban (a CFTR2, a Clinical and Functional Translation of CFTR projekt
eredménye) szerepld, klinikailag validalt, CF-et okozénak mindsitett variansok teljes korét.

A vizsgalat a kdvetkezéket vizsgalja: 134 cisztés fibrozist okozd varians; egy, az ACMG éltal ajanlott panelvarians
(R117H, amelyet a CFTR2 valtozé klinikai kévetkezményekkel jar6 mutacionak (MVCC) mindsit); egy feltételesen
bejelentett moédositéd varians (PolyTG/PolyT); illetve harom feltételesen bejelentett jéindulatu varians (1506V, 1507V,
F508C)'4; 6sszesen 139 kézolt varians.
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A 134 cisztas fibrozist (CF) okozo varians megfelel a CFTR2 adatbazisban szereplé 129 CF-et okoz6 variansnak. A

CFTR2 adatbazis 6t CF-et okoz6 varianst tartalmaz, amelyek esetében ugyanaz a fehérjeszint-valtozas alakulhat ki

két kllonbdzd nukleotidvaltozas [pl. S466X(C>A) és S466X(C>G)] miatt. Ez az 6t varians a CFTR2 adatbazisban az
aminosavkaéd szerint van felsorolva (pl. S466X), mig a vizsgalat kilonb6zé mutacioként jelenti az egyes variansokat

[pl. S466X(C>A) és S466X(C>G)]. A cisztas fibrozis 139 varians vizsgalat altal jelentett 139 varians listajat a 2.

tablazat tartalmazza. Félkovér betlitipus = az ACMG-23 része; dolt betltipus = feltételesen jelentett.

2.tablazat: Cisztas fibrézis 139 varians vizsgalat; a variansok dsszefoglalasa
[Genomikus koordinata szerinti sorrendben; az egyes variansokhoz tartozé nukleotidszintl elvaltozas zardjelben van.]

M1V (c.1A>G)

CFTRdele2,3
(c.54-5940_
273+10250del21kb)

Q39X (c.115C>T)

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

R75X (c.223C>T)
GB5E (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 (¢.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>G)

711+5G>A (c.579+5G>A)

T3381 (c.1013C>T)
S341P (c.1021T>C)

1154insTC (c.1022_
1023insTC)

R347H (c.1040G>A)
R347P (c.1040G>C)

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

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

1341+1G>A (c.1209+1G>A)

1461ins4 (c.1329_
1330insAGAT)

A455E (c.1364C>A)

1525-1G>A (¢.1393-1G>A)
S466X (C>A) (c.1397C>A)
95466X (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)
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R553X (c.1657C>T)
A559T (c.1675G>A)

R560T (c.1679G>C)

R560K (c.1679G>A)

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

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

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

2183AA>G (.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 (.2490+1G>A)
E831X (c.2491G>T)

W846X (c.2537G>A)

R851X (c.2551C>T)

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

R1066C (c.3196C>T)

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

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

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

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

S1196X (c.3587C>G)

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

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

G1244E (c.3731G>A)
3876delA (c.3744delA)
S1251N (c.3752G>A)
3905insT (c.3773_3774insT)
W1282X (c.3846G>A)

4005+1G>A (c.3873+1G>A)

4016insT (c.3884_3885insT)
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712-1G>T (¢.580-1G>T) V520F (c.1558G>T) 2711delT (c.2583delT) N1303K (c.3909C>G)

H199Y (c.595C>T) Q525X (¢.1573C>T)t 2789+5G>A (c.2657+5G>A) Q1313X (c.3937C>T)

P205S (c.613C>T) 1717-8G>A (c.1585-8G>A) Q890X (c.2668C>T) 4209TGTT>AA (c.4077_
4080delTGTTinsAA)

L206W (c.617T>G) 1717-1G>A (c.1585-1G>A) L927P (c.2780T>C) CFTRdele22,23 (¢.3964-78_
4242+577del)

Q220X (c.658C>T) G542X (c.1624G>T) S945L (c.2834C>T) 4382delA (c.4251delA)

852del22 (c.720_ S549R (c.1645A>C) 3007delG (c.2875delG) PolyTG/PolyT

741delAGGGAGAAT

GATGATGAAGTAC)

1078delT (c.948delT) S549N (c.1646G>A) G970R (c.2908G>C) 1506V (c.1516A>G)

G330X (c.988G>T) S549R (c.1647T>G) 3120G>A (c.2988G>A) 1507V (c.1519A>G)

R334W (c.1000C>T) G551D (c.1652G>A) 3120+1G>A (c.2988+1G>A) F508C (c.1523T>G)

1336K (c.1007T>A) Q552X (c.1654C>T) 3121-1G>A (c.2989-1G>A)

T A CFTR2 adatbazisban'? CF-et okoz6 variansként van besorolva, mig Sosnay kt')zleménye13 a varianst bizonytalannak mingsiti. Az adatbazisban osztalyozasa

aktualisabb, és tikrozi a befejezett funkcionalis tesztelést, amely Sosnay kdzleményének idején még nem allt rendelkezésre.

A cisztas fibrozis klinikai szekvenalasi vizsgalat 0sszefoglalasa és
magyarazata

A vizsgalat kialakitasa

A vizsgalat kimutatja a CFTR gén valamennyi exonjanak fehérjét kédolo teruletét és az ezekkel szomszédos intronok
10 nukleotidnyi terlletét is, harom exon (7., 10. és 20.) kivételével. A 7. és a 10. exon esetében az exon 5' végén
csak 5 nukleotidnyi szomszédos intronszekvenciat mutat ki, elkertlendd a proximalis homopolimer indeleket. A 20.
exon 5' végén 30 nukleotidnyi szomszédos intronszekvenciat mutat ki, hogy lehetévé tegye a 3272-26A>G mutacid
kimutatasat. Ezenkivil a vizsgalat kimutatja a kédolé terilet 5' és 3' végével szomszédos, kortlbelll 100
nukleotidnyi, transzlaciora nem ker(ld terilet szekvencigjat is, valamint két, mélyen egy intronban elhelyezkedd
mutaciot (1811+1,6kb A>G és 3489+10kb C>T), illetve két nagy kiterjedés(i deléciét (CFTRdele2,3, CFTRdele22,23)
és a PolyTG/PolyT régiét. A vizsgalat altal lefedett tertletek genomikus koordinatait a 3. tablazat tartalmazza.

é MEGJEGYZES:
A deléciok kimutatasara a vizsgalat altal szekvenalt régiokon belll bizonyos genomikus helyeken
korlatozasok érvényesek (lasd A cisztas fibrozis klinikai szekvenalasi vizsgalat eljarasanak korlatai, 9.
oldal).

3.tablazat: A cisztas fibrozis klinikai szekvenalasi vizsgalat altal lefedett genomikus koordinatak

hg19 !<e'zd6 genomikus' hg19 .be-’fejezc'j genomikl’Js BoSziicaglbAZEpaT)
koordinata (7. kromoszoma) koordinata (7. kromoszoma)

CFTR_Exon 1 117120041 117120211 171

CFTR_Exon 2 117144297 117144427 131

CFTR_Exon 3 117149078 117149206 129

CFTR_Exon 4 117170943 117171178 236

CFTR_Exon 5 117174320 117174429 110

CFTR_Exon 6 117175292 117175475 184
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hg19 !<e'zd6 genomikus' hg19 .be-’fejez(j genomik%ls BoSziicagl bAEpaT)
koordinata (7. kromoszoma) koordinata (7. kromoszoma)

CFTR_Exon 7* 117176597 117176737 141
CFTR_Exon 8 117180144 117180410 267
CFTR_Exon 9 117182060 117182172 113
CFTR_Exon 10* 117188690 117188887 198
CFTR_Exon 11 117199508 117199719 212
CFTR_Exon 12 117227783 117227897 115
CFTR_lIntron 12* 117229516 117229526 11
CFTR_Exon 13 117230397 117230503 107
CFTR_Exon 14 117231978 117232721 744
CFTR_Exon 15 117234974 117235122 149
CFTR_Exon 16 117242870 117242927 58
CFTR_Exon 17 117243576 117243846 271
CFTR_Exon 18 117246718 117246817 100
CFTR_Exon 19 117250563 117250733 171
CFTR_Exon 20% 117251605 117251872 268
CFTR_Exon 21 117254657 117254777 121
CFTR_Exon 22 117267566 117267834 269
CFTR_lIntron 22* 117280010 117280020 11
CFTR_Exon 23 117282482 117282657 176
CFTR_Exon 24 117292886 117292995 110
CFTR_Exon 25 117304732 117304924 193
CFTR_Exon 26 117305503 117305628 126
CFTR_Exon 27 117306952 117307262 311
Bazisok telies szama 5203**

AAT7. és a10. exon esetében a vizsgalat az exon felsé végén csak 5 nukleotidnyi szomszédos intronszekvenciat mutat ki, elkerlilend6 az itt talalhaté homopolimer
szakaszokat. A 10. exon esetében ez a PolyT/Poly TG régié a 9. intronban. Ezt a teriiletet a vizsgalat kiilon kezeli.

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

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

** A két nagy deléciéval és a PolyTG/PolyT terlletekkel egyitt ez 6sszesen 5206 poziciét jelent.

Az eljaras mikodesi elve

A TruSight cisztas fibrozis konyvtar-el6készitési kellékek DNS-szekvenalasra szolgald kényvtarak manualis
elkészitésére szolgalnak periférias teljesvér-mintabdl. A konyvtar-elékészités négy f6 1épésbdl all: hibridizalas,
extenzié-ligacid, PCR-amplifikéacio és kdnyvtar-normalizalas.

é MEGJEGYZES
A cisztés fibrézis 139 varidns vizsgalat és a cisztas fibrézis klinikai szekvenalasi vizsgalat konyvtar-
el6készitési eljarasa megegyezik.
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Konyvtar-el6készités

1. egyéni 2.6gyNi . ememeet o
préba Vizsgalt terllet proba /T

A
= <
1. egyéni 2. egyéni
\, proba préba
2 2207777 77777777777777727777

G P?\j' \\ // 5:.\5.--\-::_/P5-

P7 (1.index) (2.index) PS5

D —

Hibridizalas — Az elsé Iépés a hibridizalas, amely a bevitt genomikus DNS-nek a cisztas fibrozis géntél
felfelé, illetve lefelé elhelyezkedd terlletekre specifikus oligonukleotidok keverékével térténd hibridizalasa. E
folyamat végén méretszelektiv szlrével torténd haromlépéses mosasi eljarassal eltavolitasra kertilnek a
genomikus DNS-hez nem ko6tédé oligonukleotidok.

Extenzié-ligacié — A masodik 1épés, az extenzid-ligacio a vizsgalt terilettdl felfelé és lefelé talalhato
hibridizalt oligonukleotidok 6sszekapcsolasabdl all. Egy DNS-polimeraz meghosszabbitja a vizsgalt terllettdl
felfelé elhelyezkedd oligonukleotidszalat a vizsgalt tertileten keresztil, majd ezt egy DNS-ligaz a lefelé
elhelyezkedd oligonukleotid 5' végéhez kapcsolja. Ez olyan termékek |étrehozasat eredményezi, amelyek a
cisztas fibrozis génjére specifikus oligonukleotidokat tartalmazzak az amplifikaciéhoz szikséges
szekvenciakkal korulvéve.

PCR-amplifikacio — A harmadik |épés a PCR-amplifikacio, az extenzios-ligacids termékek amplifikalasa az
indexszekvenciak hozzaadasara valé indexadapterekkel, amelyek a minta megsokszorozasara és az
MiSeqDx készuléken végzett klaszterképzésre szolgalnak. Az eljaras végén a PCR-tisztitasi eljarassal a
PCR-termékek (mas néven konyvtar) tisztitasa torténik.

Konyvtar-normalizalas — Az utolsé Iépés a kdnyvtar-normalizalas, az egyes konyvtarak mennyiségének
normalizalasa a végleges, 6sszekevert kdnyvtarban vald egyenld mennyiséguk biztositdsara. Az eljaras
végen a kdnyvtarkeverék betoltése torténik az MiSeqDx készllékbe SBS mddszerrel végzett szekvenalas
céljabol.

Szekvenalas

Az SBS soran az egyes nukleotidbazisok kimutatasa reverzibilis terminaciéos modszerrel térténik, amint azok
beépiilnek a ndvekvé DNS-szalakba. Minden szekvenalasi ciklusban a nukleinsavlanchoz egy fluoreszcensen jeldlt
dezoxinukleotid-trifoszfatot (INTP) adnak hozza. A jeldlt nukleotidnal megall a polimerizacio, igy minden egyes dNTP
beépitése utan a késziilék képet készit a fluoreszcens festékrél a bazis azonositasahoz, majd egy enzim lehasitja a
festéket, lehetévé téve a kdvetkezd nukleotid beépitését. Mivel mind a négy reverzibilis terminatorhoz kététt ANTP
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(A, G, T, C) kulénall6 molekulaként van jelen, ezek versengése minimalizalja a beépitési torzitast. A bazisok
azonositasa kozvetlendl a jelintenzitasok mérésével torténik minden szekvenalasi ciklusban. Az eredmény a
bazisonkénti szekvencia-meghatarozas.

Adatok elemzése

Az adatok elemzésének elsé Iépése az elsGdleges elemzés. Ennek soran a Valds idejl elemzési (RTA) szoftver
bazisazonositast és minéségi pontszam hozzarendelését végzi. A kévetkez6 Iépés, a masodlagos elemzés az
elsédleges elemzéssel végzett bazisazonositasokat feldolgozza, és létrehozza az egyes mintakhoz tartozé
informacidkat. A Local Run Manager szoftver altal végzett masodlagos elemzés részét képezi a demultiplikalas, a
FASTQ-fajlok létrehozasa, az illesztés, a variansok azonositasa és a VCF-fajlok létrehozasa, amelyek a
referenciagenom meghatarozott helyein talalhaté variansok adatait tartalmazzak.

Demultiplikalas — Ha a futtatas tobb mintat és indexelt leolvasast tartalmaz, ez a masodlagos elemzés elsé Iépése.
A demultiplikalas szétvalasztja az 6sszekevert mintakbdl szarmazo adatokat a PCR-amplifikacios 1épés soran
hozzaadott egyedi szekvenciaju indexek alapjan.

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

lllesztés — Az illesztési Iépésben a rendszer 0sszehasonlitja a szekvencidkat a referenciaval, hogy azonositsa a
szekvenciak kozotti kapcsolatot, és pontszamot ad a tertiletek hasonlésaga alapjan. Az illesztett leolvasasokat BAM
formatumu fajlba irja. A cisztas fibrézis 139 varians vizsgalat és a cisztas fibrozis klinikai szekvenalasi vizsgalat soran
egy savos Smith—-Waterman-algoritmus végez helyi szekvenciaillesztést végez, hogy meghatarozza a hasonlo
régiokat két szekvencia kozott.

Variansazonositas — Ez a lépés rogziti az egynukleotid-variansokat (SNV), az inzerciokat és a deléciokat (indel),
valamint az egyéb strukturalis variansokat egy szabvanyositott szoveges fajlban: a TruSightCF139VariantAssay.txt
fajlban a cisztas fibrézis 139 varians vizsgalat és a TruSightCFClinicalSequencingAssay.txt fajlban a cisztas fibrozis
klinikai szekvenalasi vizsgalat esetében.
Az elemzési munkafolyamatrél tovabbi tajékoztatas az MiSeqDx késziilékre telepitett elemzészoftver
dokumentaciojaban talalhaté. Lasd: Local Run Manager CF 139 varians 2.0 elemzési modul munkafolyamati dtmutato
(dokumentumszam: 1000000100945). Lasd: Local Run Manager CF klinikai szekvenalasi 2.0 elemzési modul
munkafolyamati Gtmutaté(dokumentumszam: 1000000100946). Lasd: Local Run Manager CF 139 varians 2.0 Micro
elemzési modul munkafolyamati Gtmutatoét(dokumentumszam: 200017946). Lasd: Local Run Manager CF klinikai
szekvenalasi 2.0 Micro elemzési modul munkafolyamati Gtmutatd(dokumentumszam: 200017945).

A cisztas fibrozis 139 varians vizsgalat eljarasanak korlatai

In vitro diagnosztikai hasznalatra.

A cisztas fibrézis 139 varians vizsgalattal kapott eredményeket egy teljes klinikai kivizsgalas 6sszefliggésében kell
hasznalni és értelmezni.

A vizsgalat rendeltetése szerint a CFTR gén ismert variansainak egy bizonyos részhalmazat azonositja, de nem
tartalmazza a CFTR génben azonositott 6sszes varianst. Konkrétan a vizsgalat csak akkor jelzi az aminosavszinti
valtozasokat, ha azok a 2. tablazat felsorolt nukleotidvaltozasokhoz kapcsolédnak. Bar mas nukleotidszinti
valtozasok is vezethetnek ugyanilyen aminosavszintii valtozasokhoz, ezeket a vizsgalat nem jelzi. Ezért ha nem
sikerul varians azonositasa, ez nem garantalja, hogy mas CFTR-varians nincs jelen az elemzett mintakban.

Az ezzel a vizsgdlattal azonositott varidnsok gyakorisaga eltér6 a kulénb6z6 populacidkban.

Mint minden hibridizaciéalapu vizsgalat esetén, az oligonukleotid-kétd tertileteket érinté polimorfizmusok vagy
variansok befolyasolhatjak a vizsgalt allélokat és ezzel az azonositasokat.

A vizsgalat nem tudja meghatarozni, hogy a PolyTG/PolyT varians cisz vagy transz iranyban van-e az R117H
varianshoz képest. Az R117H varianssal rendelkezd betegek esetében tovabbi vizsgalatot kell végezni annak
megallapitasara, hogy a klinikai fenotipust befolyasolé PolyTG/PolyT varians (pl. 12-13(TG) vagy 5T) cisz vagy transz
helyzetben van-e az R117H varianshoz képest.
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A PolyTG/PolyT homopolimer régidkrél ismert, hogy a polimeraz csuszasa miatt nehezen értelmezheték
szekvenciaalapu vizsgalatokkal. A PolyTG/PolyT eredmények 0,9%-a (4/448) helytelen azonositast: £1 TG eltérést
mutattak a Sanger-féle kétiranylu szekvenalassal 6sszehasonlitva (16. tablazat).

A cisztas fibrozis klinikai szekvenalasi vizsgalat eljarasanak korlatai

In vitro diagnosztikai hasznalatra.

A cisztas fibrozis klinikai szekvenalasi vizsgalattal kapott eredményeket egy teljes klinikai kivizsgalas
Osszefliggésében kell hasznalni és értelmezni.

A vizsgalat a CFTR gén kovetkezb teriileteit szekvenalja:
A CFTR gén 27 exonjaban talalhat6, fehérjét kédolo teriiletet.
Az ezekkel szomszédos intronok 5-10 nukleotidnyi teriletét.
A transzlacidra kerul6 terilet 5' és a 3' végével szomszédos, korulbelll 100 nukleotidnyi intronszekvenciat.
Két, mélyen egy intronban elhelyezked6 mutaciot (1811+1.6kbA>G, 3489+10kbC>T).
A 9. intronban talalhaté PolyTG/PolyT szekvenciat.
A gén 188 702 bazisparjabdl dsszesen 5 206 pozicidt/teruletet.

A vizsgdlat szekvenalja a CFTR gén fehérjét kddolo terileteit és intron/exon-hatarteruleteit, azonban nem
szekvenalja az dsszes intront és mindegyik nagy deléciét. igy a teljesen vad tipusi eredmény nem garantalja, hogy a
cisztas fibrozis transzmembran konduktancia szabalyozé (CFTR) gén mas mutacioi/variansai nincsenek jelen az
elemzett mintakban.
A vizsgalat két meghatarozott, nagy kiterjedésl delécié (CFTRdele2,3, CFTRdele22,23) azonositasara alkalmas.
A vizsgalat nem képes mas nagy méret(i deléciokat kimutatni vagy jelenteni. Ez a vizsgalat csak a legfeljebb 3
bp méretl inzercidk és delécidk kimutatasara van hitelesitve.

A homopolimer régidkban minden inzercié/delécié balra van igazitva, mig a HGVS szerinti elnevezésben jobbra van
igazitva. Példaul a c.313delA varians (a GAATC szekvencia kontextusaban) G-ATC delécidként van azonositva, mig
a dbSNP-ben GA-TC delécidként szerepel. Kivételt képez ezaldél a CFTR2 adatbazisban betegséget okozéként
felsorolt 135 varians (a varians-adatbazis 2012. 10. 04-i verzidja alapjan). A variansok csoportjaban a homopolimer
régidkban talalhaté 0sszes indel jelentése megfelel a CFTR2 szerinti varhaté elnevezésnek. '3

A vizsgalat altal szekvenalt régiokon belll bizonyos genomikus helyeken a delécidk kimutatasara korlatozasok
érvényesek. A 4. tablazat tartalmazza azokat a genomikus koordinatakat, amelyeknél a vizsgalat nem tud deléciokat
jelenteni. A vizsgalat nem tudja kimutatni azokat a deléciokat, amelyek a korlatozas helyét tartalmazo6 oszlopban
szerepl® bazist vagy bazisokat tartalmazzak.

4.tablazat: Azok a genomikus koordinatak, amelyeken nem lehet deléciokat kimutatni

CTFR gén terilete

hg19 genomikus koordinata (7. kromoszéma)

CFTR_Exon1 117120041; 117120211
CFTR_Exon3 117149091

CFTR_Exon4 117170953-117170954*; 117171082
CFTR_Exon5 117174362

CFTR_Exon6 117175417

CFTR_Exon7 117176621

CFTR_Exon8 117180176-117180177*
CFTR_Exon9 117182126

CFTR_Exon10 117188771

CFTR_Exon11 117199544-117199545%; 117199697
CFTR_Exon12 117227802
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CFTR_Exon14
CFTR_Exon17
CFTR_Exon18
CFTR_Exon19
CFTR_Exon20
CFTR_Exon22
CFTR_Exon23
CFTR_Exon24
CFTR_Exon25
CFTR_Exon26
CFTR_Exon27

TruSight cisztas fibrozis terméktajékoztatd

hg19 genomikus koordinata (7. kromoszéma)
117232106-117232107%; 117232466-117232467*; 117232609
117243705; 117243843

117246751

117250688

117251788

117267721

117282597

117292953

117304740-117304741%; 117304869
117305518

117307178

* Csak olyan delécidkat nem lehet kimutatni, amelyek mindkét itt felsorolt bazist tartalmazzak. Példaul a 8. exonban csak a 117180176 és 117180177 genomikus

koordinataknal 1évé bazisokat tartalmazo, = 2 bp méretl delécidkat nem lehet kimutatni. A 117180176 vagy 117180177 helyen tértént, egyetlen bazist érinté delécid

kimutathatd.

Ha a 4. tablazat felsorolt érintett koordinata egy homopolimer tertlet balrél elsé bazisa, akkor a homopolimer
szakaszon bellli barmely mas pozicidoban bekdvetkez6 deléciot nem lehet kimutatni, mivel az nem
kilonboztethetd meg az érintett koordinatan bekdvetkezd deléciotol.

A vizsgalat 6sszesen 6t, a ClinVar klinikai adatbazisban (2014 decemberi verzid) felsorolt varianst nem tud
kimutatni. Ez az 6t varians az 5. tablazat talalhatd. E korlatozas altal érintett variansok egyike sem szerepel a
CFTR2 adatbazisban (2012. 10. 04-i verzi6). Egyik varians esetében sem volt elérhetd a gyakorisagra vonatkoz6

adat.

5.tablazat: A cisztas fibrozis klinikai szekvenalasi vizsgalattal nem kimutathaté ismert variansok

Varians ClinVar

szama azonositd

1 RCV000046424
2 RCV000046687
3 RCV000046688
4 RCV000046782
5 RCV000046857

CTFR gén
terulete

CFTR_
Exon3

CFTR_
Exon17

CFTR_
Exon17

CFTR_
Exon19

CFTR_
Exon20

Genomikus hely (7.
kromoszéma)
117149091
117243703-117243704*
117243705

117250690*

117251789

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

cDNS-név
(HGVS)

c.168delA
c.2775_
2776delTT
c.2777delT

c.3106delA

.3294delG

Fehérjeszintl név

(HGVS)
p.Glu56Aspfs

p.Leu926Alafs

p.Leu926Cysfs

p.-Thr1036Profs

p.Trp1098Cysfs

rs-azonosité

rs397508269

rs397508433

rs397508434

rs397508497

rs397508534

Az ezzel a vizsgalattal azonositott variansok gyakorisaga eltéré a kiilénb6z6 populacidkban. Nem lehetséges a CFTR
gén ezzel a vizsgalattal kimutathat6 6sszes varianskombinacidjanak validalasa. A felhasznalonak javasolt az Uj és

ritka variansokat validalt referencia-mddszerrel megerésitenie.

Mint minden hibridizaciéalapu vizsgalat esetén, az oligonukleotid-kétd tertleteket érinté polimorfizmusok, mutaciok,
inzerciok és deléciok befolyasolhatjak a vizsgalt allélokat és ezzel az azonositasokat.

Az olyan dsszetett variansokat, amelyek esetében egy delécio és egy inzercié ugyanazon a teruleten torténik, a
vizsgalat két kilonalld, egymashoz kozel elhelyezkedd variansként tudja jelenteni. A varians fazisat nem értékeli a
vizsgalat, és a kimutatott szekvencia tobbi lehetséges megoldasat is figyelembe kell venni. Egy ilyen 6sszetett
varians példajat lasd a 6. tablazat.
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6. tablazat: Osszetett varians példaja

Szekvenciakontextus (referencia) GAAGAAATT

A varians medfigyelt szekvenciaja GAAT ——ATT

Vart varians GAA delécidja, T inzerciéja (mindkét valtozas ugyanazon a kromoszéman)
A vizsgalat altal jelentett varians(ok) SNP (G>T); AA delécidja

Ha egy mintaban ketténél tobb varians azonositasa tortenik, ajanlott, hogy a felhasznalé ellenérizze az eredményt az
MiSeqDx készulékkel végzett szekvenalas ismételt elvégzésével friss gDNS-kivonattal, hogy kizarhato legyen a minta
keresztkontaminacioja.

é MEGJEGYZES
Kettdnél tébb varians kimutatasa esetén megfontolandé a haplotipus-fazishatas lehetésége. A vizsgalat
nem tudja meghatarozni, hogy az egyes variansok cisz vagy transz iranyban vannak-e mas variansokhoz
képest.

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

A termék Osszetevoi
A TruSight cisztas fibrézis készlet az alabbi 6sszetevéket tartalmazza:
TruSight cisztas fibrozis konyvtar-el6készitési kellekek (kataldogusszam: 20036925)

Szallitott reagensek

A TruSight cisztas fibrézis konyvtar-el6készitési kellékek részét képezb reagenseket az lllumina szallitja. A készlet
1—4 hasznalathoz, készletenként legfeljebb 96 mintahoz elegendd.

TruSight cisztas fibrozis konyvtar-el6készitési kellékek, 1. doboz

Az 1. doboz reagensei fagyasztva kerulnek szallitasra, és -25 °C és -15 °C kdzétt tarolva stabilak. A reagensek
stabilak a feltlintetett lejarati id6ig, legfeljebb 6 fagyasztasi-felolvasztasi ciklussal.

7.tablazat: 1A doboz, amplifikacié elétti reagensek

Komponens Darab Térfogat Hatéanyagok Tarolas
Cisztas fibrozis oligonukleotid- 1 csé 600 pl A CTFR gént megceélzo -25 °C és-15 °C kozott
keverék oligonukleotidokat tartalmazé pufferelt
vizes oldat.
Hibridizacios puffer 1 csé 4,32 ml Sokat és formamidot tartalmazo -25 °C és-15 °C kozott

pufferelt vizes oldat.

Extenzios-ligacios keverék 1 cs6 4,8 ml DNS-polimerazok, DNS-ligaz és ANTP-k  -25 °C és-15 °C kozott
jogvédett dsszetétell keverékét
tartalmazo pufferelt vizes oldat

2. index primerei: (A501-A508) 1 cs6/primer 192 pl PCR-primerek indexszekvenciakkal és -25 °C és-15 °C kozott
szekvenalasi adapterekkel.

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

PCR-polimeraz 1 csé 56 pl Jogvédett DNS-polimeraz. -25 °C és-15 °C kozott
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Komponens Darab Térfogat Hatéanyagok
PCR-fékeverék 1 cs6 2,8 ml Soékat és dNTP-t tartalmazé pufferelt
vizes oldat.

8. tablazat: 1B doboz, amplifikacié utan hasznalatos reagensek

Komponens Darab Térfogat Hatéanyagok

Konyvtar-normalizalasi 1 cs6 4,6 ml Sokat, 2-merkaptoetanolt és formamidot
higitoszer tartalmazoé pufferelt vizes oldat.
Konyvtarhigitasi puffer 1 cs6 4,5 ml Pufferelt vizes oldat.

PhiX bels6é kontroll 1 csé 10 pl PhiX genomikus DNS-t tartalmazé

pufferelt vizes oldat.

TruSight cisztas fibrozis konyvtar-el6készitési kellekek, 2. doboz

Tarolas
-25 °C és -15 °C kozott

Tarolas
-25 °C és -15 °C kozott

-25 °C és -15 °C kozott
-25 °C és-15 °C kozott

A 2. doboz reagensei kormnyezeti hémérsékleten kertilnek szallitasra, és 15 °C és 30 °C kozott tarolva a feltlintetett

lejarati id6ig stabilak.

9.tablazat: 2. doboz, amplifikacio elbtti reagensek
Komponens Darab Térfogat Hatéanyagok

Sziirélemez 4 lemez N.a. Polipropilén mikrotiterlemez modositott
poliéterszulfon-membrannal.

10. tablazat: 2. doboz, amplifikacio utani reagensek

Toltési .
Komponens Darab terfogat(mi) Hatéanyagok
Elucios puffer 1 csé 4,8 Pufferelt vizes oldat
Konyvtartarolo puffer 1 cs6 3,5 Pufferelt vizes oldat

TruSight cisztas fibrézis konyvtar-el6készitési kellékek, 3. doboz

Tarolas
15 °C és 30 °C kozott

Tarolas

15 °C és 30 °C kozott
15 °C és 30 °C kdzott

A 3. doboz reagensei hiitve kerlilnek szallitasra, és 2 °C és 8 °C kozott tarolva a feltlintetett lejarati id6ig stabilak.

11.tablazat: 3A doboz, amplifikacio el6tti reagensek

Toltési

Komponens Darab térfogat (ml) Hatéanyagok

Erételies mosépuffer 1 Gveg 24 Soékat, 2-merkaptoetanolt és formamidot
tartalmazé pufferelt vizes oldat.

Univerzalis mosopuffer 1 cs6 4,8 Sokat tartalmazo pufferelt vizes oldat.

12.tablazat: 3B doboz, amplifikacié utan hasznalatos reagensek

Toltési .
Komponens Darab térfogat (ml) Hatéanyagok
PCR-tisztité gyongyok 1 cs6 5 Szilard fazisu paramagneses
gyongyoket és polietilén-glikolt
tartalmazoé pufferelt vizes oldat.

Kdényvtar-normalizalasi mososzer 2 csé 4,8 Soékat, 2-merkaptoetanolt és formamidot
tartalmazé pufferelt vizes oldat.

Kényvtargyéongyok 1 cs6 1,2 Szilard fazisu paramagneses
gyongyoket tartalmazo pufferelt vizes
oldat.
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Tarolas

2 °C és 8 °C kozott

2 °C és 8 °C kozott

Tarolas

2 °C és 8 °C kozott

2 °C és 8 °C kozott

2 °C és 8 °C kozott
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SzUkséges, de nem szallitott reagensek

Amplifikacio elétt hasznalatos reagensek
10 N NaOH (készitse tablettakbdl vagy standard oldatbdl)
TE-puffer
RN-az-/DN-az-mentes viz

Amplifikacio utan hasznalatos reagensek
10 N NaOH (készitse tablettakbdl vagy standard oldatbdl)
100%-0s, molekularis biolégiai hasznalatra szolgal6 etanol (EtOH)
TE-puffer
RN-4z-/DN-az-mentes viz

MiSeqDx reagensek

MiSeqDx reagenskeészlet v3 (katalogusszam: 20012552 vagy 20037124, az orszagtol fuggben) vagy MiSeqDx
reagenskészlet v3 Micro (kataldgusszam: 20063860)

5%-0s natrium-hipoklorit
Tween 20
Laboratériumi mindségu viz

Tarolas és kezelés

1 A szobahdmeérséklet a 15 °C és 30 °C kdzotti hémérsékletet jelenti.

2 A hibridizacios pufferben, az erételjes mosopufferben és a konyvtar-normalizalasi higitészerben lathaté csapadék
vagy kristalyok keletkezhetnek. Hasznalat el6tt a reagenst alaposan vortexelje, majd megtekintéssel ellenérizze, hogy
nincs csapadék.

3 A PCR-tisztitd gyongyok és a kdnyvtargydngyok kezelésekor tartsa be a legjobb gyakorlatot:

A gyongyoket soha nem szabad fagyasztani.

Hagyja, hogy a gydngyodk elérjék a szobahémérsékletet.

Kozvetlenul a hasznalat el6tt vortexelje a gydongyoket, amig jol szuszpendalddnak, és a szinik homogén.

A gyoéngyok hozzdadasa utan a minta alapos 6sszekeveréséhez pipettdzza 10-szer fel és le. A mintak erételjes
Osszekeveréséhez hasznalhat6 razo készulék.

A gyongyok és a mintak keverékét inkubalja szobahdmérsékleten a teljes megadott idétartamig.

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

4 Ne fagyassza le a kdnyvtargydngyoket, és ne keverje 6ssze a kdnyvtar-normalizalasi higitoszerrel, ha nem hasznalja
fel azonnal.

Eszk6zOk és anyagok

Kulon szallitott berendezések és anyagok
MiSeqDx készulék, kataldgusszam: DX-410-1001
TruSeq indexlemez-rogzitékészlet, cikkszam: FC-130-1005
TruSeq indexlemez-rogzit6- és -peremkészlet, cikkszam: FC-130-1007
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Indexadapter-cserekupakok, cikkszam: DX-502-1003
MiSeq cs6, katalégusszam: MS-102-9999

Szukséges, de nem szallitott eszk6zok és anyagok

Amplifikacio elbtti berendezések és anyagok

Fiitéblokk — Egy 96 liregli lemezhez valo flitéblokk sziikséges. A flitott fedell flitdblokkok hasznalata elfogadhato. A
hibridizaciés |épéshez nem javasolt aktiv hiitéses inkubator vagy flitéblokk (példaul Peltier, termoelektromos hitési)
hasznalata. A passziv lehlilési |épés dontd jelentéségli a megfelelé hibridizacidohoz. A fltéblokknak meg kell felelnie
az alabbi teljesitményspecifikacidknak:

Hoémérséklet-tartomany: kérnyezeti, +5 °C és 99 °C kozott

Hémérséklet-szabalyozas: +0,1 °C 37 °C-on; 0,4 °C 60 °C-on
Mintainkubator — Egy inkubator (hibridizacids kemence) sziikséges. Az inkubatornak meg kell felelnie az alabbi
teljesitményspecifikacioknak:

Hémeérséklet-tartomany: 10 °C as 100 °C kozott

Hémérséklet-szabalyozas: +0,2 °C

Asztali centrifuga — Egy 20 °C hémérséklet fenntartasara alkalmas hémérséklet-szabalyozott asztali centrifuga
szlikséges. Kilon centrifuga sziikséges az amplifikacio utani tertileten. Barmilyen lemezcentrifuga elfogadhato,
amelybe behelyezhet6 egy szliréegységgel ellatott 96 tregii lemez, és alkalmas a protokollban megadott
sebességeken (280-2400 g) valé mikodésre.

Preciziés pipettak — Egy precizids pipettakészlet sziikséges. Egy masik készlet szlikséges az amplifikacio utani
terlleten. A preciziés pipettak hasznalata a reagensek és mintak pontos adagolasanak biztositasahoz szikséges.
Egycsatornas vagy tébbcsatornas pipettak is hasznalhatok, ha azokat rendszeresen kalibraljak, és a pontossaguk
megadott térfogat 5%-an belul van.
Fogyoeszkozok — A kovetkezd fogydeszkozok szilkségesek:

96 uregll peremes PCR-lemezek, 0,2 ml, polipropilén vagy azzal egyenértéki

96 Uregl taroldlemezek, 0,8 ml (MIDI-lemezek)

Oldatkad, PVC, DNAZ- és RN-4z-mentes (valyl)

Ontapadés aluminium zaréfélia

Megfeleld, PCR-lemezhez valo zarofélia

Aeroszolallé pipettahegyek

Kupos csovek, 15 ml

Amplifikacié utani berendezések és anyagok
Inkubator — Egy inkubator sziikséges. Az inkubatornak flitott fedéllel kell rendelkeznie, és a kdvetkez6
teljesitmeényspecifikacioknak kell megfelelnie:
Hémérséklet-szabalyozasi tartomany: 4 °C és 99 °C kozott
Szabalyozas pontossaga: +0,25 °C 35 °C és 99 °C kozott
Mikrolemezrazé — Egy mikrolemezrazo sziikséges az amplifikacié utani laboratoriumi terlileten. A lemezrazénak
meg kell felelnie a kdvetkezd teljesitményspecifikacioknak:
Maximalis keverési sebesség: 3000 rpm
Keverési sebesség tartomanya: 200—-3000 rpm

Asztali centrifuga — Egy 20 °C hémérséklet fenntartasara alkalmas asztali centrifuga sziikséges. Kiilon centrifuga
szukséges az amplifikacio elétti tertleten. Barmilyen lemezcentrifuga elfogadhatd, amely alkalmas a protokollban
megadott sebességeken (280-2400 g) valdé mikodésre.
Fiitoblokk — Egy csdvekhez valo flitéblokk sziikséges. A flitéblokknak meg kell felelnie az alabbi
teljesitményspecifikacioknak:

Hémérséklet-tartomany: kornyezeti, +5 °C és 99 °C kozott

Hémérséklet-szabalyozas: +0,1 °C 37 °C-on; +0,4 °C 60 °C-on
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Magneses allvany — Egy 96 cs6ves lemezhez valé magneses allvany szlikséges. Jobb teljesitmény tapasztalhato,
ha a magnesek az allvany oldalan, nem pedig az aljan helyezkednek el.

Precizidés pipettak — Egy precizids pipettakészlet szllkséges. Egy masik készlet sziikséges az amplifikacio el6tti
terlleten. A precizids pipettak hasznalata a reagensek és mintak pontos adagolasanak biztositasdhoz szikséges.
Egycsatornas vagy tébbcsatornas pipettak is hasznalhatdk, ha azokat rendszeresen kalibraljak, és a pontossaguk
megadott térfogat 5%-an belll van.

Asztali centrifuga — Mikrocentrifuga-csdvek befogadasara alkalmas, 20 °C-os hémérséklet tartasara alkalmas
hémérséklet-szabalyozott centrifuga sziikséges. Barmilyen centrifuga elfogadhatd, amely alkalmas a protokollban
megadott sebességeken (280-1000 g) valé miikodésre.

Fogydeszkozok — A kovetkezd fogydeszkozok szilkségesek:
96 Uregl peremes PCR-lemezek, 0,2 ml, polipropilén vagy azzal egyenértéki
96 Uregd taroldlemezek, 0,8 ml (MIDI-lemezek)

é MEGJEGYZES
Ugyeljen arra, hogy a 96 tregil lemez kompatibilis legyen a magneses allvannyal.

Kupos csovek, 15 ml és 50 mi
Microcentrifuga-csévek (ajanlott a csavaros fedel()
Nyolc PCR-csovet tartalmazé csik

Oldatkadak, PVC, DN-az- és RN-az-mentes (valyu)
Ontapadés aluminium zaroféliak

Egyszer hasznalatos 6ntapadds lemezfoliak
Aeroszolallé pipettahegyek

Mintavétel, -szallitas és -tarolas

é MEGJEGYZES
Minden mintat potencidlisan fert6z6 anyagként kell kezelni.

Hasznalhatok K2EDTA-csébe levett teljesvér-mintak.

A teljesvér-mintak legfeljebb 7 napig tarolhaték szobahémérsékleten, legfeljebb 30 napig 2 °C és 8 °C kozott vagy 30
napig -25 °C és -15 °C kozott.

A teljesvér-mintak szallithatok legfeljebb 7 napig szobahémérsékleten, 30 napig 2 °C és 8 °C kozott, illetve 30 napig
-25 °C és -15 °C kozott. A teljes vér szallitasat a betegségek terjesztésére alkalmas anyagokra vonatkoz6 orszagos
és helyi el6irasoknak megfeleléen kell végezni.

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

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

Figyelmeztetések és dvintézkedések

é FIGYELEM!
Az USA sziOvetségi torvényei szerint e készlilék csak orvos vagy az illetd allamban jévahagyott
szakember altal vagy rendelvényére arusithato.
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& VIGYAZAT!

Ezek a reagensek potencialisan veszélyes vegyszereket tartalmaznak. Belélegzésiik, lenyelésiik,
bérrel érintkezésiik és szembe kerilésiik esetén személyi sériilést okozhatnak. Viseljen
védofelszerelést, igy védészemiiveget, kesztyiit és laborkopenyt a kockazat mértékének
megfeleléen. A hasznalt reagenseket vegyi hulladékként kezelje, és a regionalis, orszagos és helyi
térvényeknek és eléirasoknak megfelel6en artalmatlanitsa. Tovabbi kdrnyezetvédelmi, egészséglgyi
és biztonsagi informaciokért tekintse meg a kdvetkezé cimen elérhetd biztonsagi adatlapot:
support.illumina.com/sds.html. (Tovabbi informaciokért lasd: Szallitott reagensek, 11. oldal.)

A vizsgalat egyes Osszetevi redukaldszerként 2-merkaptoetanolt tartalmaznak. Belélegzésik, lenyelésik, bérrel
érintkezésiik és szembe kerllésiik esetén személyi sériilést okozhatnak. Hasznalja jol szell6z6 helyiségben, és az
edényeket és a nem hasznalt 6sszeteviket a hatalyos orszagos eléirasoknak megfeleléen artalmatlanitsa. Tovabbi
kornyezetvédelmi, egészségligyi és biztonsagi informaciokért tekintse meg a kdvetkezd cimen elérhetd biztonsagi
adatlapot: support.illumina.com/sds.html. (Tovabbi informacidkért lasd: Szallitott reagensek, 11. oldal.)

A vizsgalat egyes 6sszetevéi formamidot tartalmaznak; ez egy alifas amid, amely valdszin(lleg toxikus hatast
gyakorol a reprodukcids szervekre. Belélegzésik, lenyelésuk, bérrel érintkezésuk és szembe kerlilésik esetén
személyi sérulést okozhatnak. Viseljen védéfelszerelést, igy veédészemiveget, kesztylt és laboratoriumi kdpenyt. A
hasznalt reagenseket vegyi hulladékként kezelje, és a hatdsagi biztonsagi eldirasoknak megfeleléen artalmatlanitsa.
Tovabbi kdrnyezetvédelmi, egészséguigyi és biztonsagi informaciokeért tekintse meg a kdvetkezd cimen elérhetd
biztonsagi adatlapot: support.illumina.com/sds.html. (Tovabbi informaciokért lasd: Szallitott reagensek, 11. oldal.)

A termékkel kapcsolatos sulyos eseményeket haladéktalanul jelentse az Illumina véllalatnak és a felhasznalo és/vagy
a paciens lakhelye szerinti tagallam illetékes hatésaganak.

Minden mintat potencialisan fert6z6 anyagként kell kezelni.
Az eljarasok kovetésének elmulasztasa hibas eredményeket vagy a minta mindségének jelentés romlasat okozhatja.

Hasznalja a rutinszer( laboratériumi ovintézkedéseket. Ne pipettazzon szgjjal. Ne étkezzen, igyon vagy dohanyozzon
a munkateruletként megjeldlt tertleteken. A mintak és a vizsgalati reagensek kezelésekor viseljen eldobhato keszty(t
és laborkdpenyt. A mintak és a vizsgalati reagensek kezelését kdvetéen alaposan mosson kezet.

Ne hasznalja a vizsgalat 0sszetevdit a doboz cimkéjén feltlintetett lejarati datum utan. Ne hasznaljon kilonb6zé
tételbe tartozo vizsgalati komponenseket. A tétel a vizsgalat dobozanak cimkéjén van feltiintetve.

A mintak vagy reagensek lebomlasanak megel6zésehez ligyeljen arra, hogy a protokoll megkezdése el6tt az 6sszes
natrium-hipoklorit géz teljesen eltavozzon.

Megfeleld laboratériumi gyakorlat és j6 laboratoriumi higiénia sziikséges annak megelézéséhez, hogy a PCR-
termékek szennyezzék a reagenseket, az eszkdzoket és a genomikus DNS-mintakat. A PCR-termékekkel valo
szennyez8dés pontatlan és megbizhatatlan eredményeket okozhat.

A szallitott reagensek fizikai jellemz8inek a megvaltozasa az anyagok romlasat jelezheti. Ne hasznaljon olyan
reagenst, amelynek a fizikai jellemz6i megvaltoznak (példaul a szine jol lathaté médon megvaltozik, vagy
mikrobiolégiai szennyez&désre utalé zavarossag lathato).

A szennyez&dés elkerllése érdekében fizikailag valassza el az amplifikacié el6tti és az azutani teruleteket, és a két
teruleten kilon készilékek legyenek (példaul pipettak, pipettahegyek, vortexeld és centrifuga).

Kertlje el a keresztszennyez6dést. Az egyes mintak kozott és az egyes reagensek kdzott hasznaljon Uj
pipettahegyeket. Keverje 6ssze a mintakat pipettaval, illetve centrifugalja a lemezt, ha az van megadva. Ne
vortexelje a lemezeket. Az aeroszolalld pipettahegyek hasznalata csokkenti az amplikonok atvitelét és az egyes
mintak kozotti keresztszennyezddést.

Az index-minta parositasnak meg kell egyeznie az MiSeqDx készlléken végzett futtatashoz megadott
mintaadatokkal. A mintaadatok és a lemezelrendezés kozotti eltérés esetén nem térténik meg a pozitiv mintak
azonositasa, és a rendszer helytelen eredményeket jelent.

A mosasi lépésekhez mindig frissen készitsen 80%-os etanololdatot. Az etanol vizet vehet fel a levegébdl, ami
befolyasolhatja az eredményeket.
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A magnesallvanyon elvégzett Iépés utan tartsa be a megadott szaradasi idét, hogy biztositsa az etanol teljes
meértékl elparolgasat. A megmaradt etanol befolyasolhatja a késébbi reakciok teljesitmeényeét.

A vizsgalat 6sszetevéit a megadott hdmérsékleten, a kijeldlt amplifikacio el6étti vagy amplifikacié utani tertleten
tarolja.

Az 1. doboz 6sszetevdinek tobbszori (legfeljebb 6-szori) fagyasztasa és felolvasztasa nem veszélyezteti a vizsgalat
integritasat.

Ne keverje 0ssze a cisztas fibrozis oligonukleotid-keveréket és a hibridizacids puffert tarolas céljabol. Ezek
Osszekeverése esetén a cisztas fibrozis oligonukleotid-keverék instabilla valik, még akkor is, ha fagyasztva taroljak.
A hibridizaciés 1épéshez nem javasolt aktiv hiitéses inkubator (példaul Peltier, termoelektromos hitési) hasznalata.
A passziv leh(lési Iépés donté jelentéségi a megfeleld hibridizacidhoz.

A PCR-polimerazt mindig csak kdzvetlenil a hasznalat el6tt adja PCR-fékeverékhez. Ne tarolja az 6sszeallitott
fokeveréket.

A kdnyvtar-normalizalasi Iépés soran rendkivil fontos a konyvtargyongyoket tartalmazo pellet reszuszpendalasa. Ez
elengedhetetlen fontossagu ahhoz, hogy az MiSeqDx késziilék aramlasi cellajaban konzisztens klasztersiriiség
alakuljon ki.

A konyvtar-normalizalasi 1épés soran tartsa be a megadott inkubacids idéket. A nem megfelel6 inkubacio

A lemezek kozotti atvitelek szama és az ezzel jard szennyez6dések veszélye miatt forditson kilonds gondot arra,
hogy az liregek tartalma az iiregen beliil maradjon. Ugyeljen, hogy a folyadékok ne loccsanjanak ki.

Az ajanlott 250 ng bemeneti DNS-mennyiség lehetévé teszi a mennyiség valtoztatasat. A bemeneti mennyiség
befolyasolja a vizsgalat teljesitményét.

A vizsgalati jelentésben a No Call (Sikertelen azonositas) jeloléssel ellatott mintavariansok azt jelzik, hogy a varians
pozicidjara vonatkozé adatok nem feleltek meg a meghatarozott szekvenalasi hatarértékeknek. Ne jelentse a No Call
(Sikertelen azonositas) megjeldlési variansokat, kivéve, ha az ismételt vizsgalat a No Call (Sikertelen azonositas)
helyett a meghatarozott hatarértékeknek megfeleld értékeket eredményez.

Roviditések

13.tablazat: A TruSight cisztas fibrozis konyvtar-el6készitési kellékekkel kapcsolatban hasznalt roviditések

Rovidités Definicio
AMP Amplifikaciés lemez (AMplification Plate)
CLP Tisztitasi lemez (CLean-up Plate)
DAL Higitott amplikonkényvtar (Diluted Amplicon Library)
FPU Sziir6lemez egység (Filter Plate Unit)
HYB Hibridizacios lemez (HYBridization Plate)
LNP Konyvtar-normalizalasi lemez (Library Normalization Plate)
NTC Nincs templatkontroll
PAL Kevert amplikonkdnyvtar (Pooled Amplicon Library)
SGP Téarolasi lemez (StoraGe Plate)

Tovabbi informacioforrasok

Az lllumina weboldalan a TruSight Cystic Fibrosis tdmogatasi oldalakon szoftverek, képzési anyagok,
termékkompatibilitasi informaciok és az alabbi dokumentacié talalhato. A legfrissebb verzidkért minden esetben
latogasson el a tdmogatasi oldalakra.
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Informacidforras

Local Run Manager CF 139 varians 2.0 elemzési
modul munkafolyamati Gtmutaté (dokumentumszam:
1000000100945)

Local Run Manager CF klinikai szekvenalasi 2.0
elemzési modul munkafolyamati Gtmutaté
(dokumentumszam: 1000000100946)

Local Run Manager CF 139 varians 2.0 Micro elemzési
modul munkafolyamati Gtmutaté (dokumentumszam:
200017946)

Local Run Manager CF klinikai szekvenalasi 2.0 Micro
elemzési modul munkafolyamati Gtmutaté
(dokumentumszam: 200017945)

Az MiSeqDx késziiléken futé Local Run Manager
szoftver referencia-utmutatéja (dokumentumszam:
1000000011880)

MiSeqDx késziilék referencia-utmutaté az MOS v2-h6z
(dokumentumszam: 1000000021961)

Leiras
A CF 139 varians 2.0 elemzési modul szekvenalasi és elemzési paraméterei
beallitadsara vonatkoz6 utasitasokat tartalmazza.

A CF Klinikai szekvenalasi 2.0 elemzési modul szekvenalasi és elemzési
paraméterei beallitasara vonatkozé utasitasokat tartalmazza.

A CF 139 varians 2.0 Micro elemzési modul szekvenalasi és elemzési
paraméterei beallitasara vonatkozé utasitasokat tartalmazza.

A CF Klinikai szekvenalasi 2.0 Micro elemzési modul szekvenalasi és elemzési
paraméterei beallitasara vonatkozé utasitasokat tartalmazza.

Az MiSeqDx készlléken a futtatas létrehozasara, az allapot kdvetésére, a
szekvenalasi adatok elemzésére és az eredmények megtekintésére
vonatkozo utasitasokat tartalmazza.

Az MiSeqDx készllék beallitdsara és a szekvenalasi futtatasokra vonatkozé
utasitasokat tartalmaz, beleértve az MiSeqDx készllék karbantartasi

eljarasait is.

Az eljarassal kapcsolatos megjegyzesek

Az lllumina megkoéveteli, hogy minden futtatas alkalmaval egy pozitiv kontroll DNS minta és egy negativ kontroll
(NTC = nincs kontrollminta-sablon) is feldolgozasra keriljon egyidejiileg. A pozitiv kontrollként szolgalé DNS-
mintanak jol jellemzett, a CFTR egy vagy tébb ismert variansat tartalmazé mintanak kell lennie. Az lllumina egy vad
tipusu kontroll hasznalatat is javasolja. A vad tipusu kontrollt a mintak kozoétt kell futtatni, nem pedig a pozitiv vagy a
negativ kontroll helyett.

A vizsgalat 6sszetevéit a megadott h6mérsékleten, a kijelolt amplifikacio elétti vagy amplifikacio utani terileten
tarolja.

Az 1. doboz 6sszetevbinek tobbszori (legfeljebb 6-szori) fagyasztasa és felolvasztasa nem veszélyezteti a vizsgalat
integritasat.

Minta-el6készités
A cisztas fibrozis 139 varians vizsgalat vagy a cisztas fibrozis klinikai szekvenalasi vizsgalat megkezdése el6tt ki
kell vonni a DNS-t a teljes vérbdl, és meg kell hatdrozni a mennyiségét.
Hasznalhat6 barmilyen hitelesitett DNS-kivonasi mddszer.

A DNS mennyiségének meghatarozasat spektrofotométerrel kell végezni. Gy6z6djon meg arrol, hogy a DNS-minta
A260/A280 értéke > 1,5. Normalizalja a DNS-mintat 50 ng/ul koncentraciora. Minden mintahoz 5 pl genomikus DNS
(6sszesen 250 ng) sziikséges.

Mintafeldolgozasi teljesitmény

A cisztas fibrézis 139 varians vizsgalat és a cisztas fibrézis klinikai szekvenalasi vizsgalat esetében az MiSeqgDx
készliléken torténd futtatas az MiSeqDx Reagent Kit v3 reagenskészlettel 24—96 mintaval térténhet, illetve az
MiSegDx Reagent Kit v3 Micro reagenskészlettel 24—36 mintaval. A PCR-amplifikacié soran hasznalt indexprimereket
a kivant végsd mintafeldolgozasi teljesitmény alapjan kell kivalasztani, hogy minden kényvtarnak egyéni
indexkombinacidja legyen.

A\

MEGJEGYZES
A 24-nél kevesebb mintaval torténé futtatast az lllumina nem validalta.
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Konyvtar-el6készitési munkafolyamat

A kovetkez6 abra bemutatja a cisztas fibrézis 139 varians vizsgalat és a cisztas fibrézis klinikai szekvenalasi
vizsgalat konyvtar-el6készitési munkafolyamatat. Az amplifikacio el6tti Iépések a kdvetkezdk: Az oligonukleotid-
keverék hibridizalasa, a nem kotott oligonukleotidok eltavolitasa és a kotott oligonukleotidok extenzidja és ligacioja. A

PCR-amplifikacio lépésénél a PCR-lemez el6készitése az amplifikacio elétti terlileten torténik, mig a hdmérséklet-
szabalyozé inkubatorban térténd PCR az amplifikacié utani terlleten torténik. Az amplifikacié utani Iépések a
kovetkezok: PCR-tisztitas, valamint kdnyvtar-normalizalas és keverékkészités.

A lépések kozott jelezve vannak a biztonsadgos megszakitasi pontok.

1. abra: A cisztas fibrézis 139 varians vizsgalat és a cisztas fibrozis klinikai szekvenalasi vizsgalat kdnyvtar-el6készitési

munkafolyamata

Az oligonukleotid-keverek hibridizalasa

Munkaidé: 15 perc
Inkubacio: 80 perc

Reagensek
Cisztas fibrozis oligonukleotid-keverék
Hibridizaciés puffer
Kimeneti adatok mennyisége
HYB lemez

\ 4

Nem kotott oligonukleotidok eltavolitasa
Munkaidé: 20 perc
Reagensek
Ercteljes mosdpuffer
Univerzalis mosopuffer
Kimeneti adatok mennyisége
FPU lemez

l

Kotott oligonukleotidok
extenzioja és ligacidja
Munkaidd: 5 perc
Inkubacio: 45 perc
Reagensek
Extenzids-ligacios keverék

Kimeneti adatok mennyisége
FPU Plate

¥

PCR Amplification

Munkaidé: 30 perc
Cycle Time: 90 min
Reagensek
PCR-fokeverék
PCR-polimeraz
Indexprimerek
NaOH

Kimeneti adatok mennyisége
AMP-lemez

2022. majus

Munkaidé: 20 perc
Processing: 30 min

Eltcios puffer
PCR-tisztitd gyongyodk
EtOH

LNP-lemez
| |

Munkaidé: 30 perc
Feldolgozas: 50 perc

Kényvtar-normalizalasi higitoszer
Kényvtargyongyok
Koényvtar-normalizalasi mososzer
Konyvtartarold puffer
Kényvtarhigitasi puffer
EtOH
NaOH

DAL-csovek

B amplifikacis elstt

Amplifikacio utan

Biztonsagos
abbahagyasi pont
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Hasznalati utmutato

A TruSight cisztas fibrézis konyvtar-el6készitési kellékek két vizsgalathoz, a cisztas fibrézis 139 varians
vizsgalathoz és a cisztas fibrozis klinikai szekvenalasi vizsgalathoz hasznalhatok. A TruSight cisztas fibrozis
munkafolyamat a vizsgalat kivalasztasabdl, a konyvtar-el6készitésbdl, a szekvenalasbdl és a futtatas utani mosasbdl
all. A vizsgalat kivalasztasanak a kivételével az eljaras minden lépése megegyezik a két vizsgalat esetén.

A vizsgalat kivalasztasa és a futtatas beallitasa

A TruSight cisztas fibrézis 139 varians vizsgalat hasznalata esetén lasd: A Local Run Manager CF 139 varians 2.0
elemzési modul hasznalata, 20. oldal.
Ugyanebben a részben taladlhaték a Local Run Manager CF-139 Variant 2.0 Micro elemzési modul hasznalatara
vonatkozo utasitasok is. Ebben az esetben ligyeljen arra, hogy a futtatas |étrehozasakor a CF 139-Variant 2.0
Micro lehet6séget valassza ki, ne pedig a CF 139-Variant 2.0 lehet&séget.

A TruSight cisztas fibrozis klinikai szekvenalasi vizsgalat hasznalata esetén lasd: A Local Run Manager CF klinikai
Sszekvenalasi 2.0 elemzési modul hasznélata, 21. oldal.
Ugyanebben a részben talalhatok a Local Run Manager CF Clinical Seq 2.0 Micro elemzési modul hasznéalatara
vonatkozo utasitasok is. Ebben az esetben ligyeljen arra, hogy a futtatas létrehozasakor a CF Clinical Seq 2.0
Micro lehet6séget valassza ki, ne pedig a CF Clinical Seq 2.0 lehet&séget.

A Local Run Manager CF 139 varians 2.0 elemzési modul hasznalata

Parameéterek beallitasa
1 Jelentkezzen be a Local Run Managerbe.
2 Vaélassza a Create Run (Futtatas létrehozasa), majd a CF 139 varians 2.0 lehetdséget.
3 irja be a futtatas nevét, amely azonositja a futtatast a szekvenalastdl az elemzésig.

Hasznaljon alfanumerikus karaktereket, szokdzoket, alahuzasokat vagy kotéjeleket (legfeljebb 40 karakter).
4 [Valaszthato] Adja meg a futtatas leirasat.

Hasznaljon alfanumerikus karaktereket, szokdzoket, alahuzasokat vagy kotéjeleket (legfeljebb 150 karakter).
5 Adja meg a konyvtar-el6készitési készlet tételszamat és lejarati datumat.

Mintak megadasa a futtatashoz
Adja meg a futtatasban szereplé mintakat az alabbi lehetéségek egyikével.

Enter samples manually (Mintak manudlis bevitele) — A Create Run (Futtatas létrehozasa) képernyén talalhato
Ures tablazat hasznalataval. A javasolt mintauregek ki vannak emelve.

Import samples (Mintak importalasa) — Egy kiils6, vessz6vel elvalasztott értékek (*.csv) formatumau fajl
megkeresésével. Egy sablon letdlthetd a Create Run (Futtatas létrehozasa) képernydn.

Mintak manudlis bevitele
1 Adjon meg egy egyedi mintanevet a Sample Name (Mintanév) mez&ben.
Hasznaljon alfanumerikus karaktereket, két6jeleket vagy alahtizasokat (legfeljebb 40 karakter).
2 Pozitiv és negativ kontrollmintak kivalasztasahoz kattintson a jobb gombbal.
A mentéshez a futtatasnak legalabb egy pozitiv és egy negativ kontrollt kell tartalmaznia.
3 [Opcionalis] Adja meg a minta leirasat a Sample Description (Minta leirasa) lapon.
Hasznaljon alfanumerikus karaktereket, kotSjeleket vagy aldhuzasokat (legfeljebb 50 karakter).
4 [Opcionalis] Valasszon ki egy Index 1 adaptert az Index 1 (i7) legorduilé listabol.
Ez a Iépés opcionalis, mivel az i7 és i5 indexkombinaciok automatikusan feltoltédnek egy alapértelmezett
elrendezéssel.
5 [Opcionalis] Vélasszon ki egy Index 2 adaptert az Index 2 (i5) legorduld listabol.
Ez a Iépés opcionalis, mivel az i7 és i5 indexkombinaciok automatikusan feltéltédnek egy alapértelmezett
elrendezéssel.
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6 Valassza a Print (Nyomtatas) ikont a lemezelrendezés megjelenitéséhez.

7 Vdélassza a Print (Nyomtatas) lehet&séget a kdnyvtarak elkészitéséhez referenciaként hasznalandé lemezelrendezés
kinyomtatasahoz.

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

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

é FIGYELEM!
A 24-nél kevesebb mintaval tortén6 szekvenalast az lllumina nem validalta.

Mintak importalasa

A mintainformaciok kétféle fajltipusbdl importalhatok:
Mintainformacids fajl, amelyet korabban a CF 139 varians 2.0 vizsgalati modulbdl exportaltak az Export (Exportalas)
funkcidval.
Sablonf3jl, amely a Create Run (Futtatas Iétrehozasa) képernyén a Template (Sablon) lehetéség kivalasztasaval

hozhatd létre. A sablonfajl tartalmazza a megfeleld oszlopcimeket az importalashoz, hely6érz6 informaciokkal az
egyes oszlopokban. Hasznaljon kils6 szerkeszt6ét a sablonfajl testreszabasahoz:

1 A futtatasban szerepl 6sszes mintahoz adja hozza a mintainformaciokat.

2 Ha az 6sszes mintainformacio hozzaadasa megtortént, térdlje a nem hasznalt cellakban megmaradt hely6érzé
informaciokat.

3 Mentse a sablonfjjlt.

Mintainformaciok importalasa:

1 Valassza az Import Samples (Mintak importalasa) lehetéséget, majd keresse meg a fajlt, és valassza ki.

2 Vaélassza a Print (Nyomtatas) ikont a lemezelrendezés megjelenitéséhez.

3 Vdlassza a Print (Nyomtatas) lehet&séget a kdnyvtarak elkészitéséhez referenciaként hasznalandé lemezelrendezés
kinyomtatasahoz.

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

é FIGYELEM!
A 24-nél kevesebb mintaval torténd szekvenalast az lllumina nem validalta.

Futtatas szerkesztése
A szekvenalas el6tt a futtatas adatainak szerkesztésére vonatkozé utasitasok az MiSeqDx készUléken futd Local
Run Manager szoftver referencia-ttmutatéja (dokumentumszam: 1000000011880) cim( dokumentumban talalhaték.

A Local Run Manager CF klinikai szekvenalasi 2.0 elemzési modul hasznalata

Paraméterek beallitasa
1 Jelentkezzen be a Local Run Managerbe.
2 Vaélassza a Create Run (Futtatas létrehozasa), majd a CF Clinical Seq 2.0 lehet6séget.
Egy felugré ablak jelenik meg, amely a CF Clinical Seq 2.0 kivalasztasanak megerdsitését kéri.
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@ CF CLINICAL SEQ 2.0 FUTTATAS MEGEROSITESE &

Biztosan folytatni akarja a CF Clinical Seq 2.0 (cisztas fibrozis klinikai szekvenalasi vizsgalat) futtatasat?
Megjegyzés: Ha meg akarja valtoztatni a kivalasztott futtatast, nyomja meg a Cancel (Mégse) gombot, és valasszon masikat.

Jelélje be a CF Clinical Seq 2.0 futtatas megerdsitéséhez

Cancel (Mégse)

3 Jeldlje be a jelolénégyzetet, és valassza a Confirm (Megerésités) lehetéséget a folytatashoz (vagy valassza a
Cancel (Mégse) lehetéséget a foképernydre valo visszatéréshez).

4 irja be a futtatas nevét, amely azonositja a futtatast a szekvenalastél az elemzésig.
Hasznaljon alfanumerikus karaktereket, szokdzoket, alahtzasokat vagy kotdjeleket (legfeljebb 40 karakter).

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

6 Adja meg a konyvtar-el6készitési készlet tételszamat és lejarati datumat.

Mintak megadasa a futtatashoz
Adja meg a futtatasban szerepldé mintakat az alabbi lehetéségek egyikével.

Enter samples manually (Mintak manualis bevitele) — A Create Run (Futtatas létrehozasa) képernyén talalhatéd
Ures tablazat hasznalataval. A javasolt mintatiregek ki vannak emelve.

Import samples (Mintak importalasa) — Egy kiils6, vesszével elvalasztott értékek (*.csv) formatumu fajl
megkeresésével. Egy sablon letdlthetd a Create Run (Futtatas Iétrehozasa) képernyén.

Mintak manualis bevitele

1 Adjon meg egy egyedi mintanevet a Sample Name (Mintanév) mezdében.
Hasznaljon alfanumerikus karaktereket, kot6jeleket vagy alahtzasokat (legfeljebb 40 karakter).

2 Pozitiv és negativ kontrollmintak kivalasztasahoz kattintson a jobb gombbal.
A mentéshez a futtatasnak legalabb egy pozitiv és egy negativ kontrollt kell tartalmaznia.

3 [Opcionalis] Adja meg a minta leirasat a Sample Description (Minta leirasa) lapon.
Hasznaljon alfanumerikus karaktereket, kot6jeleket vagy alahuzasokat (legfeljebb 50 karakter).

4  [Opcionalis] Valasszon ki egy Index 1 adaptert az Index 1 (i7) legordiilé listabol.
Ez a lépés opcionalis, mivel az i7 és i5 indexkombinacidk automatikusan feltéltédnek egy alapértelmezett
elrendezéssel.

5 [Opcionalis] Valasszon ki egy Index 2 adaptert az Index 2 (i5) legordiilé listabdl.
Ez a lépés opciondlis, mivel az i7 és i5 indexkombinacidk automatikusan feltéltédnek egy alapértelmezett
elrendezéssel.

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

7 Vaélassza a Print (Nyomtatas) lehetéséget a kdnyvtarak elkészitéséhez referenciaként hasznalandé lemezelrendezés
kinyomtatasahoz.

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

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

é FIGYELEM!
A 24-nél kevesebb mintaval tortén6 szekvenalast az lllumina nem validalta.
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Mintak importalasa
A mintainformaciok kétféle fajltipusbdl importalhatok:

Mintainformacios fajl, amelyet korabban a CF klinikai szekvenalasi 2.0 modulbdl exportaltak az Export (Exportalas)
funkcidval.

Sablonfajl, amely a Create Run (Futtatas Iétrehozasa) képernyén a Template (Sablon) lehetéség kivalasztasaval
hozhaté létre. A sablonfajl tartalmazza a megfeleld oszlopcimeket az importalashoz, hely6érzé informaciokkal az
egyes oszlopokban. Hasznaljon kils6 szerkeszt6t a sablonfajl testreszabasahoz:

1 Afuttatasban szerepl6é 6sszes mintahoz adja hozza a mintainformaciokat.

2 Ha az 6sszes mintainformacio hozzaadasa megtortént, térdlje a nem hasznalt cellakban megmaradt hely6érzé
informacidkat.

3 Mentse a sablonfjjlt.

Mintainformaciok importalasa:

1 Vaélassza az Import Samples (Mintak importalasa) lehetéséget, majd keresse meg a fajlt, és valassza ki.

2 Vaélassza a Print (Nyomtatas) ikont a lemezelrendezés megjelenitéséhez.

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

4  Valassza ki a Save Run (Futtatas mentése) lehetéséget.
Ha 24-nél kevesebb mintat adott meg, megjelenik az Insufficient Sample (Nem elegendd minta) ablak. A

folytatashoz valassza a Proceed (Folytatas) lehet6séget, vagy a mintak szerkesztéséhez valassza a Cancel (Mégse)
lehet6séget.

é FIGYELEM!
A 24-nél kevesebb mintaval tortén6 szekvenalast az lllumina nem validalta.

Futtatas szerkesztése
A szekvenalas el6tt a futtatas adatainak szerkesztésére vonatkozo utasitasok az MiSeqDx késziiléken futé Local
Run Manager szoftver referencia-utmutatéja (dokumentumszam: 1000000011880) cim{ dokumentumban talalhatok.

Konyvtar-el6keészites

é MEGJEGYZES
A cisztas fibrozis 139 varians vizsgalat és a cisztas fibrozis klinikai szekvenalasi vizsgalat konyvtar-
el6készitési munkafolyamata megegyezik.

Az oligonukleotid-kevereék hibridizalasa

Fogyoeszk6zok
96 lUregl PCR-lemez
Genomikus DNS (gDNS) mintak
Hibridizacios puffer
Pozitiv kontrollminta
Cisztas fibrézis oligonukleotid-keverék
TE-puffer
Ontapadés aluminium zaréfélia
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El6készités
1 Keészitse el6 a kovetkezb fogydeszkozoket:

Reagens Tarolas Utasitasok

Hibridizacios -25°Cés-15°C Hozza szobah&mérsékletre. Vortexelje er6sen, hogy minden kicsapédott anyag

puffer kodzott teljesen feloldddjon, majd a folyadék 6sszegyijtéséhez réviden centrifugalja a csdveket.
Cisztas fibrozis -25°C és-15°C Hozza szobah6mérsékletre. Vortexelje erésen, hogy minden kicsapddott anyag
oligonukleotid- kodzott teljesen feloldédjon, majd a folyadék 6sszegyijtéséhez réviden centrifugalja a csdveket.
keverék

2 Hozza szobahémérsékletre a gDNS-mintakat és a pozitiv kontrollmintat.
3 Allitson be egy 96 lireg fiitéblokkot 95 °C-ra.
4 Melegitse el6 az inkubatort 37 °C-ra.

Eljaras
1 Lasson el egy Uj 96 uregli PCR-lemezt a HYB felirattal.
2 Hozzon létre egy mintalemezt a Local Run Managerben kinyomtatott, a lemezt abrazolé grafika alapjan.
3 A Local Run Managerben kinyomtatott lemezelrendezésnek megfeleléen adjon 5 ul negativ kontrollt (példaul TE-
puffert) a HYB lemez megfeleld lregébe.
Uregeibe.
Adjon 5 pl cisztas fibrozis oligonukleotid-keveréket mindegyik mintalregbe.
Adjon 40 pl hibridizacios puffert a HYB lemezen talalhatdo minden mintahoz.
Az 6sszekeveréshez ovatosan pipettazza fel és le 3—5 alkalommal.
Zarja le a HYB lemezt, és centrifugalja 1000 g sebességgel, 20 °C-on, 1 percig.
Helyezze a HYB lemezt az el6flitétt, 95 °C-os flitéblokkba, és inkubalja 1 percig.
0 Csokkentse a fitéblokk beallitasat 40 °C-ra, és folytassa az inkubaciét, amig el nem éri a 40 °C-ot (korilbelll 80
perc).
A fokozatos lehiilés donté jelentéségl a megfeleld hibridizacidohoz.

= O 00 N O O

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

Nem kotott oligonukleotidok eltavolitasa

Fogyoeszko6zok
Extenzios-ligacios keverék
Sziir6lemez
Erételjes mosépuffer
Univerzalis mosépuffer
MIDI-lemez
El6készités
1 Készitse el6 a kovetkez6 fogydeszkdzoket:
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Reagens Tarolas Utasitasok

Extenziés-ligacios -25°C és-15°C Hozza szobahémérsékletre.
keverék kozott Vortexeléssel keverje 6ssze.
Erételies mosopuffer 2 °C és 8 °C kozott Hozza szobah&mérsékletre.

Alaposan vortexelie. Gy6z6djon meg arrél, hogy minden csapadék feloldddott.

Univerzalis mosopuffer 2 °C és 8 °C kozott Hozza szobah&mérsékletre.
Vortexeléssel keverje 6ssze.

2  Szerelje 0ssze a szlir6lemez-egységet (FPU) a kbvetkez6kbdl, feliilrél lefelé:
Fedél
Sziir6lemez
Adapterperem
MIDI-lemez
3 Végezze el a szlirblemez membranjanak elémosasat:
a Adjon 45 pl erételjes mosopuffert minden uregbe.
b Fedje le a szlir6lemezt a fedelével, és centrifugélja 2400 g-vel, 20 °C-on, 5 percig.

4 Ellenérizze, hogy a szilrélemez mindegyik Urege teljesen atereszti-e az oldatot. Ha a mosopuffer nem haladt at teljes
meértékben, ismét centrifugalja 2400 g-vel 20 °C-on, amig az 6sszes folyadék at nem haladt (még 5-10 percig).
& FIGYELEM!

Alapvet6 fontossagu a centrifuga hémérsékletének szabalyozasa a mosasi Iépések soran. Ha a
hémérséklet 25 °C-ra vagy magasabbra emelkedik, a magasabb hémérséklet a primer erésebb
kotédését okozhatja. Ritka esetekben, ha a mintaban a primerkotd teriileteken talalhaté SNV, az
er6sebb kdétédés allél kieséséhez vezethet.

Eljaras

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

2 55 pl-re allitott tdbbcsatornas pipettaval vigye at mindegyik minta teljes mennyiségét a szlir6lemez megfeleld
uregeibe.

3 Fedje le a szlr6lemezt a fedelével, és centrifugalja 2400 g-vel, 20 °C-on, 5 percig.

4 Veégezze el a sziir6lemez mosasat:

a Adjon 45 pl erételjes mosoépuffert minden mintalregbe.
b Fedje le a szlir6lemezt a fedelével, és centrifugalja 2400 g-vel, 20 °C-on, 5 percig.

5 Mossa meg a lemezt még egyszer.

6 Ha a mosopuffer nem haladt at teljes mértékben, ismét centrifugalja 2400 g-vel 20 °C-on, amig az 6sszes folyadék
at nem haladt (még 5-10 percig).

7 Artalmatlanitsa az atfolyt folyadékot, majd ismét allitsa 6ssze az FPU-t.

8 Adjon 45 pl univerzalis mosopuffert minden mintalregbe.

9 Fedje le a szlir6lemezt a fedelével, és centrifugalja 2400 g-vel, 20 °C-on, 10 percig.

10 A centrifugalas utan gy6z6djon meg arrél, hogy az 6sszes folyadék athaladt. Sziikség esetén ismételje meg a

centrifugalast.

Kotott oligonukleotidok extenzidja és ligacidja

Fogyoeszk6z6k

Extenzios-ligacids keverék
Ontapadds aluminium zaréfélia
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Eljaras

1 Adjon 45 pl extenzios-ligaciés keveréket a szlirblemezen lévd 6sszes mintalregbe.

Zarja le a sziir6lemezt, majd fedje le a fedelével.

2
3 Inkubalja az FPU-t 37 °C-ra el6melegitett inkubatorban 45 percig.
4 Az FPU lemez inkubalasa kozben készitse el6 az AMP (amplifikacios) lemezt a kdvetkez6 szakaszban leirtaknak

megfeleléen.

PCR-rel végzett amplifikacio

Fogyodeszk6z6k
96 Uregl PCR-lemez
PCR-lemez-félia
Indexprimerek (A501-A508 és A701-A712)
10 N NaOH
PCR-fékeverék
PCR-polimeraz
15 mL-es kupos csé

El6készités

1 A Local Run Managerben talalhaté lemezelrendezési abra alapjan allapitsa meg a hasznalando indexprimereket.

2 Készitse el6 a kdvetkezd fogydeszkdzoket:

Reagens Tarolas

Indexprimerek (A501-A508 és -25°Cés-15°C

A701-A712) kozott

PCR-polimeraz -25°C és-15°C
kozott

PCR-fékeverék -25°Cés-15°C
kozott

Utasitasok

Hozza szobah&mérsékletre.
Vortexeléssel keverje 6ssze, majd révid ideig centrifugalja.

Hagyja a fagyasztéban, amig sziikség nem lesz ra a PCR-
munkaoldat elkészitéséhez.

Hozza szobahémérsékletre.
Vortexeléssel keverje 0ssze, majd révid ideig centrifugalja.

3 Keészitsen friss 0,05 N NaOH-oldatot: adjon 25 pl 10 N NaOH-ot 4975 yl RNaz/DNaz-mentes vizhez.

N

Lasson el egy Uj 96 uregli PCR-lemezt az AMP felirattal.

5 Adjon indexprimereket az AMP-lemezhez az aldbbiak szerint.

a Adjon 4 pl-t a kivalasztott 2. indexprimerekbdl (A501-A508) az AMP-lemez megfelel6 Uregébe.
b Dobja el az eredeti fehér kupakokat, és helyezzen fel uj fehér kupakokat.

¢ Adjon 4 pl-t a kivalasztott 1. indexprimerekbdl (A701-A712) az AMP-lemez megfeleld soraba.
d Dobja el az eredeti narancsszin( kupakokat, és helyezzen fel Uj narancsszinl kupakokat.

6 Keészitse el a kovetkezd fogyoeszkdzoket:

Reagens  Tarolas Utasitasok
PCR- -25°Cés-15°C Vegye ki a fagyasztobal, és rovid ideig centrifugalja. Azonnal folytassa a kovetkezd l1épéssel.
polimeraz  kdzott Ha a PCR-polimerazt tovabbi készitményekhez fogjak hasznalni, a PCR-munkaoldat

elkészitése utan tegye vissza a taroloba.

7 Készitse el6 a PCR-munkaoldatot a kovetkez6 maddon.

é MEGJEGYZES
Az alabbi utasitasok 96 minta feldolgozasahoz sziikséges térfogatokra vonatkoznak. Ha kevesebb
mintat dolgoz fel, a reagensek takarékos felhasznalasa érdekében ennek megfeleléen allitsa be a

térfogatokat.
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a 96 minta esetén adjon 56 ul PCR-polimerazt 2,8 ml PCR-fékeverékhez.
b Keverje 6ssze 20-szori atforditassal.

A PCR-munkaoldat szobah6mérsékleten 10 percig stabil.

Eljaras

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

Fedje le a sziir6lemezt a fedelével, és centrifugalja 2400 g-vel, 20 °C-on, 2 percig.

Adjon 25 pl 0,05 N NaOH-ot a szlir6lemezen minden uregbe.

Pipettazza fel és le 5-6 alkalommal.

Fedje le a sziir6lemezt a fedelével és inkubalja szobahémérsékleten 5 percig.

A sziir6lemez inkubalasa kdzben adjon 22 yl PCR-fékeveréket az AMP-lemez mindegyik, indexprimereket tartalmazé
Uregébe.

7 Vigye at a szlr6bdl kioldott mintdkat az AMP-lemezre a kdvetkezd modon.

O O WN -

a Pipettazza a szlrélemez elsé oszlopaban talalhaté mintakat 5—6 alkalommal fel és le.

b Vigyen at 20 pl-t a szir6lemezbdl az AMP-lemez megfeleld oszlopaba.

c A DNS és a PCR-fékeverék dsszekeverésehez évatosan pipettazza fel és le 5-6 alkalommal.
d A tdbbi oszlopnal is végezze el szlirlemezrél az AMP-lemezre torténé atvitel lépéseit.

8 Zarja le az AMP-lemezt, és rogzitse a zarofoliat gumigorgével.
9 Centrifugalja 1000 g-vel, 20 °C-on, 1 percig.
10 Vigye at az AMP-lemezt az amplifikacié utani teriletre.
11 Végezze el a PCR-t a kdvetkez6 programmal egy hémérséklet-valtoztaté inkubatorban:
95 °C 3 percig
25 ciklus a kdvetkez6k szerint:
95 °C 30 masodpercig
62 °C 30 masodpercig
72 °C 60 masodpercig
72 °C 5 percig
Tarolas 10 °C-on

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

PCR-tisztitas

Fogyoeszk6zok
50 mL-es kupos cs6
Egyszer hasznalatos 6ntapadds lemezfoliak
Két MIDI-lemez
Eluciés puffer

PCR-tisztitd gydngyok

El6készités
1 Készitse el6 a kovetkezb fogydeszkdzoket:
Reagens Tarolas Utasitasok
PCR-tisztitd gydngyok 2 °C és 8 °C kozott Hagyija alini 30 percig, hogy szobahémérsékletre melegedijen.
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2 96 minta esetén készitsen friss 80%-os EtOH-t 36 ml abszolut EtOH-bdl és 9 ml DNaz/RNaz-mentes vizbdl.
Alaposan keverje dssze.
& MEGJEGYZES
Ha 96-nal kevesebb mintat dolgoz fel, a reagensek takarékos felhasznalasa érdekében ennek
megfelelen éllitsa be a térfogatokat.
Eljaras
1 Centrifugalja az AMP-lemezt 1000 g-vel, 20 °C-on, 1 percig.
2 Lasson el egy uj MIDI-lemezt a CLP felirattal.
3 10-szer forditsa at a PCR-tisztit6 gyongyok edényét. Alaposan vortexelje, majd Ujra forditsa at 10-szer. Tekintse meg
az oldatot, hogy a gydngyok reszuszpendalédtak-e.
4 Adjon 45 pl PCR-tisztité gyongyot a CLP-lemez mindegyik Uregébe.
5 Vigye at a PCR-termék teljes mennyiségét az AMP-lemez minden egyes Uregébdl a CLP-lemez megfeleld lregébe.
6 Zarja le, és razza mikrolemezrazoval 1800 rpm-en 2 percig.
7 Inkubalja szobah6mérsékleten razas nélkul 10 percig.
8 Helyezze a lemezt a magneses allvanyra, és varjon, amig a folyadék kitisztul (~2 perc).
9 Amig a CLP-lemez a magneses allvanyon van, ovatosan tavolitsa el és artalmatlanitsa a fellluszot.
10 Veégezze el a gyongydk mosasat a kovetkez6 maédon:
a Tartsa a magneses allvanyon, és adjon 200 pl friss 80%-0os EtOH-t minden egyes Uregbe.
b Varjon legalabb 30 masodpercig, vagy amig a fellluszo tiszta nem lesz.
¢ Minden Uregbél szivja le és dntse ki a fellluszot.
11 Mossa meg a gyongydket még egyszer.
12 20 pl-re allitott P20 tdbbcsatornas pipettaval tavolitsa el a felesleges EtOH-t.
13 Vegye le a CLP-lemezt a magneses allvanyrdl, és levegbn szaritsa a gyongyoket 10 percig.
14 Adjon mindegyik mintahoz 30 pl elucios puffert.
15 Zarja le a CLP-lemezt, és razza mikrolemezrazéval 1800 rpm-en 2 percig. A razas utan ellenérizze, hogy a mintak
reszuszpendalddtak-e. Ha nem, ismételje meg ezt a Iépést.
16 Inkubalja szobahémérsékleten 2 percig.
17 Helyezze a CLP-lemezt a magneses allvanyra, és varjon, amig a felliluszo kitisztul (~2 perc).
18 Lasson el egy Uj MIDI-lemezt az LNP felirattal.
19 Vigyen at 20 pl fellluszét a CLP-lemez mindegyik tregébdl az LNP-lemez megfeleld lregébe.
20 [Opcionalis] Vigye at a megmaradt 10 pl felliluszét a CLP-lemezbdl egy Uj lemezbe, és cimkézze fel a lemezt a

futtatas nevével és datumaval. Ezt a lemezt tarolja -25 °C és -15 °C kdzott a szekvenalasi futtatas és az adatelemzés
befejez6déséig. A tisztitott PCR-termékek hasznalhatdk a hibaelharitashoz a minta vizsgalatanak sikertelensége
esetén.

BIZTONSAGOS ABBAHAGYASI PONT

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

Konyvtar-normalizalas és keverékkészités

Fogyodeszk6z6k

15 ml-es kupos cs6

96 liregli PCR-lemez
Mikrocentrifuga-csévek
Kényvtargyongyok
Konyvtarhigitasi puffer
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Konyvtar-normalizalasi higitoszer

Koényvtar-normalizalasi mososzer
10 N NaOH
RN-4z-/DN-az-mentes viz

El6készités
1 Készitse el6 a kovetkez6 fogydeszkdzoket:
Reagens Tarolas Utasitasok
Konyvtargyongyok 2 °C és 8 °C kozott Hozza szobah6mérsékletre.
Konyvtarhigitasi puffer -25°Cés-15°C Hozza szobah&mérsékletre. Alaposan vortexelie. Gy6z6djon meg arrél, hogy
kozott minden csapadék feloldddott.
Konyvtar-normalizalasi -25°Cés-15°C Hozza szobah6mérsékletre. Alaposan vortexelje. Gy6z6djon meg arrél, hogy
higitészer kdzott minden csapadék feloldddott.

Konyvtar-normalizalasi 2 °C és 8 °C kdzott Hozza szobah&mérsékletre. Alaposan vortexelje.
mosoészer

2 Készitsen friss 0,1 N NaOH-oldatot: adjon 50 pyl 10 N NaOH-ot 4950 pyl RNaz/DNaz-mentes vizhez.

Eljaras

1 Keverje 6ssze a kdnyvtar-normalizalasi higitoszert és a kdnyvtargydngyoket egy uj 15 ml-es kupos kémcsdben a
kdvetkezd modon:

é MEGJEGYZES
Az alabbi utasitdsok 96 minta feldolgozasahoz szukséges térfogatokra vonatkoznak. Ha kevesebb

e

mintat dolgoz fel, a reagensek takarékos felhaszndlasa érdekében ennek megfeleléen allitsa be a
térfogatokat.

96 mintahoz adjon 4,4 ml kényvtar-normalizalasi higitoszert.

Vortexelje erbteljesen a konyvtargydngyoket 1 percig, kdzben tobbszoér atforditva, amig a gydngydk nem
reszuszpendalddnak, és a csé felforditasakor nem talalhato pellet az aljan.

A reszuszpendalashoz pipettazza a kdonyvtargyongyoket 10-szer fel és le.

& FIGYELEM!
Kulonlegesen fontos a cs6 aljan talalhaté konyvtargyongyok teljes mértéki reszuszpendalasa.
A P1000 hasznalata biztositja a gyongydk homogén reszuszpendalasat és azt, hogy ne
maradjanak gyongyok a csé aljan. Ez elengedhetetlen fontossagu ahhoz, hogy az aramlasi
cellaban konzisztens klasztersiriség alakuljon ki.

96 minta esetén pipettdzzon 800 ul kényvtargydngyot a kdnyvtar-normalizalasi oldoszert tartalmazé kupos
cs6be.
Az 0sszekeveréshez forditsa at a csévet 15—-20-szor.

2 Adjon az LNP-lemez mindegyik Uregébe 45 pl kdnyvtar-normalizalasi oldoszert és a kdnyvtargydngyoket tartalmazo
munkaoldatot.
3 Zarja le és razza mikrolemezrazoval 1800 rpm-en 30 percig.

é MEGJEGYZES
Ha ugyanazon a napon folytatja a szekvenalassal, kezdje el a reagenskazetta felolvasztasat. Az

MiSeqDx reagenskazetta felolvasztasara vonatkozo utasitasok lasd: ElGkészites a kdnyvtar-
szekvenalashoz, 31. oldal.

4 Helyezze az LNP-lemezt a magneses allvanyra, és varjon, amig a folyadék kitisztul (~2 perc).
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Amig az LNP-lemez a magneses allvanyon van, évatosan tavolitsa el és artalmatlanitsa a feltluszot.
Vegye le az LNP-lemezt a magneses allvanyrdl, és mossa meg a gyongyoket a kdnyvtar-normalizalasi mososzerrel a
kdvetkezd modon:

a Adjon minden Uregbe 45 pl kdnyvtar-normalizalasi mosdszert.

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

¢ Helyezze a lemezt a magneses allvanyra legalabb 2 percig, vagy amig a feltluszo6 tiszta nem lesz.
d Ovatosan szivja le és artalmatlanitsa a feliliszot.

Ismételje meg a el6zd |épésben leirt kdnyvtar-normalizalasi mosasi eljarast.

20 pl-re allitott P20 tébbcsatornas pipettaval szivja le a felesleges kdnyvtar-normalizalasi mosofolyadékot.
Vegye le az LNP-lemezt a magneses allvanyroél, majd minden regbe adjon 30 ul 0,1 N NaOH-ot.

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

Az 5 perces elucié kdzben lasson el egy Uj 96 Uregl PCR-lemezt az SGP felirattal.

Adjon 30 pl kbnyvtartarolasi puffert mindegyik Gregbe.

Gy6z6djon meg arrol, hogy az LNP-lemezben talalhaté mindegyik minta teljesen reszuszpendaldodott. Ha a mintak
nincsenek teljesen reszuszpendalva, ovatosan pipettazza fel és le a mintak tartalmat, vagy ttdgesse a lemezt az
asztalhoz, majd razza még 5 percig.

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

Egy 30 pl-re beallitott tébbcsatornas pipettaval vigye at a fellliszot az LNP-lemezbdl az SGP-lemezbe. Az
Osszekeveréshez 6vatosan pipettazza fel és le 5 alkalommal.

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

Vortexelje a kdnyvtarhigitasi puffert, és ellenérizze, hogy minden csapadék feloldédott-e. A tartalom
Osszegyljtéséhez réviden centrifugalja.

Lasson el egy Uj mikrocentrifuga-csovet a PAL felirattal.

Azonositsa a szekvenalashoz dsszekeverendd mintakat. Osszesen 96 minta keverheté éssze szekvenalashoz.
Vigyen at 5 pl-t minden szekvenalni kivant kdnyvtarbdl az SGP-lemez mindegyik Gregébdl oszloponként egy
nyolccsoves PCR-cs6sor megfelel6 csOvebe.

Vigye at a nyolccsoves PCR-csOsor tartalmat a PAL-cs6be. Vortexelje a PAL-csovet, amig teljesen 6ssze nem
keveredik.

Zarja le az SGP-lemezt 6ntapadds lemezféliaval, és irja ra a futtatas nevét és datumat.

é MEGJEGYZES
Az SGP-lemez -25 °C és -15 °C kozotti hdmérsékleten legfeljebb 3 napig tarolhato, és szikség esetén
felhasznalhaté az 6sszekeverés megismétléséhez.

Lasson el 2-3 uj mikrocentrifuga-csdvet a DAL felirattal.

Adjon 585 pul kényvtarhigitasi puffert a DAL-csOvekbe.

Vigyen at 9 yl PAL-t mindegyik, kdnyvtarhigitasi puffert tartalmazd DAL-cs6be.

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

BIZTONSAGOS ABBAHAGYASI PONT

Ha nem folytatja azonnal az MiSeqDx késziiléken végzett szekvenalassal, a DAL-csdvek 25 °C és 15 °C kozott
tarolhatdk 28 napig.

Konyvtarak szekvenalasa

é MEGJEGYZES
A cisztas fibrozis 139 varians vizsgalat és a cisztas fibrozis klinikai szekvenalasi vizsgalat konyvtar-

szekvenalasi munkafolyamata megegyezik.
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El6készités a konyvtar-szekvenalashoz

Fogydeszkozok
MiSegDx Reagent Kit v3 vagy MiSeqDx Reagent Kit v3 Micro
Konyvtarhigitasi puffer
PhiX belsé kontrollkbnyvtar

El6készités

1 Allitson be egy 1,5 ml-es centrifugacsévekhez valo fltéblokkot 96 °C-ra.

2 Jégvodorben készitsen jeges vizes flrd6t.
3 Készitse el a kdvetkezd fogyoeszkdzoket:

Reagens Tarolas Utasitasok
Konyvtarhigitasi -25°C és-15 °C Olvassza fel szobahémérsékleten. Vortexeléssel keverje 6ssze. Gy6z6djon meg arrdl,
puffer kdzott hogy minden csapadék feloldédott. Révid ideig centrifugalja, és helyezze jeges

vizfurdébe. Az MiSeqDx reagenskészlet v3 szlikség esetén tovabbi kdnyvtarhigitasi
puffert tartalmaz.

PhiX belsé -25°Cés-15°C Olvassza fel szobah6mérsékleten. Helyezze jeges vizflirdébe.

kontroll kozott

MiSegDx -25°Cés-15°C Hagyja a reagenskazettat felolvadni a szoba-hémérsékletli vizben korilbelll 90 percig

reagenskészlet kdzott vagy amig teliesen fel nem olvadt. A reagenskazetta el6készitésére vonatkozo tovabbi

v3 kazetta informaciodkat lasd: MiSeqDx késziilék referencia-utmutaté az MOS v2-héz
(dokumentumszam: 1000000021961).

MiSegDx 2°C és8°C kozdtt Hozza szobahdémérsékletre. Az aramlasi cella elékészitésére vonatkozd tovabbi

aramlasi cella informaciodkat lasd: MiSeqDx késziilék referencia-utmutaté az MOS v2-héz
(dokumentumszam: 1000000021961).

MiSegDx SBS 2°C és8°Ckozdtt Hozza szobahdémérsékletre. Az SBS-oldat elékészitésére vonatkozo tovabbi

oldat (PR2) informaciodkat lasd: MiSeqDx késziilék referencia-utmutaté az MOS v2-héz

(dokumentumszam: 1000000021961).

A PhiX belsd kontroll denaturalasa és higitasa

Fogyoeszko6zok
Dezoxiribonukleaztél/ribonukleaztél mentes viz
10 N NaOH
Koényvtarhigitasi puffer
PhiX bels6 kontrollkbnyvtar
TE-puffer
15 mL-es kupos csé
Mikrocentrifuga-csévek
El6készités
1 0,1 N NaOH elkészitéséhez egy kupos cs6ben keverje 6ssze az alabbiakat:
DNaz-/RNaz-mentes viz (2475 pl)

10 N NaOH toérzsoldat (25 pl)
2 Keverje 6ssze a kémcs6 tobb alkalommal térténd atforditasaval.
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é FIGYELEM!
A frissen higitott NaOH hasznalata alapvet6 fontossagu a mintak teljes mérték( denaturalasahoz az
MiSegDx készuléken torténd klasztergeneralashoz.

Ha a PhiX készitése ugyanazon a napon torténik, mint a kdnyvtar-normalizalas, mindkett6h6z hasznalhatoé ugyanaz a
0,1 N NaOH-készlet.
Higitsa a PhiX bels6 kontroll kdnyvtarat 2 nM-ra a kdvetkez8k dsszekeverésével:
10 nM PhiX belsé kontrollkdnyvtar (2 ul)
1-szeres TE-puffer (8 ul)
Az 1 nM PhiX bels6 kontrollkbnyvtar elkészitéséhez keverje 6ssze a kovetkezdket:
2 nM PhiX belsé kontrollkdnyvtar (10 ul)
0,1 N NaOH (10 ul)
Rovid vortexeléssel keverje 6ssze.
Centrifugdlja az 1 nM PhiX belsé kontrollt 280 g sebességgel, 20 °C-on 1 percig.
Inkubalja a PhiX belsé kontrollkényvtarat 5 percig, szobahémérsékleten, hogy egyes szalakka denaturalddjon.
A 20 pM PhiX belsé kontrollkdnyvtar elkészitéséhez keverje 6ssze a kdvetkezdket egy Uj mikrocentrifuga-csében:
Denaturalt PhiX belsé kontrollkdnyvtar (2 ul)
El6hiitott konyvtarhigitasi puffer (98 pul)

é FIGYELEM!
A denaturalt 20 pM PhiX belsé kontroll kdnyvtar egyszeri hasznalatra szolgalé adagokra kiosztva 3
hétig tarolhaté -25°C és -15°C kozott.

Mintak el6készitése a szekvenalashoz

1
2
3

(620N

© 00 N O

Készlljon elé egy DAL-cs6 szekvenalasara.

Ha a DAL-csOvet fagyasztva taroltak, olvassza fel teljesen, és pipettazza fel és le, hogy 0sszekeveredjen.

Ha van fagyasztva 20 pM PhiX bels6 kontroll, vegyen ki egy hasznalatra elegend6 részt, olvassa fel teljesen,
vortexeléssel keverje 0ssze, majd rovid ideig centrifugalja.

Adjon 6 pl 20 pM PhiX belsé kontrollt a DAL-cs6be.

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

Keverje 0ssze a DAL-cs6 tartalmat maximalis sebességgel végzett vortexeléssel.

Centrifugalja a DAL-cs6vet 1000 g-vel, 20 °C-on, 1 percig.

Inkubalja a DAL-csdvet flitéblokkon, 96 °C-on, 2 percig.

Az inkubalas utan a DAL-cs6 6sszekeveréséhez forditsa at 1-2 alkalommal, majd azonnal helyezze jeges vizes
furdébe.

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

Osszekevert konyvtarak betoltése a kazettaba

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

Pipettazzon 600 pl-t a DAL-cs6bdél a Load Samples (Mintak betoltése) feliratu tartalyba. Ne érjen hozza a
zarofoliahoz.

A minta betoltése utan ellendrizze, hogy nincsenek-e Iégbuborékok a tartalyban. Ha légbuborékok vannak jelen,
ovatosan Utogesse a kazettat az asztalhoz, hogy a buborékok tavozzanak.

Az MiSeq kezel6szoftver (MOS) fellletén Iépjen kdzvetlenll a futtatas beallitasi Iépéseihez. Az MiSeqDx késziléken
végzendd futtatas beallitasara vonatkozo tovabbi informaciokat lasd: MiSeqDx késziilék referencia-utmutaté az
MOS v2-héz (dokumentumszam: 1000000021961).
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Futtatas utani mosas a sablonvezeték mosasaval
A szekvenalas utan hatarozottan javasolt a sablonvezeték mosasat magaban foglal6 futtatas utani mosast végezni.

é FIGYELEM!
Ha nem végzik el a sablonvezeték mosasat, a kovetkezé futtatas alkalmaval romolhat a negativ kontroll

azonositasi aranya.

é MEGJEGYZES
A futtatas utani mosasi munkafolyamat megegyezik a cisztas fibrézis 139 varians vizsgalat és a cisztas

fibrozis klinikai szekvenalasi vizsgalat esetében.

Fogyoeszk6zok

Mikrocentrifuga-csévek
Laboratériumi minéségi viz
Tween 20

5%-0s natrium-hipoklorit
MiSeq cs6

& VIGYAZAT!

Ezek a reagensek potencialisan veszélyes vegyszereket tartalmaznak. Belélegzésiik,
lenyelésiik, borrel érintkezésiik és szembe keriilésiik esetén személyi sériilést okozhatnak.
Viseljen védéfelszerelést, igy védészemiiveget, kesztyiit és laborkopenyt a kockazat
mértékének megfeleléen. A hasznalt reagenseket vegyi hulladékként kezelje, és a regionalis,
orszagos és helyi torvényeknek és eldirasoknak megfeleléen artalmatlanitsa. Tovabbi
kornyezetvédelmi, egészségligyi €s biztonsagi informaciokért tekintse meg a kdvetkezé cimen elérhetd
biztonsagi adatlapot: support.illumina.com/sds.html.

El6készités

1

Készitsen friss mosoéoldatot Tween 20-bdl és laboratériumi mindéségi vizbdl az alabbiak szerint.

a Adjon 5 ml 100%-0s Tween 20 oldatot 45 ml laboratériumi minéségi vizhez. Ezzel 10%-os Tween 20
oldatot kap.

b Adjon 25 ml 10%-os Tween 20 oldatot 475 ml laboratériumi min&ségi vizhez. Ezzel 0,5%-0s Tween 20
mosooldatot kap.

¢ Keverje 0ssze 0tszori atforditassal.

Készitsen friss mosoéoldatot natrium-hipoklorit-tartalmu moséoldatbdl és laboratoriumi mindségl vizbél az alabbiak
szerint.

a Adjon 36 pl 5%-o0s natrium-hipoklorit-oldatot 864 pl laboratériumi minéségl vizhez. Ez a natrium-
hipoklorit-oldat 25-sz6rds higitasat jelenti.

b Adjon 50 pl 1:25 aranyban higitott natrium-hipokloritot 950 pl laboratériumi minéségl vizhez egy MiSeq
csében.

Fontos a natrium-hipoklorit megfeleld koncentraciojanak hasznalata. Ellenérizze a natrium-hipoklorit szazalékos
aranyat a termék cimkéjén. Ha tul magas koncentracioban alkalmazza, ez megakadalyozhatja a klasztergeneralast a
késbbbi futtatasok soran. Ha 5%-os natrium-hipoklorit-oldat nem all rendelkezésre, készitsen 1 ml 0,01%-os natrium-
hipoklorit-oldatot laboratériumi mindségi vizzel. Ne hasznaljon natrium-hipoklorit-oldatot karbantartasi moséas vagy
készenléti mosas alkalmaval.

Készitse el a mosashoz valé oldatokat friss mosoéoldattal az alabbiak szerint:
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a Toltson 6 ml mosooldatot a mosotalca mindegyik tartalyaba.
b Toltson 350 ml mosdoldatot az 500 ml-es mosépufferes palackba.

Eljaras

1

10
11
12

13

Helyezze a 0,01% natrium-hipokloritot tartalmazé mosdoldatot tartalmazé MiSeq csdvet a mosétalca 17. pozicidjaba,
amig a cs6 nyaka a talcaval egy szintbe nem kerdl.
A cs6 a 17. pozicidban a Tween 20 és laboratériumi mindségi viz keverékébdl készitett mosdoldatot helyettesiti.

2.abra: MiSeq cs6 a mosoétalca 17. pozicidjaban

& FIGYELEM!
Ugyeljen arra, hogy a natrium-hipokloritot tartaimazé MiSeq csovet csak a télca 17-es pozicidjaba
helyezze be. Ha a csévet mas pozicioban helyezi be, a kés6bbi futtatasok soran meghiusulhat a
klasztergeneralas.

Ha a futtatas befejez6dott, valassza a Start Wash (Mosas inditasa) lehetdséget.

A szoftver automatikusan felemeli a szivocsdveket a reagenshiitében.

Valassza a Post-Run Wash (Futtatas utani mosas) képernyén a Perform optional template line wash (Opcionalis
sablonvezeték-mosas vegrehajtasa) lehetéséget.

Nyissa ki a reagensrekesz ajtajat és a reagenshiité ajtajat, majd huzza ki a hasznalt reagenskazettat a
reagensh(itébol.

Csusztassa a mosotalcat a reagensh(itébe Utkdzésig, és zarja be a reagenshité ajtajat.

Emelje fel a szivocsovek fogantyujat, amely az MiSeqDx SBS-oldatos és a hulladékgyiijté palack el6tt helyezkedik el,
amig az a helyére nem reteszel6dik.

Vegye ki az MiSeqDx SBS-oldat palackjat, és helyezze be a helyére a mosépufferes palackot.

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

Lassan engedje le a szivocsdvek fogantyujat. Ugyeljen arra, hogy a szivocsévek a mosopufferes palackba és a
hulladékgyiijté palackba sullyedjenek.

Zarja be a reagensrekesz ajtajat.

Valassza a Next (Tovabb) lehetéséget. Elkezdddik a futtatas utani mosas.

Ha a mosas befejezddott, hagyja a hasznalt aramlasi cellat, a mosétalcat és a maradék mosopufferes palackot a
készllekben.

A szivocsovek a lenti helyzetben maradnak, ez normalis. Hagyja a fel nem hasznalt moséoldatot a mosétalcaban és
a mosopufferes palackban, hogy megakadalyozza a szivocsovek kiszaradasat és a leveg6 bejutasat a rendszerbe.
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Szekvenalt konyvtarak ismételt elemzése

Egy szekvenalasi futtatas utan ugyanannak a szekvenalasi adatkészletnek az ismételt elemzése elvégezhet6 az
MiSeqDx késziiléken futd Local Run Manager szoftver referencia-tutmutatéja (dokumentumszam: 1000000011880)
cimi dokumentumban talalhatdé Elemzés djralitemezése eljarassal. Az elemzés Ujralitemezése kizardlag azzal a
szoftvermodullal végezhetd el, amellyel eredetileg végezték a szekvenalast. Az Ujralitemezett elemzés alkalmaval
szerkeszthet6k a mintak adatai, és Uj jelentések készithetdk.

& MEGJEGYZES
A szekvenalashoz hasznalt konyvtarkeverékeknek 24—96 mintat kell tartalmazniuk. Ha csak a mintak
egyik része esetében szikséges az Ujabb jelentés, az Ujraitemezett vizsgalat beallitasakor kevesebb
mintat kell beimi. Csak az ujralitemezett vizsgalat beallitasakor megadott mintdkhoz készll jelentés.

Osszekevert konyvtarak ismételt vizsgalatanak lehetéségei

A TruSight cisztas fibrézis 139 varians vizsgalathoz ugyanaz a konyvtar-el6készitési munkafolyamat és ugyanazok a
reagensek hasznalatosak, mint a TruSight cisztas fibrézis klinikai szekvenalasi vizsgalathoz. A kdnyvtar-el6készitési
eljaras megkezdése elétt ki kell valasztani egy vizsgalatot. Azokban az esetekben azonban, amikor az 6sszekevert
konyvtarak (DAL-csovek) tovabbi vizsgalatot igényelnek (pl. egy szekvenalasi futtatas megismétlése vagy
reflexvizsgalat egy masik TruSight CF vizsgalattal), a DAL-csOvek szlikség szerint hasznalhatdk a konyvtar-
el6készités megismétiése nélkiil. A vizsgalat ismételt elvégzéséhez kdvesse az alabbi eljarast:

& MEGJEGYZES
A szekvenalashoz hasznalt konyvtarkeverékeknek legalabb 24—96 mintat kell tartalmazniuk. Ha csak a
mintak egyik része esetében szilkséges az Ujabb jelentés, az szekvenalasi futtatas beallitasakor
kevesebb mintat kell beimi. Minden 6sszekevert minta szekvenalasra kertl, de jelentés csak a
szekvendlasi futtatas beallitdsa soran megadott mintakrol készul.

1 Allitsa be a futtatast A vizsgalat kivalasztésa és a futtatas beéllitasa, 20. oldal rész utasitasainak megfeleléen.

2 Végezze el a kdnyvtarak szekvenalasat a Konyvtarak szekvenalasa, 30. oldal rész utasitasainak megfeleléen.

3 A szekvenalasi futtatas befejezése utan mossa ki az MiSeqDx késziiléket a Futtatas utani mosas a sablonvezeték
mosasaval, 33. oldal rész utasitasainak megfelelen.

A cisztas fibrozis 139 varians vizsgalat eredményeinek értelmezése

A cisztas fibrézis 139 varians vizsgalat 139 CFTR-varians kimutatasara késziilt, beleértve az ACMG altal javasoltakat

is (2. tablazat).

A vizsgalati jelentés felsorolja a mintak nevét és a mintaban kimutatott variansra vonatkoz6 genotipust.
Minden mintaban lekérdezésre keril a 134 CF-et okozo varians és az ACMG altal ajanlott R117H varians. A
vizsgalati jelentésben csak a kimutatott mutans allélok szerepelnek.
A PolyTG/PolyT varians csak akkor szerepel a jelentésben, ha az R117H varians jelen van. Az R117H varianssal
rendelkezd betegek esetében tovabbi vizsgalatokat kell végezni annak megallapitasara, hogy a klinikai fenotipust
befolyasold PolyTG/PolyT varians (pl. 12-13(TG) vagy 5T) cisz vagy transz helyzetben van-e az R117H
varianshoz képest.

& MEGJEGYZES
A PolyTG/PolyT genotipus meghatarozasa a cisztas fibrézis 139 varians vizsgalat segitségével
torténik, a leggyakoribb genotipusok leolvasasanak szamlalasa alapjan. Az Uj generaciés
szekvenalas digitalis jellegének kdszonhetbéen a vizsgalat szamos megfigyelés alapjan nagy
pontosséagot ér el, szemben mas, szekvenalason alapulé technoldgiakkal, amelyeknél csak néhany
megfigyelés torténik.
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Ha egy minta homozigéta F508del vagy 1507del genotipussal rendelkezik, és a harom joindulatu polimorfizmus —
1506V, 1507V és F508C — kozul egy vagy tobb kimutathatd, akkor ez a minta esetében jelentésre keril. Ha
mindharom jéindulatu polimorfizmus vad tipusu, a jelentésben az szerepel, hogy a mintaban nincsenek jelen az
1506V, 1507V és F508C variansai.

é MEGJEGYZES
Mivel szekvenalassal torténik a vizsgalat, az F508del vagy 1507del jelentését nem befolyasolja a
harom jéindulatu polimorfizmus jelenléte. Ezért nem torténik a kimutatott eredmény korrekcidja.

Ha egy mintat heterozigotaként azonosit a rendszer, és mind a vad tipusu, mind a mutans allél kimutathaté, az
eredményben genotipusként HET szerepel.

Ha egy mintat homozigotaként azonosit a rendszer, és csak a mutans allél mutathato ki, az eredményben
genotipusként HOM szerepel.

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

A vizsgalati jelentés minden mintdhoz megadja a mintaazonositasi aranyt. Az azonositasi arany szamitasahoz a
rendszer az elére meghatarozott megbizhatésagi hatarértéknek megfeleld varianspozicidk szamat elosztja az 6sszes
lekérdezett pozicié szamaval.
A feltételes jelentést igényl6 mintak esetében a rendszer a tébbi lekérdezett varianst is figyelembe veszi az
azonositasi arany szamitasahoz.
Azok a variansok, amelyek megbizhatosagi ertéke az el6re meghatarozott hatarérték alatt van, No call (Nincs
azonositas) eredményként szerepelnek a jelentésben. llyenkor ajanlott a minta vizsgalatanak megismétlése.

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

& MEGJEGYZES:
Ha az azonositasi arany < 50%, a vizsgalat eredménye Fail (Sikertelen) lesz, és a jelentésen
megjelenik a Sample Failed (Minta vizsgalata sikertelen) megjegyzés. llyenkor nem szerepelnek
varidnsokra vonatkoz6 adatok. A minta vizsgalatat meg kell ismételni.

Ajanlott a felhasznaldnak a szintetikus mintakkal validalt variansokat (lasd a Pontossagi tablazatot) validalt
referencia-modszerrel ellendrizni, miel6tt az elsé alkalommal e varianst tartalmazo jelentést készitene.

Ha egy mintaban ketténél tobb varians azonositasa torténik, ajanlott, hogy a felhasznalo ellenérizze az eredményt a
TruSight cisztas fibrézis 139 varians vizsgalat ismételt elvégzésével friss gDNS-kivonattal, hogy kizarhat6 legyen a
minta keresztkontamincioja.

é MEGJEGYZES
Kettdénél tébb varians kimutatasa esetén megfontolandé a haplotipus-fazishatas lehetésége.

A variansok barmilyen klinikai értelmezését szakvizsgaval rendelkezd klinikai molekularis genetikusnak vagy ezzel
egyenértékii képesitésli szakembernek kell végeznie a helyi eljarasok és iranyelvek szerint.'® A lehetséges
értelmezési referenciak tobbek kozott a CFTR2 adatbazis,!! Sosnay kézleménye,® az ACMG 2004-es iranyelvei !
és az ACOG bizottsag 2011-es allasfoglalasa.? Az eredmények kiszamitasanak és bemutatasanak modjara
vonatkozo informaciokeért, illetve a szdveges fajl formatumu jelentés tartalmanak leirasaért tekintse meg az MiSeqDx
késziilékre telepitett elemzdszoftver dokumentacidjat. A Local Run Managerrel kapcsolatban lasd Az MiSeqDx
késziiléken futé Local Run Manager szoftver referencia-tutmutatéjat (dokumentumszam: 1000000011880) és a
Local Run Manager CF 139 varians 2.0 elemzési modul munkafolyamati utmutatéjat (dokumentumszém:
1000000100945).
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A cisztas fibrozis klinikai szekvenalasi vizsgalat eredményeinek
ertelmezése

A cisztas fibrozis klinikai szekvenalasi vizsgalat arra szolgal, hogy szekvenalja a CFTR gén minden fehérjét kédolo
terlletét (27 exon), az exonokkal szomszédos 5-30 bazisparnyi intronszekvenciakat, a kédolo terilet 5' és 3' végével
szomszédos korulbelul 100 nukleotidnyi, transzlaciéra nem kerul tertlet szekvenciajat, valamint két, mélyen egy
intronban elhelyezked mutaciot (1811+1.6kbA>G, 3489+10kbC>T). A szekvenalt teriletek pontos ismertetése a 3.
tablazat talalhatd. Ezen kivil a vizsgalat kimutatja a PolyTG/PolyT varianst és két nagy kiterjedés(i deléciot
(CFTRdele2,3, CFTRdele22,23).

A vizsgalati jelentés felsorolja a mintak nevét és a mintaban kimutatott variansra vonatkozé genotipust.
Minden varians esetében megadja a genomikus koordinatat, a Human Genome Variation Society (HGVS) altal
ajanlott cDNS nevét és a fehérje nevét (ha van).
A varians tipusanak azonositasa: egynukleotid-varians (SNV), delécids/inzerciés varians (DIV), PolyTG/PolyT
varians (PolyTG/PolyT) vagy nagy delécié (DEL).
A genotipus (heterozigéta vagy homozigéta) megallapithaté a ,referencia”, vagyis az adott genomikus koordinata
referencia-bazisszekvenciaja és az ,eredmény”, vagyis a mintaban az adott genomikus poziciéjaban talalhato két
allél szekvenciaja alapjan. Példaul, ha a referencia ,G” és az eredmény ,A/G”, ez azt jelenti, hogy az illeté
genomikus koordinatan G>A valtozas tortént, és a genotipus heterozigéta a varians allél tekintetében.
Hasonléan, ha a referencia ,G” és az eredmény ,T/T”, ez azt jelenti, hogy az illet6 genomikus koordinatan G>T
valtozas tortént, és a genotipus homozigéta a varians allél tekintetében.
A varians poziciojaban lévé szekvenalasi mélység a ,Depth” (Mélység) mezdében, az allélfrekvencia pedig a
.Frequency” (Gyakorisag) szakaszban talalhaté.

A vizsgalati jelentés minden mintahoz megadja a mintaazonositasi aranyt. Az azonositasi arany szamitasahoz a
rendszer az elére meghatarozott megbizhatdsagi hatarértéknek megfelelé varianspozicidok szamat elosztja az dsszes
lekérdezett pozicié szamaval.
Minden olyan pozicio vagy régié genomikus koordinataja, amelyre vonatkozéan a megbizhatdsagi érték a
hatarérték alatt van, kiilon szerepel a ,Nem azonositott koordinatak” szakaszban. A felhasznaloknak 6ssze kell
hasonlitaniuk a nem azonositott pozicidkat a megfelel variansok adataival, hogy azonositsak az esetlegesen
kihagyott variansokat és ezek populaciés gyakorisagat annak meghatarozasahoz, hogy szikséges-e a minta
vizsgalatanak megismétlése.

A minta eredményét a rendszer csak akkor tekinti érvényesnek, ha az azonositasi arany =2 99%. Ha az azonositasi
arany 99% alatti, a vizsgalat eredménye Fail (Sikertelen) lesz, és a minta vizsgalatat meg kell ismételni.

Ajanlott a felhasznalénak a pontossagi vizsgalatban validalt variansoktol (lasd: Pontossag, 59. oldal) eltérd
variansokat ellendriznie egy hitelesitett referencia-mddszerrel, miel6tt az elsé alkalommal e varianst tartalmazoé
jelentést készitene.

é MEGJEGYZES
Kettdénél tébb varians kimutatasa esetén megfontolandé a haplotipus-fazishatas lehetésége.

A variansok barmilyen értelmezését szakvizsgaval rendelkezd klinikai molekularis genetikusnak vagy ezzel
egyenértékii képesitésli szakembernek kell végeznie a helyi eljarasok és iranyelvek szerint'®. A lehetséges
értelmezési referenciak tobbek kozott a CFTR2 adatbazis'!-12, Sosnay kézleménye'3, az ACMG 2004-es iranyelvei’
és az ACOG bizottsag 2011-es allasfoglalasa?.

Az eredmények kiszamitasanak és bemutatasanak maédjara vonatkozé informaciokeért, illetve a szdveges f4jl
formatumu jelentés tartalmanak leirasaért tekintse meg az MiSeqDx készulékre telepitett elemz&szoftver
dokumentacidjat. A Local Run Managerrel kapcsolatban lasd Az MiSeqDx késziiléken futé Local Run Manager
szoftver referencia-utmutatéjat (dokumentumszam: 1000000011880) és a Local Run Manager CF klinikai
szekvenalasi 2.0 elemzési modul munkafolyamati utmutatéjat (dokumentumszam: 1000000100946).
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A genetikus a Local Run Manager szoftverben egy legordild meni segitségével megadja az értelmezési értéket a
mintaban jelentett mindegyik varianshoz. Az értelmezés valasztasi lehetéségei: CF-causing (CF-et okozd), Mutation
of varying clinical consequence (Valtozo klinikai kovetkezményekkel jaré mutacio), Mutation of unknown significance
(Ismeretlen jelentéségl mutacio), illetve Non-CF causing (CF-et nem okozd). A megadott értéket a rendszer az
eredmeényfajlhoz csatolja, és a Klinikai szekvenalasi vizsgalati jelentés értelmezési oszlopaban jeleniti meg.

Minbség-ellendrzési eljarasok
A helyes laboratériumi gyakorlat el8irja, hogy kontrollanyagokat kell hasznalni a felhasznal6 laboratériumaban

alkalmazott vérfeldolgozasi és technikai eljarasokban mutatkoz6 olyan kiilénbségek kimutatasara, amelyek az
eredmények jelent8s eltéréseit okozhatjak.

+ Negativ kontroll (NTC = nincs kontrollminta-sablon) — A negativ kontroll hasznalata minden futtatas esetén
szilkséges az esetleges szennyez6dések kimutatasara. A negativ kontroll esetében az azonositasi aranynak 10%
alatt kell lennie. Ha egy negativ kontroll > 10%-0s azonositasi aranyt eredményez, és az eléz6 futtatashoz a
sablonvezeték mosasat végezték, akkor a vizsgalat feldolgozasa soran szennyez6dés térténhetett. A vizsgalat
sikertelennek mindsul, és a teljes vizsgalatot meg kell ismételni, a kdnyvtar-el6készitéstél kezdve. A negativ kontroll
eredménye Pass (Sikeres), ha az azonositasi arany < 10%, illetve Fail (Sikertelen), ha az azonositasi arany > 10%.

& MEGJEGYZES
Kulénosen fontos minden egyes szekvendlasi futtatas utan elvégezni a sablonvezeték mosasat, hogy
ne ndvekedjen a negativ kontroll azonositasi aranya. Ha a negativ kontroll esetén az azonositasi arany
> 10%, és az el6zd futtatas soran nem végeztek sablonvezeték-mosast, ajanlott a futtatas utani
sablonvezeték-mosas elvégzése és a szekvenalasi futtatas megismétlése.

+ Pozitiv kontrollok — Pozitiv DNS-kontrollminta sziikséges minden futtatashoz. A pozitiv kontrollként szolgalé DNS-
mintanak egy jol jellemzett, a CFTR legalabb egy ismert variansat tartalmazo mintanak kell lennie.'® Az Illumina a
felvaltva alkalmazott pozitiv kontrollokat ajanlja az ACMG 2008-as CF-mutaciok vizsgalatara vonatkozo technikai
szabvanyok és iranymutatasok'’, valamint az ACMG 2013-as Uj generacios szekvenalasra vonatkozo klinikai
laboratériumi szabvanyok kiadvanyainak megfeleléen.’® A pozitiv kontrollminta eredményének a vart genotipusnak
kell lennie. Ha a pozitiv kontroll eredménye a varttol eltéré genotipus, akkor lehetséges, hogy hiba tortént a
mintakovetés vagy az indexprimerek rogzitése soran. A teljes vizsgalatot meg kell ismételni, a konyvtar-el6készitéstol
kezdve. A pozitiv kontroll eredménye Pass (Sikeres), ha az azonositasi arany = 99%, illetve Fail (Sikertelen), ha az
azonositasi arany < 99%.

« Vad tipust kontroll — Minden futtatas alkalmaval ajanlott vad tipusu DNS-t tartalmazd kontroliminta vizsgalata. A
vad tipusu kontrollmintanak olyan jél jellemzett mintanak kell lennie, amely nem tartalmaz CFTR-variansokat. A vad
tipusu kontrollminta eredményének a vart genotipusnak kell lennie. Ha a vad tipusu kontroll eredménye a varttdl
eltéré genotipus, akkor lehetséges, hogy hiba tortént a mintakovetés vagy az indexprimerek rogzitése soran. A teljes
vizsgalatot meg kell ismételni, a konyvtar-el6készitéstél kezdve.

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

+ Mielétt a felhasznalé laboratériumaban elészér hasznalna ezt a terméket, a vizsgalat teljesitményét ellendrizni kell
tébb, ismert teljesitményjellemzdkkel rendelkezé pozitiv és negativ minta vizsgalataval.

* Minden mindség-ellendrzési miveletet a helyi és/vagy orszagos elbirasokkal vagy akkreditacids kovetelményekkel
6sszhangban kell végrehajtani.

A cisztas fibrozis 139 varians vizsgalat teljesitményjellemzéi

A cisztés fibrézis 139 varians vizsgalat teljesitményjellemz6i az MiSeqDx cisztas fibrézis 139 varians vizsgalat
teljesitményét értékeld vizsgalatokon alapulnak. A TruSight és az MiSeqDx vizsgalatok egyenértékliségérdl lasd: A
teljesitmény egyenértékiisége az Illumina MiSeqDx cisztas fibrézis 139 varians vizsgalatéval, 57. oldal.
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Pontossag

A cisztas fibrozis 139 varians vizsgalat pontossagat négy kilénbozé forrasbdl szarmazé, a CFTR-variansok széles
skalajat képviseld 500 minta értékelésével vizsgaltak. A pontossagi adatok elsédleges forrasa egy 366 mintabdl alld
panellel végzett klinikai pontossagi vizsgalat volt. A mintak tobbsége (n= 355) emberi vérbdl izolalt, archivalt,
anonimizalt klinikai gDNS-mintakbdl allt. A fennmaradé 11 mintat a kereskedelmi forgalomban kaphaté sejtvonalakbdl
nyerték.

Az e vizsgalatbdl szarmazo adatokat kiegészitették a reprodukdélhatésagi vizsgalatban értékelt 68 sejtvonal-minta, az
extrakcios modszert értékeld analitikai vizsgalatbdl szarmazd 14 klinikai minta és 52 szintetikus plazmidminta
pontossagi adataival. A szintetikus plazmidokat ugy tervezték, hogy tartalmazzak a ritka variansok genomikus
kornyezetét, és egy dsszeallitdsban egytél kilencig terjedd szdmu varianst tartalmaztak. Ezeket lineérissa
valtoztattak, a genomialis DNS-nek megfeleld masolatszamra higitottak, és ugyanekkora masolatszamu vad tipusu
genotipust human genomialis DNS-mintakkal keverték, hogy heterozigéta mintat utanozzon.

Az SNV-ket és kis InDel-eket tartalmazoé 137 pozicid genotipizalasi eredményeit, beleértve a PolyTG/PolyT régiét is,
Osszehasonlitottak a Sanger-féle kétiranyu szekvenalas eredményével. A panelben szerepl6 két nagy delécidhoz
referencia-moédszerként két validalt PCR-alapu vizsgalatot hasznaltak. Mindegyik duplex PCR-vizsgalatban két
primerkészlet hasznalataval tortént a vad tipusu, a heterozigéta és a homozigéta genotipusok megkulonboztetése. Az
egyik primerkészlet a delécids toréspontokkal szomszédosan helyezkedett el, mig a masik tartalmazta a delécié
poziciojat. A két terméket agardzgélen, méret szerint valasztottak szét.

A PCR-vizsgalatokat egy 28 mintabdl all6 panel segitségével validaltak (22 minta minden egyes delécidhoz), amely
sejtvonalbdl és vérbdl szarmazd genomikus DNS-mintakbdl és szintetikus plazmidokbdl allt, és amely minden egyes
nagy delécié esetében magaban foglalta a WT, HET és HOM genotipusokat. A PCR-vizsgalatok 100%-0s
specificitdséat és reprodukalhatésagat minden vizsgalt minta esetében megerdsitették a PCR-termékek agarézgélen
torténd értékelésével. A PCR-vizsgalatok pontossagat Sanger-féle szekvenalassal igazoltak, és minden minta
esetében 100%-osnak talaltak.

A pontossagot minden egyes genotipus esetében harom statisztikai mérészammal fejezték ki. A pozitiv egyezés (PA)
kiszamitasa az egyes varians genotipusok esetében: a megegyez6 variansazonositasokkal rendelkezé mintak szama
osztva a referencia-modszerekkel azonositott, az adott varianssal rendelkezd mintak teljes szamaval. A negativ
egyezés (NA) kiszamitasa az 6sszes vad tipusu (WT) pozicidnal: a megegyez6 vad tipusu poziciok szama osztva a
referencia-médszerekkel azonositott vad tipusu poziciok teljes szamaval. A teljes egyezés (OA) kiszamitasa az
O0sszes mintanal: a megegyez6 vad tipusu és varians poziciok szama osztva a referencia-modszerekkel azonositott
Osszes jelentett pozicié szamaval.

A cisztés fibrézis 139 varians vizsgalat genotipusszinti teljes PA értéke 100% volt. Az 6sszes WT pozicidé NA értéke
> 99,99% volt, és az dsszes jelentett pozicido OA értéke > 99,99% volt. Minden eredmény az elsé vizsgalat
eredményein alapul.
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14.tablazat: A cisztas fibrozis 139 varians vizsgalat 6sszesitett pontossaga

Pozitiv azonositasok (variansok)

Varidns Varidns ’ Azonos’ itasok P Nega'tl’}/ Helytfellen Sikert'ellen Pozit |’}/ Negat fv Ttees’
e 59) s cDNS-név .s'zama ’ Klinikai <sérmazs Szintetikus azonos!tasok azonoslltasok azonos'|t330k egyezés  egyezés  egyezes
variansonként mintak intak mintak (vad tipus) szama szama (%) (%) (%)
CFTR DEL ¢.54-5940_ 500 4 1 0 495 0 0 100 100 100
dele2, 3 273+10250 del21kb
E60X SNV c.178G>T 500 6 1 0 493 0 0 100 100 100
P67L SNV ¢.200C>T 500 1 0 1 498 0 0 100 100 100
R75X SNV €.223C>T 500 3 1 0 496 0 0 100 100 100
G85E SNV C.254G>A 500 6 2 0 492 0 0 100 100 100
394delTT DIV €.262_263 500 3 1 0 496 0 0 100 100 100
delTT
406-1G>A SNV c.274-1G>A 500 4 0 0 496 0 0 100 100 100
E92X SNV c.274G>T 500 0 1 1 498 0 0 100 100 100
D110H SNV €.328G>C 5000 1 0 1 498 0 0 100 100 100
R117C SNV €.349C>T 500 4 0 0 496 0 0 100 100 100
R117H SNV ¢.350G>A 500 17 2 0 481 0 0 100 100 100
Y122X SNV c.366T>A 500 0 1 0 499 0 0 100 100 100
621+1G>T SNV c.489+1G>T 500 7 5 0 488 0 0 100 100 100
663delT DIV c.531delT 500 1 0 1 498 0 0 100 100 100
G178R SNV c.532G>A 500 1 1 0 498 0 0 100 100 100
711+1G>T SNV c.579+1G>T 500 3 1 0 496 0 0 100 100 100
P205S" SNV c.613C>T 500 1 0 1 498 0 0 100* 100 100
L206W SNV c.617T>G 500 8 1 0 491 0 0 100 100 100
1078delT DIV c.948delT 500 1 1 0 498 0 0 100 100 100
G330X SNV c.988G>T 500 1 1 0 498 0 0 100 100 100
R334W SNV €.1000C>T 500 6 1 0 493 0 0 100 100 100
1336K SNV c.1007T>A 500 0 1 0 499 0 0 100 100 100
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Pozitiv azonositasok (variansok)

., ., Azonositasok Negativ Helytelen Sikertelen Pozitiv Negativ Teljes
Varians Varians , . Sejtvonalbol e e o . . .
(Kbz6s név) {5 cDNS-név szama Klinikai ; : Szintetikus ~ @zonositasok  azonositasok  azonositasok  egyezés  egyezés  egyezés

varidnsonként  mintak 2o mazo0 mintak (vad tipus) széma széma (%) (%) (%)

mintak
1154insTC DIV c.1022_1023 500 0 1 0 499 0 0 100 100 100
insTC
R347H SNV c.1040G>A 500 6 1 1 492 0 0 100 100 100
R347P SNV ¢.1040G>C 500 3 2 0 495 0 0 100 100 100
R352Q SNV c.1055G>A 500 5 0 0 495 0 0 100 100 100
A455E SNV €.1364C>A 500 4 2 0 494 0 0 100 100 100
8466X (C>G) SNV c.1397C>G 500 1 0 1 498 0 0 100 100 100
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
1507del DIV c.1519_1521 500 2 0 494 0 0 100 100 100
delATC
F508del DIV c.15621_1523 500 84 29 0 387 0 0 100 100 100
delCTT
1677delTA DIV c.1545_1546 500 1 0 0 499 0 0 100 100 100
delTA

V520F SNV €.1558G>T 500 2 0 0 498 0 0 100 100 100
1717-1G>A SNV c.1585-1G>A 500 4 1 0 495 0 0 100 100 100
G542X SNV €.1624G>T 500 12 3 0 485 0 0 100 100 100
S549N SNV €.1646G>A 500 2 2 1 495 0 0 100 100 100
S549R SNV c.1647T>G 500 3 1 0 496 0 0 100 100 100
(c.1647T>G)
G551D SNV €.1652G>A 500 8 3 0 489 0 0 100 100 100
R553X SNV c.1657C>T 500 8 2 0 490 0 0 100 100 100
AS59T SNV c.1675G>A 500 4 0 1 495 0 0 100 100 100
R560T SNV ¢.1679G>C 500 6 1 0 493 0 0 100 100 100
1812-1 G>A SNV c.1680-1G>A 500 0 2 0 498 0 0 100 100 100
1898+1G>A SNV c.1766+1G>A 500 2 1 0 497 0 0 100 100 100
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Pozitiv azonositasok (variansok)

., ., Azonositasok Negativ Helytelen Sikertelen Pozitiv Negativ Teljes
Varians Varians , . Sejtvonalbol e e o . . .
(Kbz6s név) {5 cDNS-név szama Klinikai ; : Szintetikus azonositasok  azonositasok  azonositasok  egyezés egyezés egyezés

varidnsonként  mintak SEEERD mintak (vad tipus) szama szama (%) (%) (%)
mintak

2143delT DIV c.2012delT 500 2 1 0 497 0 0 100 100 100
2183AA>G DIV c.2051_ 500 & 1 0 496 0 0 100 100 100

2052del

AAinsG
2184insA DIV c.2052_2 500 3 0 1 496 0 0 100 100 100

053insA
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
K710X SNV Cc.2128A>T 500 3 0 0 497 0 0 100 100 100
2307insA DIV c.2175_21 500 3 0 2 495 0 0 100 100 100

76insA
R764X SNV €.2290C>T 500 1 0 2 497 0 0 100 100 100
W846X SNV c.2537G>A 500 0 1 0 499 0 0 100 100 100
2789+5G>A SNV €.2657+5G>A 500 9 1 0 490 0 0 100 100 100
Q890X SNV €.2668C>T 500 1 0 0 499 0 0 100 100 100
3120G>A SNV €.2988G>A 500 1 0 0 499 0 0 100 100 100
3120+1G>A SNV €.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

6A>G

R1066C SNV c.3196C>T 500 6 0 0 494 0 0 100 100 100
R1066H SNV c.3197G>A 500 1 0 1 498 0 0 100 100 100
W1089X SNV ¢.3266G>A 500 4 0 0 496 0 0 100 100 100
Y1092X (C>A) SNV c.3276C>A 500 & 1 0 496 0 0 100 100 100
M1101K SNV c.3302T>A 500 2 2 0 496 0 0 100 100 100
R1158X SNV c.3472C>T 500 7 1 0 492 0 0 100 100 100
R1162X SNV c.3484C>T 500 5 1 0 494 0 0 100 100 100
3659delC DIV c.3528delC 500 4 1 0 495 0 0 100 100 100
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Varians
(k6z06s név)

S$1196X
3791delC
3849+10kbC>T

3876delA
S1251N
3905insT

W1282X
N1303K

CFTR
dele22,238

M1V

Q39X
405+1 G>A
E92K
Q98X
457TAT>G

574delA
711+3A>G
711+5 G>A
712-1 G>T
H199Y
Q220X

Varians
tipusa

SNV
DIV
SNV

DIV
SNV
DIV

SNV
SNV
DEL

SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
DIV

DIV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV

cDNS-név

¢.3587C>G
¢.3659delC

c.3717+12
191C>T

c.3744delA
c.3752G>A

c.3773_3
774insT

c.3846G>A
€.3909C>G

.3964-78_
4242+577de

c.1A>G
c.115C>T
c.273+1G>A
Cc.274G>A
€.292C>T

c.325_327
delTATinsG

c.442delA
c.579+3A>G
c.579+5G>A
c.580-1G>T

¢.595C>T

€.658C>T
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Azonositasok
szama
variansonként

500
500
500

500
500
500

500
500
500

500
500
500
500
500
500

500
500
500
500
500
500

Pozitiv azonositasok (variansok)

Klinikai
mintak
1
2
11

O O o o o o

O O o o o o

Sejtvonalbol
szarmazd
mintak
0
0

2

o O o o o o

o O o o o o

Szintetikus
mintak
0
0
0

Negativ
azonositasok
(vad tipus)

499
498
487

493
498
496

490
490
498

499
499
499
499
498
499

498
499
499
499
499
499

Helytelen
azonositasok
szama

O O o o o o

O O O o o o

Sikertelen
azonositasok
szama

o

o

o O o o o o

o O o o o o

Pozitiv
egyezés
(%)
100
100
100

100
100
100

100
100
100

100
100
100
100
100
100

100
100
100
100
100
100

Negativ
egyezés
(%)
100
100
100

100
100
100

100
100
99,80

100
100
100
100
100
100

100
100
100
100
100
100

Teljes
egyezés
(%)
100
100
100

100
100
100

100
100
99,80

100
100
100
100
100
100

100
100
100
100
100
100
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Varians
(k6z06s név)

852del22

T338I
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
1717-8G>A

S549R
(c.1645A>C)

Q552X

Varians
tipusa

DIV

SNV
SNV
DIV
SNV
DIV

SNV

SNV

SNV
DIV

SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV

SNV

cDNS-név

c.720741
delAGGG
AGAAT
GATGAT
GAAGTAC

c.1013C>T

c.1021T>C

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

c.1127_1
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

c.1585-8G>A
c.1645A>C

c.1654C>T
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Azonositasok
szama
variansonként

500

500
500
500
500
500

500

500

500
500

500
500
500
500
500
500
500
500

500

Pozitiv azonositasok (variansok)

Klinikai
mintak

0

o o o o o

O O O O O O o o

Sejtvonalbol
szarmazd
mintak

0

o o o o o

O O O o o o o o

Szintetikus
mintak

1

Negativ
azonositasok
(vad tipus)

499

499
499
499
499
498

499

499

498
499

499
499
499
498
499
499
499
499

499

Helytelen
azonositasok
szama

o o o o o

O O O O O O o o

Sikertelen
azonositasok
szama

o ©o o o o

O O O o o o o o

Pozitiv
egyezés
(%)

100

100
100
100
100
100

100

100

100
100

100
100
100
100
100
100
100
100

100

Negativ
egyezés
(%)

100

100
100
100
100
100

100

100

100
100

100
100
100
100
100
100
100
100

100

Teljes
egyezés
(%)

100

100
100
100
100
100

100

100

100
100

100
100
100
100
100
100
100
100

100
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Pozitiv azonositasok (variansok)

Varians Varians ) Azonos’ itasok Seftvonalbdl Nega'tl')/ Helytfalf—:‘n Sikert’ellen Pozit |')/ Negat fv Teljes’
(Kbz6s név) {5 cDNS-név 's'zama ’ Klinikai <vérmazt Szintetikus azonos’ltasok azonos'|tasok azon055|tasok egyezés  egyezés  egyezés
varidnsonként  intak mintak (vad tipus) szama szama (%) (%) (%)
mintak
R560K SNV c.1679G>A 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100
1811+1.6kb 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
1898+3A>G SNV €.1766+3A>G 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100
L732X SNV c.2195T>G 500 0 0 2 498 0 0 100 100 100
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
E822X SNV C.2464G>T 500 0 0 2 498 0 0 100 100 100
2622+1G>AT SNV c.2490+1G>TT 500 0 0 2 498 0 0 100 100 100
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
2711delT DIV c.2583delT 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100
L927P SNV c.2780T>C 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100
S945L SNV C.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
G970R SNV €.2908G>C 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100
3121-1G>A SNV €.2989-1G>A 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100
L1065P SNV c.3194T>C 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100
L1077P~ SNV €.3230T>C 500 0 0 1 499 or 0 100 100 100
Y1092X (C>G) SNV ¢.3276C>G 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100
E1104X SNV c.3310G>T 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100
W1204X SNV c.3611G>A 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100
(c.3611G>A)
W1204X SNV c.3612G>A 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100
(c.3612G>A)
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Pozitiv azonositasok (variansok)

. ., Azonositasok Negativ Helytelen Sikertelen Pozitiv Negativ Teljes
Varians Varians A . Sejtvonalbol e e o . . .
(Kbz6s név) {5 cDNS-név szama Klinikai ; : Szintetikus ~ @zonositasok  azonositasok  azonositasok  egyezés  egyezés  egyezés

varidnsonként  mintak = oo mazo mintak (vad tipus) széma széma (%) (%) (%)

mintak
G1244E SNV c.3731G>A 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100
4005+1G>A SNV c.3873+1G>A 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100
4016insT DIV c.3884_3 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100
8835insT

Q1313X SNV €.3937C>T 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100
4209TG DIV c.4077_4080delT 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100
TT>AA GTTinsAA
4382delA DIV c.4251delA 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100
PolyTG/ PolyTG/PolyT ¢.1210-12T[5_9] 19 17 2 0 0 0 0 100 N.a. 100
PolyT¢€
1506V¥ SNV c.1516A>G 1 0 0 0 1 0 0 N.a. 100 100
1507V* SNV c.1519A>G 1 0 0 0 1 0 0 N.a. 100 100
F508C* SNV €.1623T>G 1 0 0 0 1 0 0 N.a. 100 100
Osszes 67522 557 66965 1 0 100 >99,99 >99,99

A DIV a deléciés/inzerciés varians roviditése.

* A Sanger-féle szekvenalasra vonatkozo jelentés szerint a P205S varians heterozigéta a klinikai mintaban. A Sanger-féle szekvenalas kdévetési adatainak fellllvizsgalata azonban azt mutatta, hogy a varians valéjaban
homozigéta volt, és tévesen jelentették. Az MiSeqDx a varianst homozigétaként jelentette.

§ A rendszer a 8. exonra heterozigéta szintetikus mintat a CFTR dele22, 23 variansra heterozigétaként jelentette. A tovabbi vizsgalatok kimutattak, hogy ez az eredmény valdszinlleg kis mennyiségli szennyez8désbél
szarmazik.

A Az eredeti szintetikus heterozigéta mintardl megallapitottak, hogy nem megfeleléen készitették el. Késébb, miutan ismét elkészitették, ugyanazon plazmid felhasznalasaval vizsgaltak, és kimutathaté volt.

€ Ha az R117H pozitiv, a rendszer jelenti a PolyTG/PolyT varianst is.

¥ Egy homozigéta F508del varians esetében harom olyan vad tipust bazist (azaz az 1506V, 1507V, F508C variansokat) is jelentettek, amelyeket a rendszer nem azonositott a mintaban.

A vizsgalat eredeti validacios vizsgalata 2 szintetikus mintat tartalmazott, amelyek a 2622+1 G>A varianshoz a c.2490+1G>T nukleotidvaltozast tartalmaztak (az adatok szerepelnek ebben a tablazatban). Kés6bb egy

masodik validalasi vizsgalatot végeztek a ¢.2490+1G>A nukleotidvaltozast tartalmazé szintetikus mintaval a varianssal jaré tényleges nukleotidvaltozas (c.2490+1G>A) alatamasztasara.
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15.tablazat: A cisztas fibrozis 139 varians vizsgalat pontossaga az 1506V, 1507V és F508C esetében.

Varians o . Pozitiv azonositasok (variansok) Negativ Helytelen Sikertelen Pozitiv Negativ Telies
. Azonositasok szama iy g iy a : :
(k6zbs variansonként Klinikai Sejtvonalbol Szintetikus azonositasok (vad azonositasok azonositasok egyezés egyezés egyezés
név) mintdk  szdrmazé mintdk  mintak tipus) szama szama (%) (%) (%)
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

16. tablazat: A cisztas fibrézis 139 varians vizsgalat 6sszesitett pontossaga a PolyTG/PolyT variansok esetében

PolyT G/PolyT Klinikai mintak Sejtvonalbdl szarmazoé mintak Szintetikus mintak Helytelen azonositasok Sikertelen azonositasok Széazalékos
genotipus szama szama szama szama szama* pontossag
(TG)AT)7/(TG)11 2 0 0 0 1 50
(my7

(TG)9(T)9/(TG)10 1 0 0 0 0 100
(M7

(TG)A(T)IINTG)11 5 1 0 0 0 100
(M7

(TG)9(T)9N(TG)11 1 0 0 (0] 0 100
(T)9

(TG)10(T)7/(TG)10 25 8 0 0 0 100
(my7

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

(TG)10(T)7(TG)11 2 0 0 0 0 100
(T)s

(TG)10(T)7/(TG)11 72 11 0 (0] 0 100
(M7

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

(TG)10(T)7/(TG)12 10 1 0 0 1 90,9
(M7

(TG)10(T)9/(TG)10 7 6 0 0 0 100
(M9
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PolyTG/PolyT
genotipus

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

(TG)10(T)9/(TG)11
(M7

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

(TG)10(T)9NTG)12
(T)s

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

(TG)11(T)5/(TG)11
(M7

(TG11(T)7/(TG)11
(M7

(TG1(T)7ATG)11
(T)on

(TGY11(T)7/TG)12
(T)s

(TG)Y11(T)7/TG)12
(M7

(TG)11(T)9/(TG)12
(M7

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

Osszes**

Klinikai mintak
szama
5

76

13

52

37

* A mintakat nem vizsgaltak ujra.
A Az egyik ellentmondasos eredmény a reprodukalhatdsagi vizsgalatbol szarmazik. A minta PolyTG/PolyT eredménye mind a 18 replikatumban egybehangzé volt, de eltért a kétiranyu Sanger-féle szekvenalas eredményétdl.

Sejtvonalbdl szarmazoé mintak

szama
0

20

448

Szintetikus mintak
szama

0

Helytelen azonositasok
szama

0

3A

Sikertelen azonositasok
szama*

0

Szazalékos
pontossag
100

100

100

100

92,3

83,3

100

100

100

100

100

98,44

** A PolyTG/PolyT varians teljes mintaszama 448, mivel az 6sszes szintetikus minta (n = 52) linearizalt plazmidok és a reprodukalhatdsagi vizsgalat részét képezé két sejtvonalminta egyikének keverésével készilt. Mivel a

PolyTG/PolyT varians jelentése e tovabbi szintetikus mintak esetében a varians tulzott mértéki jelentését eredményezné, a szintetikus mintékat kizartak ebbdl az elemzésbdl.
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Reprodukalhatosag

A cisztas fibrozis 139 varians vizsgalat reprodukalhatésagat harom vizsgalati helyszinen, két kezel6vel végzett vak vizsgalatban hataroztak meg. Mindegyik
helyszinen két jol jellemzett, egyenként 46 mintabdl allé panelt vizsgalt mindkét kezeld, ami helyszinenként 6sszesen 810 azonositast jelentett. A panelek a

CFTR gén ismert variansait hordoz6 limfoblasztoid sejtvonalakbdl szarmazé genomikus DNS-ek keverékét, valamint a CFTR gén ismert variansaival

rendelkez limfoblasztoid sejtvonalakkal kiegészitett, leukocitamentes vért tartalmaztak. Azért hasznaltak vérmintakat, hogy értékelni lehessen a vizsgalati

munkafolyamat elsédleges bemeneteként szolgalé gDNS elballitasahoz hasznalt extrakcios lépéseket.

A mintak sikerességi aranya, vagyis az elsd probalkozas alkalmaval megfelel6 minGség-ellenérzési mérészamokat adé mintak aranya 99,9% volt.

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

17.tablazat: A cisztas fibrozis 139 varians vizsgalat reprodukalhatésaga

Mintak
Panel )
szama
A 1
A 2
A 3
A 4*
A 57
A 6
A 7
A 8
A 9**
A 10**
A 11

Minta genotipusa

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

F508del/2184delA
(HET)

Y122X/R1158X (HET)

F508del/2183AA>G
(HET)

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

F508del/3272-26A>G
(HET)

F508del/3849+10kbC>T
(HET)

Varian-

sok
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Azonosi-
tasok teljes
szama
helyszinen-
ként

810
810
810
810

810
810

810
810
810
810

810

Pozitiv megegyezést tartaimazo

azonosi-

tasok (variansok)

1.
helyszin

6
6
12
12

12
12

12
12
12

12

2.
helyszin

6
6
12
12

10
12

12
11
11

12

3.
helyszin

6
6
12
12

12
12

12
12
12

12

Negativ megegyezést
tartalmazé azonosi-
tasok (vad tipus)

1.
helyszin

804
804
798
797

798
798

804
798
798
798

798

2.
helyszin

804
804
798
798

665
798

804
798
797
797

798

3.
helyszin

804
804
798
798

798
798

804
798
798
798

798

Helytelen
azonosi-

tasok
szama

o O o o

o

A
Piad

Sikertelen
azonosi-

tasok
szama

1*

135~

o o o o

Pozitiv
egyezés
(%)

100
100
100
100

94,44
100

100
100
97,22
97,22

100

Negativ
egyezés
(%)

100
100
100
100

94,44
100

100
100
99,96
99,96

100

Teljes
egyezés
(%)

100
100
100
100

94,44
100

100
100
99,92
99,92

100
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Azonosi- Pozitiv megegyezést tartalmazé Negativ megegyezést i
Ve Ve tasok teljes azonosi- tartalmazo azonosi- :elz;il:? S;ki:ifn Pozitiv Negativ Teljes
Panel I ) Minta genotipusa an- szama tasok (variansok) tasok (vad tipus) Z’ - Z, - egyezés  egyezés  egyezés
szdma sok helyszinen- tasok tasok %) (%) %)
Y ‘ 1. 2. 3. 1. 2. 3. ST Sz < ® 0
ként helyszin  helyszin  helyszin  helyszin  helyszin  helyszin
A 12 621+1G>T/3120+1G>A 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
(HET)
A 13 E60X/F508del (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
A 14 M1101K (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
A 15 M1101K (HOM) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
A 16 F508del (HOM) 1506V, 828 6 6 6 822 822 822 0 0 100 100 100
1507V,
F508C
nincs jelen
A 17 F508del/3659delC 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
(HET)
A 18 R117H/F508del (HET) (TG)10 816 18 18 18 798 798 798 0 0 100 100 100
(T)o/
(TG)12
(T)5
A 19 621+1G>T/711+1G>T 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
(HET)
A 20 G85E/621+1G>T (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
A 21 A455E/F508del (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
A 22 F508del/R560T (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
A 23 F508del/Y1092X (C>A) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
(HET)
A 24 N1303K (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
A 25 G542X (HOM) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
A 26 G542X (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
A 27 G551D/R553X (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
A 28 3849+10kbC>T (HOM) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
A 29 WT 810 0 0 0 810 810 810 0 0 N.a. 100 100
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Azonosi- Pozitiv megegyezést tartalmazé Negativ megegyezést Helvtel Sikertel
Ve Ve tasok teljes azonosi- tartalmazo azonosi- ae;lni:'n ; inise'n Pozitiv Negativ Teljes
Panel I ) Minta genotipusa an- szama tasok (variansok) tasok (vad tipus) Z’ - Z, - egyezés  egyezés  egyezés
szdma sok helyszinen- tasok tasok %) (%) %)
Y ‘ 1. 2. 3. 1. 2. 3. ST Sz < ® 0
ként helyszin  helyszin  helyszin  helyszin  helyszin  helyszin
A 30 F508del (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
A 31 1717-1G>A (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
A 32 R1162X (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
A 33 R347P/G551D (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
A 34 R334W (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
A 35 WT 810 0 0 0 810 810 810 0 0 N.a. 100 100
A 36 G85E (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
A 37 I1336K (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
A 38 WT 810 0 0 0 810 810 810 0 0 N.a. 100 100
A 39 F508del/3849+10kbC>T 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
(HET)
A 40 621+1G>T/3120+1G>A 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
(HET)
A 41 F508del/3659delC 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
(HET)
A 42 R117H/F508del (HET) (TG)10 816 18 18 18 798 798 798 0 0 100 100 100
(T)o/
(TG)12
(T)5
A 43 G85E/621+1G>T (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
A 44 A455E/F508del (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
A 45 N1303K (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
A 46 G551D/R553X (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
B 47 2789+5G>A (HOM) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
B 48 CFTR dele2, 3/F508del 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
(HET)
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Azonosi- Pozitiv megegyezést tartalmazé Negativ megegyezést i
Ve Ve tasok teljes ) aZOhO.S’I'— tar?almazé azlonosi— :izlr:il:irj S;:):i:? Pozitiv Negativ Teljes
Panel . Minta genotipusa - szén?a tasok (variansok) tasok (vad tipus) tasok tasok egyezés  egyezés  egyezés
helyszinen- 1. 2. 3. 1. 2, 3. széma széma (%) (%) (%)
ként helyszin  helyszin  helyszin  helyszin  helyszin  helyszin
B 49 F508del/1898+1G>A 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
(HET)
50 WT 810 0 0 0 810 810 810 0 0 N.a. 100 100
51 F508del/2143delT 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
(HET)
B 52 3876delA (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
B 53 3905insT (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
B 54 394delTT (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
B 55 F508del (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
B 56 WT 810 0 0 0 810 810 810 0 0 N.a. 100 100
B 57 WT 810 0 0 0 810 810 810 0 0 N.a. 100 100
B 58 F508del (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
B 59 WT 810 0 0 0 810 810 810 0 0 N.a. 100 100
B 60 L206W (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
B 61 WT 810 0 0 0 810 810 810 0 0 N.a. 100 100
B 62 G330X (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
B 63 WT 810 0 0 0 810 810 810 0 0 N.a. 100 100
B 64 R347H (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
B 65 1078delT (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
B 66 G178R/F508del (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
B 67 S549R (¢.1647T>G) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
(HET)
B 68 S549N (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
69 W846X (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
70 WT 810 0 0 0 810 810 810 0 0 N.a. 100 100
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Azonosi- Pozitiv megegyezést tartalmazé Negativ megegyezést i
Ve Ve tasok teljes azonosi- tartalmazo azonosi- :elz;il:? S;ki:ifn Pozitiv Negativ Teljes
Panel I ) Minta genotipusa an- szama tasok (variansok) tasok (vad tipus) Z’ - Z, - egyezés  egyezés  egyezés
szdma sok helyszinen- tasok tasok %) (%) %)
Y ‘ 1. 2. 3. 1. 2. 3. ST Sz < ® 0
ként helyszin  helyszin  helyszin  helyszin  helyszin  helyszin
71 E92X/F508del (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
728 621+1G>T/1154insTC 810 12 12 12 798 798 797 0 18 100 99,96 99,96
(HET)
B 73 G542X (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
B 74 F508del (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
B 757 F508del (HET) 810 6 5 6 804 670 804 0 1357 94,44 94,44 94,44
B 76 F508del (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
B 77 621+1G>T/A455E 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
(HET)
B 78 1812-1 G>A (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
B 79 WT 810 0 0 0 810 810 810 0 0 N.a. 100 100
B 80 F508del/R553X (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
B 81 F508del/G551D (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
B 82 R347P/F508del (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
B 83 R117H/F508del (HET) (TG)10 816 18 18 18 798 798 798 0 0 100 100 100
(T)o/
(TG)12
(T)5
84 1507del (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
85 2789+5G>A (HOM) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
868 CFTR dele2, 3/F508del 810 12 12 12 798 797 798 0 18 100 99,96 99,96
(HET)
B 87 F508del/1898+1G>A 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
(HET)
88 WT 810 0 0 0 810 810 810 0 0 N.a. 100 100
89 F508del/2143delT 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
(HET)
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Mintak

Panel )
szama

90
91
92

Varian-

Minta genotipusa
s 2 sok

3905insT (HET)
394delTT (HET)
F508del (HET)

Osszes

Azonosi-
tasok teljes
szama
helyszinen-
ként

810

810

810
74556

Pozitiv megegyezést tartalmazé
azonosi-
tasok (variansok)

1. 2. 3.
helyszin  helyszin  helyszin
6 6 6
6 6 6
6 6 6
2209

Negativ megegyezést
tartalmazo azonosi-
tasok (vad tipus)

1. 2. 3.
helyszin  helyszin  helyszin
804 804 804
804 804 804
804 804 804
221182

* Az N1303K variansnak megfeleld vad tipusu hely egy replikatum esetében nem megfelel6 lefedettség miatt sikertelen azonositast eredményezett.

Helytelen

azonosi-
tasok
szama

A O O O

Sikertelen
azonosi-
tasok
szama

273

Pozitiv
egyezés
(%)

100

100

100
99,77

Negativ Teljes

egyezés  egyezés
(%) (%)
100 100
100 100
100 100

99,88 99,88

A Az 5. és a 75. minta egy ismétlése alkalmaval 0% volt az azonositasi arany. Tovabbi vizsgalatok azt mutatjak, hogy a mintakat nem adtak hozza a mintalemezhez a kényvtar-elékészités elétt, ugyanis a csévekben

maradt mintamennyiségek arra utaltak, hogy nem tavolitottak el bel6lik a minta mennyiségét.

** A bizonyitékok arra utalnak, hogy a 9. és 10. mintat valészin(leg felcserélte a kezel6 a konyvtar-el6készités el6tt.

§ Az M1V variansnak megfeleld vad tipusu hely két minta egy-egy replikatuma esetében nem megfelel6 lefedettség miatt sikertelen azonositast eredményezett.
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18. tablazat: Kiegészité informaciok a reprodukalhatésagi vizsgalatban szereplé variansokrol

Varians (k6zos név) Varians tipusa ;I;;:én
PolyTG/PolyT Osszetett DIV* 9. intron
2183AA>G Osszetett DIV* 14. exon
CFTR dele2, 3 DEL Intron1-Intron3
1154insTC DIV* 8. exon
1507del DIv* 11. exon
F508del DIV* 11. exon
2143delT DIv* 14. exon
3659delC DIV* 22. exon
3876delA DIv* 23. exon
394delTT DIV homopolimer terileten* 3. exon
1078delT DIV homopolimer terileten* 8. exon
2184delA DIV homopolimer terileten* 14. exon
3905insT DIV homopolimer terileten* 23. exon
E60X SNV 3. exon
R75X SNV 3. exon
G85E SNV 3. exon
E92X SNV 4. exon
R117H SNV 4. exon
Y122X SNV 4. exon
621+1G>T SNV 4. intron
G178R SNV 5. exon
711+1G>T SNV 5. intron
L206W SNV 6. exon
G330X SNV 8. exon
R334W SNV 8. exon
1336K SNV 8. exon
R347P SNV 8. exon
R347H SNV 8. exon
A455E SNV 10. exon
Q493X SNV 11. exon
1717-1G>A SNV 11. intron
G542X SNV 12. exon
S549N SNV 12. exon
S549R (c.1647T>G) SNV 12. exon
G551D SNV 12. exon
R553X SNV 12. exon
R560T SNV 12. exon
1812-1 G>A SNV 12. intron
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Varians (kbz6s név) Varians tipusa g;;fé”
1898+1G>A SNV 13. intron
W846X SNV 15. exon
2789+5G>A SNV 16. intron
3120+1G>A SNV 18. intron
3272-26A>G SNV 19. intron
Y1092X (C>A) SNV 20. exon
M1101K SNV 20. exon
R1158X SNV 22. exon
R1162X SNV 22. exon
3849+10kbC>T SNV 22. intron
W1282X SNV 23. exon
N1303K SNV 24. exon

* A DIV a deléciés/inzerciés varians roviditése.

DNS-extrakcio

Harom gyakran alkalmazott, a kereskedelemben kaphato kivonasi modszert, vagyis a magneses gyongyodkkel, az
alkoholos kicsapassal, illetve a szilikon szlr8oszloppal végzett mddszert értékelték alvadasgatolt teljes vérrel. A
vizsgélatban 6sszesen 14 egyedi vérmintat hasznaltak fel, amelyek genotipusa vad tipusu vagy harom mutans egyike
volt (harom mintaban volt jelen F508del, egy mintdban 1506V és egy mintdban D110H). A harom DNS-extrakcios
moddszert kilén vizsgalta két kildnbozé felhasznald, akik kivonasi moédszerenként harom szekvenalasi futtatast
végeztek. Mindegyik extrakciot mindegyik felhasznald kildnbdzé napon végezte. A kivont gDNS-mintak DNS-
koncentracidjat és A260/A280 aranyat megmérték spektrofotometriaval. A vizsgalatban mindegyik extrakciés
moddszernél a mintak teljes szama 168 volt (14 minta x 2 felhasznal6/mdédszer x 3 futtatds/felhasznald x 2
ismétlés/kivont gDNS-minta).

. Minta elsé
NS Vizsgalt mintak PR . . o
Kivonasi modszer <zama Azonositasi arany Pontossag sikerességi
aranya*
Alkoholos kicsapas 168 100% 100% 100%
Szilikon szlréoszlopos elvalasztas 168 100% 100% 100%
Magneses gydngyokkel végzett kivonas 168 100% 100% 100%

* Az elsé futtatasban = 99%-os azonositasi aranyd minték szazalékos aranya.

Bemeneti DNS mennyisége

A cisztas fibrozis 139 varians vizsgalat esetében a bevitt DNS mennyiségének tartomanyat egy sorozatos higitasos
vizsgalatban értékelték, amelyben 16 egyedi CF-varianst tartalmazé 14 reprezentativ mintat értékeltek. Mindegyik
mintat a bevitt DNS kilencféle mennyiségével vizsgaltak 1250 ng és 1 ng koz6tt (1250 ng, 500 ng, 250 ng, 100 ng, 50
ng, 25 ng és 10 ng, 5 ng és 1 ng). A pontossag meghatarozasahoz a mintak genotipusait 6sszehasonlitottak a
kétiranyu Sanger-féle szekvenalassal kapott adatokkal; a deléciokat PCR-vizsgalat eredményeivel hasonlitottak
Ossze. A bevitt DNS-mennyiség felsé és also hataraként 1250 ng-ot, illetve 25 ng-ot hataroztak meg, mivel ezeknél a
mintak elsd sikerességi aranya = 95% volt, és nem tortént hibas azonositas (100%-os pontossag és azonositasi
arany).
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Az 1250 ng, 250 ng és 100 ng mennyiséget DNS-beviteli szintenként legalabb négy reprezentativ DNS-mintaval és 20
ismétléssel vizsgaltak (n = 4 x 20 = 80 minta), mig a 25 ng-os als6 hatart 14 mintaval és mintanként 20 ismétléssel (n
= 14 x 20 = 280 minta). Mindegyik DNS-mennyiség esetén a pontossag és az els6 sikerességi arany 100% volt.

Az eredmények azt mutatjak, hogy a cisztas fibrozis 139 varians vizsgalat a 1250-25 ng DNS-beviteli tartomanyban
hasznalhat6 pontos eredményekkel.

Zavaro anyagok

A cisztas fibrozis 139 varians vizsgalat miikddését zavard anyagok hatasanak vizsgalata céljabdl értékelték a
vizsgdlat potencialisan zavard anyagok jelenlétében vagy hidnyaban tapasztalt teljesitményét. A vizsgalatban nyolc
teljesvér-mintat vizsgaltak, kdztuk harom CF-pozitiv, egyedi genotipusu mintat. Négy endogén anyag (bilirubin,
koleszterin, hemoglobin és triglicerid) vizsgalatahoz azokat hozzaadtak a vérmintdkhoz a DNS kivonasa elétt. Az
egyes anyagok koncentracio-hatarértékei a kdvetkez6 tablazatban lathatdk. Tovabba a vérvételbdl eredd interferencia
(tul kevés vér levétele) értékeléséhez EDTA-t adtak a vérmintakhoz; a minta-el6készitésbél eredd zavard hatas
értékelésére a szilikon szilréoszlopos elvalasztasi modszer utolsé mosopufferét hozzdadtak a tisztitott genomikus
DNS-hez.

A cisztas fibrozis 139 varians vizsgalattal 100%-0os azonositasi aranyt értek el az 6sszes vizsgalt minta esetében,
valamint a genotipus-azonositas 100%-os reprodukalhatésagat a zavard anyagok jelenlétében és hianyaban vizsgalt
mintak kozott.

A multiplexelé indexprimerek altal okozott interferencia hatasanak vizsgalatara keresztkontaminacios vizsgalatot
végeztek két olyan mintaval, amelyek mindegyike négy kulénbdz8& genomikus pozicidban egyedi homozigota
genotipussal rendelkezett, illetve két indexprimerrel. Ha a szennyezettségi szint < 40% volt, nem véltozott a
varidnsazonositas. Ha a szennyezettségi szint = 40% volt, a minta genotipusa heterozigdta lett.

Egyik endogén vagy exogén zavaré tényez6 sem okozott interferenciat.

Vizsgalt anyag Ismétlések teljes szama Vérlfonce’nt'r é(,;ié Vérl’(onc?nt’ré?ié Azonositasi arany
(fels6 hatarérték) (als6 hatarérték)

Bilirubin 16 684 ymol/L 137 pmol/L 100%

Koleszterin 16 13 mmol/L 2,6 mmol/L 100%

Hemoglobin 16 2g/L 0,4 g/L 100%

Triglicerid 16 37 mmol/L 7,4 mmol/L 100%

EDTA 16 7,0 mg/mL 2,8 mg/mL 100%

Mintaindexelés

A vizsgalat sordn a mintaindexprimerek egy egyedi ,vonalkddot” rendelnek minden egyes minta-DNS-hez, lehetévé
téve tébb minta 6sszevonasat egyetlen szekvenalasi futtatasban. Osszesen 96 mintaindexet vizsgaltak nyolc egyedi
DNS-mintaval annak ellen6rzése érdekében, hogy a vizsgalattal lehet-e kdvetkezetesen genotipizalast végezni egy
minta esetében kilénbdz6 indexprimer-kombinacidkkal. Mindegyik egyedi mintat 12 kilénbdzé indexprimer-
kombin&cidval vizsgaltak. A mintak eredményeit 6sszehasonlitottak a kétirdnyu Sanger-féle szekvendlassal kapott
adatokkal mindegyik pozicid/varians esetében, kivéve a két nagy deléciot, amelyek eredményeit duplex PCR-
vizsgdlat eredményeivel hasonlitottak 6ssze. A reprodukalhatdsag és a pontossag 100%-os volt minden minta-
indexprimer kombinacié esetében.

A teljesitmény egyenértéklsége az lllumina MiSeqDx cisztas fibrézis 139 varians
vizsgalatéval

A TruSight cisztas fibrézis 139 varians vizsgalathoz (TruSight CF139) ugyanaz a konyvtar-el6készitési
munkafolyamat és ugyanazok a reagensek hasznalatosak, mint a Illumina MiSegDx cisztas fibrozis klinikai
szekvenalasi vizsgalathoz (MiSegDx CF139). A TruSight CF139 vizsgalathoz az MiSeqDx reagenskészlet v3, mig az
MiSegDx CF139 vizsgalathoz a hozza mellékelt reagensek hasznalatosak. A TruSight CF139 és az MiSeqDx CF139
egyenértékliségének bizonyitasahoz kilenc TruSight CF139 futtatas eredményét hasonlitottak dssze az aranymérce,
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az MiSeqDx CF139 egyetlen futtatasanak eredményével. A TruSight CF139 futtatasok 96 mintaval torténtek (ez a
TruSight CF139 maximalis mintafeldolgozasi teljesitménye), az MiSeqDx CF139 pedig 48 mintaval (ez az MiSegDx
CF139 maximalis mintafeldolgozasi teljesitménye). A TruSight CF139 futtatasoknal a variabilitas forrasai a
kovetkezOk voltak: harom kényvtar-elékészitési mivelet (kilonbozé TruSight CF tételekkel), harom kezel6, harom
MiSeqDx készullék és harom MiSeqDx reagenskészlet v3.

A TruSight CF139 futtatdsokkal kapott variansazonositasi eredményeket hasonlitottak 6ssze az MiSeqDx CF139
variansazonositasi eredményével. Mindegyik TruSight CF139 futtatasban 47 egyedi minta szerepelt, mintanként 2-3
példanyban (95 DNS-minta és 1 NTC). Az MiSeqDx CF139 futtatasban ugyanaz a 47 minta szerepelt egy-egy
példanyban (47 DNS-minta és 1 NTC). A mintapanel a Coriell altal szallitott, immortalizalt sejtvonalakbdl kivont DNS-
mintakbdl allt; ezek tartalmaztédk az ACMG altal ajanlott 23 mutacié minden alléljat: delécids-inzercids variansokat
(beleértve a homopolimer régidkban térténd inzercio-delécié kombinacidkat és az ugyanabban a régidban térténd
inzercié és delécioé kombinacidjat), homozigéta variansokat, dsszetett heterozigéta varidnsokat, a célzott nagy méreti
deléciok egyikét, egy gyakori PolyTG/PolyT varianst, szamos egynukleotid-varianst és egy olyan mintat, amelyben
nem volt kimutathaté varidns. Az 19. tablazat talalhatok az eredmények genotipusonként dsszefoglalva. A 20.
tablazat tartalmazza a vizsgalatok kdzotti egyezést varianstipusonként. A vizsgalatok kdzotti 6sszesitett egyezés
>99,99% volt.

19. tablazat: A TruSight CF 139 varians vizsgalat és az MiSeqDx CF 139 varians vizsgalat variansazonositasi
teljesitményének 0sszehasonlitasa

MiSeqDx CF 139 varians vizsgalat

HOM HET Vad tipus Nincs Osszes
varians varians azonositas
TruSight CF 139 varians vizsgalat HOM varians 87 - - - 87

HET varians - 1098 - - 1098
Vad tipus - - 113889 - 113889
Nincs - - - - -
azonositas
Osszes 87 1098 113889 - 115074

20. tablazat: ATruSight CF 139 varians vizsgalat és az MiSeqDx CF 139 varians vizsgalat teliesitményének 6sszehasonlitasa
varianstipusonként

Helyes Egyezés az MiSeqDx CF 139

Varians tipusa azonositasok Helytelen azonositasok Nincs azonositas vizsgalattal
SNV 672 0 0 100,00% (672/672)
DEL 18 0 0 100,00% (18/18)
DIV 495 0 0 100,00% (495/495)
PolyTG/PolyT 17 1 0 94,44% (17/18)
Nincs (vad tipus) 113889 0 0 100,00% (113 889/113 889)
Osszes 115091 1 0 >99,99% (115091/115092)

A TruSight CF139 és az MiSegqDx CF139 eredményei kdzott egyetlen eltér§ azonositas volt. A helytelen azonositas a
PolyTG/PolyT varians esetében kdvetkezett be. A PolyTG/PolyT varidnsok egyezésének 6sszefoglalasa a 21.
tablazat talalhatd. Mivel a PolyTG/PolyT genotipust a vizsgalat csak akkor jelenti, ha az R117H varians is jelen van,
az adatkészlet csak egyetlen DNS-forrasbdl szarmazé PolyTG/Poly T azonositédsokat tartalmaz.
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21.tablazat: ATruSight CF 139 varians vizsgalat és azMiSeqDx CF 139 varians vizsgalat PolyTG/ PolyT varidnsra vonatkozo azonositasi
teljesitményének 6sszehasonlitasa

MiSegDx CF 139 varians vizsgalat

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

A cisztas fibrozis klinikai szekvenalasi vizsgalat teljesitményjellemzéi

A cisztas fibrozis klinikai szekvenalasi vizsgalat teljesitményjellemzéi az MiSeqDx cisztas fibrézis 139 varians
vizsgalat teljesitményét értékeld vizsgalatokon alapulnak. A TruSight és az MiSeqDx vizsgalatok egyenértékliségérdl
lasd: A teljesitmény egyenértékiisége az Illumina MiSeqDx cisztas fibrozis klinikai szekvenalasi vizsgalatéval, 92.
oldal.

Pontossag

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

Az e vizsgalatbdl szarmazo adatokat kiegészitették a reprodukdélhatésagi vizsgalatban értékelt 68 sejtvonal-minta, az
extrakcios médszert értékeld analitikai vizsgalatbdl szarmazd 14 klinikai minta és 52 szintetikus plazmidminta
pontossagi adataival. A szintetikus plazmidokat ugy tervezték, hogy tartalmazzak a ritka variansok genomikus
koérnyezetét, és egy dsszeallitdsban 1-t6l 10-ig terjedd szamu varianst tartalmaztak. Ezeket linearissa valtoztattak, a
genomialis DNS-nek megfelelé masolatszamra higitottak, és ugyanekkora mésolatszamu vad tipusu genotipusu
human genomialis DNS-mintakkal keverték, hogy heterozigéta mintat utanozzon.

A cisztas fibrozis klinikai szekvenalasi vizsgalat esetében 6sszesen 5206 poziciot hasonlitottak 6ssze a referencia-
modszerekkel: a Sanger-féle kétiranyu szekvenalassal és a PCR-vizsgalattal. Az SNV-ket és kis InDel-eket
tartalmazé pozicidk genotipizalasi eredményeit, beleértve a PolyTG/PolyT régiét is, 6sszehasonlitottak a Sanger-féle
kétiranyu szekvenalas eredményével.

A panelben szerepl6 két nagy delécidhoz referencia-mddszerként két validalt PCR-alapu vizsgalatot hasznaltak.
Mindegyik duplex PCR-vizsgalatban két primerkészlet hasznalataval tértént a vad tipusu, a heterozigéta és a
homozigéta genotipusok megkulonboztetése. Az egyik primerkészlet a deléciés toréspontokkal szomszédosan
helyezkedett el, mig a masik tartalmazta a delécid pozicidjat. A két terméket agar6zgélen, méret szerint valasztottak
szét. A PCR-vizsgalatokat egy 6sszesen 28 mintabdl allé panel segitségével validaltak (22 minta minden egyes
delécidhoz), amely sejtvonalbdl és vérbdl szarmazo genomikus DNS-mintakbdl és szintetikus plazmidokbdl allt, és
amely minden egyes nagy delécié esetében magaban foglalta a WT, HET és HOM genotipusokat. A PCR-vizsgalatok
100%-os specificitasat és reprodukalhatésagat minden vizsgalt minta esetében megerésitették a PCR-termékek
agarézgélen torténd értékelésével. A PCR-vizsgalatok pontossagat Sanger-féle szekvenaldssal igazoltdk, és minden
minta esetében 100%-osnak talaltak.

A pontossagot minden egyes genotipus esetében harom statisztikai mérészammal fejezték ki. A pozitiv egyezés (PA)
kiszamitasa az egyes varians genotipusok esetében: a megegyezd variansazonositasokkal rendelkezé mintak szama
osztva a referencia-modszerekkel azonositott, az adott varianssal rendelkezd mintak teljes szamaval. A negativ
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egyezés (NA) kiszamitasa az 6sszes vad tipusu (WT) pozicidnal: a megegyez6 vad tipusu poziciok szama osztva a
referencia-médszerekkel azonositott vad tipusu pozicidk teljes szamaval. A teljes egyezés (OA) kiszamitasa az
O0sszes mintanal: a megegyez6 vad tipusu és varians poziciok szama osztva a referencia-modszerekkel azonositott
Osszes jelentett pozicié szamaval.

A cisztas fibrozis klinikai szekvenalasi vizsgalat genotipusszintli PA értéke 99,66% volt a PolyTG/PolyT variansok
beleszédmitasa esetén (a PolyTG/PolyT variansok nélkul 100%). Az dsszes WT pozicié NA értéke > 99,99% volt, és
az 6sszes jelentett pozicio OA értéke > 99,99% volt.
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61

22.tablazat: A cisztas fibrozis klinikai szekvenalasi vizsgalat 6sszesitett pontossaga

Genotipus
(k6zos
név/cDNS-
név/koordinata)

117120141
117120145
M1V

CFTR
dele2, 3

R31C
Q39X
E60X
P67L
R74W
R74Q
R75X
R75Q
G85E
394delTT

405+1G>A
406-1G>A
E92K
E92X
Q98X
444delA
457TAT>G

cDNS-név

c.-8G>CA
c.-4G>CA
c.1A>G

¢.54-5940 _
273+10250
del21kb

c.91C>T

c.115C>T
c.178G>T
€.200C>T
c.220C>T
c.221G>A
c.223C>T
C.224G>A
c.254G>A

c.262_263
delTT

c.273+1G>A
c.274-1G>A
C.274G>A
c.274G>T
€.292C>T
c.312delA

c.325 327
delTAT
insG

Varians tipusa

SNV
SNV
SNV
DEL

SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
DIV

SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
DIV
DIV
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CTFR gén
terulete (hg19)

Exon1
Exon1
Exon1

Intron1

Exon2
Exon2
Exon3
Exon3
Exon3
Exon3
Exon3
Exon3
Exon3

Exon3

Intron3
Exon4
Exon4
Exon4
Exon4
Exon4
Exon4

Pozitiv azonositasok (variansok)

Klinikai mintak

25
3

w w N O o O W

o ©o o o o & o

Sejtvonalbdl
szarmazo
mintak
3
2

0

o o o

o N O

Szintetikus
mintak
0
0
1

- OO O O O o o =~

o N

-

Sikertelen
azonositasok*

O O O o o o o o o o o O o o

o O O o o o o

Helytelen
azonositasok

OO O ©O O ©O o o o o o O O o o

O O O o o o o

Pozitiv egyezés

100
100
100
100

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

100
100
100
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100
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100
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Genotipus
(kdzos
név/cDNS-
név/koordinata)

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

71145
G>A

712-1
G>T

H199Y
P205S
L206W
A209S
Q220X
L227R
852del22

cDNS-név

c.328G>C
€.349C>T
c.350G>A
c.366T>A
c.425delT
c.442delA
c.451C>A
c.489+1G>T
c.489+3A>G
c.531delT
c.532G>A
c.579+1G>T
c.579+3A>G
c.579+5G>A

c.580-1G>T

c.595C>T
c.613C>T
c.617T>G
c.625G>T
c.658C>T
c.680T>G

c.720_741
delAGGG
AGAATG
ATGATG
AAGTAC

Varians tipusa

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

SNV

SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
DIV
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CTFR gén
terulete (hg19)

Exon4
Exon4
Exon4
Exon4
Exon4
Exon4
Exon4
Intron4
Intron4
Exon5
Exon5
Intron5
Intron5

Intron5

Exon6

Exon6
Exon6
Exon6
Exon6
Exon6
Exon6

Exon6

Pozitiv azonositasok (variansok)

Klinikai mintak

-
3 s

o o o

o O o o o

Sejtvonalbdl
szarmazo
mintak
0
0

o o o

Szintetikus
mintak

- O O O N O O O o -

o o

N

o O -

N

Sikertelen
azonositasok*

O O O O O O o o o o o o o o

o

o O o o o o o

Helytelen
azonositasok

O O O O O O O o o o o o o o

Pozitiv egyezés

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

100

100
100
100
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100
100
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Genotipus
(kdzos
név/cDNS-
név/koordinata)

E279D
R297Q
1078delT
L320V
G330X
R334W
1336K
T338I
1154insTC

S341P
R347H
R347P
R352Q

Q359K/
T360K

1213delT
1248+1G>A
1259insA

W401X
(c.1202G>A)

W401X
(c.1203G>A)

1341+1G>A
PolyT G/PolyT

cDNS-név

c.837A>T
c.890G>A
c.948delT
c.958T>G
c.988G>T
c.1000C>T
c.1007T>A
c.1013C>T

c.1022_10
23insTC

c.1021T>C
c.1040G>A
c.1040G>C
c.1055G>A

c.[1075C>A
:1079C>A]

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

c.1127_11
28insA

c.1202G>A

c.1203G>A

c.1209+1G>A
N.a.

Varians tipusa

SNV
SNV
DIV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
DIV

SNV
SNV
SNV
SNV
SNV

DIV
SNV
DIV

SNV
SNV
SNV

PolyTG/
PolyT

Dokumentumszam: 1000000097720 v03 HUN

CTFR gén
terulete (hg19)

Exon7
Exon8
Exon8
Exon8
Exon8
Exon8
Exon8
Exon8

Exon8

Exon8
Exon8
Exon8
Exon8

Exon8

Exon8
Intron8

Exon9

Exon9

Exon9

Intron9

Intron9

Pozitiv azonositasok (variansok)

Klinikai mintak

o o o o

o g w o o

o

369

Sejtvonalbdl
szarmazo
mintak
0
0

1

o o N

o

79

Szintetikus
mintak

o O o o o o o

o O -

N

52

Sikertelen
azonositasok*

o O ©O o o o o o o

o o o o o

o

Helytelen
azonositasok

o O ©O o o o o o o

o O o o o

o

Pozitiv egyezés

100
100
100
100
100
100
100
100
100

100
100
100
100
100

100
100
100

100

100

100
98.60
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Genotipus
(kdzos
név/cDNS-
név/koordinata)

1461ins4

A455E
1525-1G>A

S466X
(C>A)

S466X
(C>G)

L467P
V470M
1548delG
P477S
S485T
S$489X
S492F
Q493X
1506V
1507del

F508del

1507V
F508C
1677delTA

V520F

cDNS-név

c.1329_
1330ins
AGAT

c.1364C>A
c.1393-1G>A
c.1397C>A

c.1397C>G

c.1400T>C
c.1408G>A
c.1418delG
c.1429C>T
c.1454G>C
c.1466C>A
c.1475C>T
c.1477C>T
c.1516A>G

c.1519_1521
delATC

c.1521_1523
delCTT

c.1519A>G
c.1523T>G

c.1545_1546
delTA

c.1558G>T

Varians tipusa

DIV

SNV
SNV
SNV

SNV

SNV
SNV
DIV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
DIV

DIV

SNV
SNV
DIV

SNV
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CTFR gén
terulete (hg19)

Exon10

Exon10
Exon11
Exon11

Exon11

Exon11
Exon11
Exon11
Exon11
Exon11
Exon11
Exon11
Exon11
Exon11
Exon11

Exon11

Exon11
Exon11
Exon11

Exon11

Pozitiv azonositasok (variansok)

Klinikai mintak

Sejtvonalbdl
szarmazo
mintak
0

Szintetikus
mintak

1

= N O O =

o o o

Sikertelen
azonositasok*

O O O O o o o o o o

Helytelen
azonositasok

oO/lo0o oo olo o o oo

Pozitiv egyezés

100

100
100
100

100

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

100

100
100
100

100
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Genotipus
(kdzos
név/cDNS-
név/koordinata)

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+1.6kb
A>G

1812-1
G>A

A561T
V5621
Y569D

cDNS-név

c.1573C>T
c.1581A>G
c.1584G>A
c.1585-8G>A
c.1585-1G>A
c.1624G>T
c.1645A>C

c.1646G>A
c.1647T>G

c.1652G>A
c.1654C>T
c.1657C>T
c.1666A>G
c.1673T>C
c.1675G>A
c.1679G>A
c.1679G>C

c.1679+1.6
kbA>G

c.1680-1G>A

c.1681G>A
c.1684G>A
c.1705T>G

Varians tipusa

SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV

SNV
SNV

SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV

SNV

SNV
SNV
SNV
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CTFR gén
terulete (hg19)

Exon11
Exon11
Exon11
Intron11
Exon12
Exon12
Exon12

Exon12
Exon12

Exon12
Exon12
Exon12
Exon12
Exon12
Exon12
Exon12
Exon12

Intron12

Exon13

Exon13
Exon13
Exon13

Pozitiv azonositasok (variansok)

Klinikai mintak

NG Ol M O o w o

w

© O ©

o o o &~ o

Sejtvonalbdl
szarmazo
mintak
0

2
2
0

N

Szintetikus
mintak

1

0
0

o O -

N

o o -

N

Sikertelen
azonositasok*

o O o o o o o

o o

o O O o o o o o o

Helytelen
azonositasok

o/l o o o o o o

o o

o O ©O o o o o o o

Pozitiv egyezés

100
100
100
100
100
100
100

100
100

100
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100
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100

100

100
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Genotipus Pozitiv azonositasok (variansok)
noveons.  ONSnev Verdmstpuss Gl e et Sanes  gonostasekc  asmestasok ORI Saherss
névikoordinata) mintak LS
P574H c.1721C>A SNV Exon13 0 1 0 0 0 100
G576A c.1727G>C SNV Exon13 4 1 0 0 0 100
D579G c.1736A>G SNV Exon13 0 0 1 0 0 100
E585X c.1753G>T SNV Exon13 0 0 1 0 0 100
1898+1G>A c.1766+1G>A SNV Intron13 2 1 0 0 0 100
1898+3A>G c.1766+3A>G SNV Intron13 0 0 1 0 0 100
HB609R c.1826A>G SNV Exon14 0 1 0 0 0 100
D614G c.1841A>G SNV Exon14 0 0 2 0 0 100
R668C €.2002C>T SNV Exon14 5 2 0 0 0 100
R668H c.2003G>A SNV Exon14 1 0 0 0 0 100
2143delT c.2012delT DIV Exon14 2 1 0 0 0 100
K684 TfsX4 c.2046_2047 DIV Exon14 0 0 1 0 0 100
delAA
2183AA>G .2051_2052 DIV Exon14 3 1 0 0 0 100
delAAinsG
2184delA c.2052delA DIV Exon14 1 1 0 0 0 100
2184insA c.2052_2053 DIV Exon14 3 0 1 0 0 100
insA
S686Y c.2057C>A SNV Exon14 0 1 0 0 0 100
R709X €.2125C>T SNV Exon14 1 0 2 0 0 100
K710X c.2128A>T SNV Exon14 3 0 0 0 0 100
E725K c.2173G>A SNV Exon14 2 0 0 0 0 100
2307insA c.2175_2176 DIV Exon14 3 0 2 0 0 100
insA
L732X c.2195T>G SNV Exon14 0 0 2 0 0 100
2347delG c.2215delG DIV Exon14 0 0 2 0 0 100
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Genotipus Pozitiv azonositasok (variansok)

noveons.  ONSnev Verdmstpuss Gl e et Sanes  gonostasekc  asmestasok ORI Saherss
névikoordinata) it LA

P750L €.2249C>T SNV Exon14 1 0 0 0 0 100
V754M €.2260G>A SNV Exon14 2 1 0 0 0 100
R764X €.2290C>T SNV Exon14 1 0 2 0 0 100
2585delT c.2453delT DIV Exon14 0 0 2 0 0 100
E822X €.2464G>T SNV Exon14 0 0 2 0 0 100
2622+1G>A €.2490+1G>T SNV Intron14 0 0 2 0 0 100
E831X c.2491G>T SNV Exon15 0 0 1 0 0 100
D836Y c.2506G>T SNV Exon15 0 1 0 0 0 100
W846X c.2537G>A SNV Exon15 0 1 0 0 0 100
R851X c.2551C>T SNV Exon15 0 0 1 0 0 100
T854T €.2562T>G SNV Exon15 212 44 0 0 0 100
2711delT c.2583delT DIV Exon15 0 0 1 0 0 100
V868V €.2604A>G SNV Exon15 2 0 0 0 0 100
C.2657+2_ C.2657+2_ DIV Intron16 0 0 1 0 0 100
2657+3insA 2657+3insA

2789+5G>A c.2657+5G>A SNV Intron16 9 1 0 0 0 100
Q890X €.2668C>T SNV Exon17 1 0 0 0 0 100
A923A c.2769C>T SNV Exon17 1 0 0 0 0 100
L927P c.2780T>C SNV Exon17 0 0 1 0 0 100
S945L c.2834C>T SNV Exon17 0 0 1 0 0 100
M952T c.2855T>C SNV Exon17 1 0 0 0 0 100
3007delG c.2875delG DIV Exon17 0 0 1 0 0 100
T966T c.2898G>A SNV Exon17 5 0 0 0 0 100
G970R €.2908G>C SNV Exon17 0 0 1 0 0 100
S977F €.2930C>T SNV Exon18 0 0 1 0 0 100
3120G>A €.2988G>A SNV Exon18 1 0 0 0 0 100
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Genotipus
(kdzos
név/cDNS-
név/koordinata)

3120+1G>A
3121-1G>A
L997F
11027T
3272-26A>G
F1052v
L1065P
R1066C
R1066H
G1069R
R1070W
R1070Q
L1077P
W1089X

Y1092X
(C>A)

Y1092X
(C>G)

T1095T
M1101K
E1104X
€.3368-2A>T
D1152H
V1153E
R1158X
R1162X

Dokumentumszam: 1000000097720 v03 HUN

cDNS-név

€.2988+1G>A
€.2989-1G>A
€.2991G>C
c.3080T>C
c.3140-26A>G
c.3154T>G
€.3194T>C
c.3196C>T
c.3197G>A
c.3205G>A
€.3208C>T
c.3209G>A
€.3230T>C
c.3266G>A
c.3276C>A

€.3276C>G

C.3285A>T
c.3302T>A
c.3310G>T
¢.3368-2A>T
c.3454G>C
c.3458T>A
c.3472C>T
c.3484C>T

Varians tipusa

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

SNV

SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV

CTFR gén
terulete (hg19)

Intron18
Exon19
Exon19
Exon19
Intron19
Exon20
Exon20
Exon20
Exon20
Exon20
Exon20
Exon20
Exon20
Exon20
Exon20

Exon20

Exon20
Exon20
Exon20
Intron20
Exon21

Exon21

Exon22
Exon22

Klinikai mintak

w A O O O © o O O o N O N

o

o o NN

~

Pozitiv azonositasok (variansok)

Sejtvonalbdl
szarmazo
mintak

1
0
1

Szintetikus
mintak

o o o - - O O O o =~

N

N

o o o o o

Sikertelen
azonositasok*

o O O Olo oo oo o o o o o o

o

O O o o o o o o
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azonositasok
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Genotipus Pozitiv azonositasok (variansok)
noveons.  ONSnev Verdmstpuss Gl e et Sanes  gonostasekc  asmestasok ORI Saherss
névikoordinata) it LA
R1162L c.3485G>T SNV Exon22 0 2 0 0 0 100
3659delC c.3528delC DIV Exon22 4 1 0 0 0 100
S$1196X c.3587C>G SNV Exon22 1 0 0 0 0 100
W1204X c.3611G>A SNV Exon22 0 0 1 0 0 100
(c.3611G>A)
W1204X c.3612G>A SNV Exon22 0 0 1 0 0 100
(c.3612G>A)
3791delC c.3659delC DIV Exon22 2 0 0 0 0 100
11234V c.3700A>G SNV Exon22 1 0 1 0 0 100
S1235R c.3705T>G SNV Exon22 9 1 0 0 0 100
3849+10 c.3717+ SNV Intron22 11 2 0 0 0 100
kbC>T 12191C>T
G1244E c.3731G>A SNV Exon23 0 0 1 0 0 100
3876delA c.3744delA DIV Exon23 6 1 0 0 0 100
S1251N c.3752G>A SNV Exon23 1 0 1 0 0 100
3905insT c.3773_3774 DIV Exon23 3 1 0 0 0 100
insT
D1270N c.3808G>A SNV Exon23 0 2 0 0 0 100
W1282X c.3846G>A SNV Exon23 9 1 0 0 0 100
P1290P c.3870A>G SNV Exon23 10 3 0 0 0 100
4005+1G>A c.3873+1G>A SNV Intron23 0 0 1 0 0 100
4016insT c.3884_3885 DIV Exon24 0 0 1 0 0 100
insT
T1299T c.3897A>G SNV Exon24 3 0 0 0 0 100
N1303K €.3909C>G SNV Exon24 9 1 0 0 0 100
Q1313X c.3937C>T SNV Exon24 0 0 1 0 0 100
G1349D c.4046G>A SNV Exon25 0 1 0 0 0 100
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Pozitiv azonositasok (variansok)

Genotipus
(kozos . L CTFR gén Sejtvonalbol o Sikertelen Helytelen - -
névicDNs  OPNSNEY Varanstipusa ioriiete (hg19)  iinikai mintak  szarmazo Santetkus  gonositasok’  azonositasok o YOS
név/koordinata) mintak mintak
4209TG c.4077_4080 DIV Exon25 0 0 1 0 0 100
TT>AA delTGTT

insAA
CFTR €.3964-78_ DEL Intron24 1 0 1 0 0 100
dele22,23 4242+577del
4382delA c.4251delA DIV Exon27 0 0 1 0 0 100
Y1424Y c.4272C>T SNV Exon27 6 2 0 0 0 100
Q1463Q c.4389G>A SNV Exon27 150 32 0 0 0 100
Osszes varians szama (PA)t 2072 3 4 99,66
Osszes WT (NA) 2600928 1 28 >99,99
Osszes WT és varians szama (OA) 2603000 4 6 >99,99

A DIV a deléciés/inzerciés varians roviditése.

* A mintakat nem vizsgaltak ujra.

A A szoftver nem adja meg a cDNS-nevet ehhez a genomikus koordinatahoz.

** A Sanger-féle szekvenalasra vonatkozo jelentés a P205S varianst a klinikai mintaban heterozigétaként sorolta fel. A Sanger-féle szekvenalas kévetési adatainak fellilvizsgalata azonban azt mutatta, hogy a varians
valdjaban homozigéta volt, és tévesen jelentették. Az MiSeqDx a varianst homozigotaként jelentette.

#Az egyik ellentmondasos eredmény a reprodukalhatdsagi vizsgalatbol szarmazik. A minta Poly TG/PolyT eredménye mind a 18 replikatumban egybehangzé volt, de eltért a kétiranyu Sanger-féle szekvenalas eredményétol.
¥ Az eredeti szintetikus heterozigéta mintarél megallapitottak, hogy nem megfelelden készitették el. Késébb, miutan ismét elkészitették, ugyanazon plazmid felhasznalasaval vizsgaltak, és kimutathato volt.

1 A PA a PolyTG/PolyT azonositasok kivételével 100% volt.

§ A rendszer a 8. exonra heterozigéta szintetikus mintat a CFTR dele22, 23 variansra heterozigétaként jelentette. A tovabbi vizsgalatok kimutattak, hogy ez az eredmény valdszinlleg kis mennyiségli szennyez6désbdl

szarmazik. Ezenkivil egy masik minta esetében a Sanger-primerek nem tudtak telijes mértékben kimutatni a Q1463Q varianst a varians helye el6tti és utani indelek miatt.

23.tablazat: A PolyTG/PolyT varians azonositasanak pontossaga a cisztas fibrézis klinikai szekvenalasi vizsgalat esetén

PolyT G/PolyT Klinikai mintak Sejtvonalbdl szarmazoé mintak Szintetikus mintak Helytelen azonositasok Sikertelen azonositasok Szazalékos
genotipus szama szama szama szama szama* pontossag
(TG)AT)7/(TG)11 2 0 0 0 1 50,00
(m7

(TG)9(T)9/(TG)10 1 0 0 0 0 100
()7
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PolyTG/PolyT
genotipus
(TG)AT)ITG)11
(M7
(TG)A(T)ITG)11
(T)9
(TG)10(T)7/(TG)10
(my7
(TG)10(T)7/(TG)10
(T)9
(TG)10(T)7(TG)11
(T)s
(TG)10(T)7(TG)11
(M7
(TG)10(T)7/(TG)12
(T)5
(TG)10(T)7/(TG)12
(M7
(TG)10(T)9/(TG)10
(M9
(TG)10(T)9N(TG)11
(T)5
(TG)10(T)9N(TG)11
(my7
(TG)10(T)9NTG)11
(T)9
(TG)10(T)9/(TG)12
(T)s
(TG)10(T)9/(TG)12
(M7
(TG)11(T)5/(TG)11
(my7
(TG)11(T)7(TG)11
(M7

Klinikai mintak
szama
5

25

39

72

10

13

52

Sejtvonalbdl szarmazoé mintak Szintetikus mintak Helytelen azonositasok Sikertelen azonositasok
szama szama szama szama*
1 0 0 0
0 0 0 0
8 0 0 0
16 0 0 0
0 0 0 0
11 0 0 0
0 0 0 0
1 0 0 1
6 0 0 0
0 0 0 0
20 0 0 0
0 0 0 0
2 0 0 0
0 0 0 1
0 0 1 0
8 0 0 0
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Szazalékos
pontossag
100
100
100
100
100
100
100
90,91
100
100
100
100
100
92,31
83,33

100
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PolyTG/PolyT
genotipus

(TG)11(T)7/(TG)11
(T)or

(TG)11(T)7/(TG)12
(T)5

(TG)11(T)7/TG)12
(T)y7

(TG)11(T)9/(TG)12
(M7

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

Osszes

Klinikai mintak
szama
2

37

* A mintakat nem vizsgaltak ujra.
A Az egyik ellentmondasos eredmény a reprodukalhatdsagi vizsgalatbol szarmazik. A minta PolyTG/PolyT eredménye mind a 18 replikatumban egybehangzé volt, de eltért a kétiranyu Sanger-féle szekvenalas eredményétdl.

Sejtvonalbdl szarmazoé mintak
szama

1

448

Dokumentumszam: 1000000097720 v03 HUN

Szintetikus mintak
szama

0

Helytelen azonositasok
szama

3

Sikertelen azonositasok
szama*

0

Szazalékos
pontossag
0
100
100
100

100

98,44
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A Cisztas klinikai szekvenalasi vizsgalat reprodukalhatésagat 3 vizsgalati helyszinen, 2 kezelbvel végzett vak vizsgalatban hataroztak meg. Minden
helyszinen két jol jellemzett, egyenként 46 mintabdl allé panelt vizsgalt mindkét kezeld, ami kezel6nként 6sszesen 276 mintaeredményt jelentett. A panel a
CFTR gén ismert mutacioit hordozé limfoblasztoid sejtvonalakbdl szarmazo genomikus DNS-ek keverékét, valamint a CFTR gén ismert mutacioival
rendelkez limfoblasztoid sejtvonalakkal kiegészitett, leukocitamentes vért tartalmaztak. Azért hasznaltak vérmintakat, hogy értékelni lehessen a vizsgalati
munkafolyamat elsédleges bemeneteként szolgalé gDNS elballitasahoz hasznalt extrakcios lépéseket.

A mintak sikerességi aranya, vagyis az elsd probalkozas alkalmaval megfelel6 minéség-ellenérzési mérészamokat adé mintak aranya 99,7% volt. Minden
eredmény az elsé vizsgalat eredményein alapul.

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

24 tablazat: A cisztas fibrozis klinikai szekvenalasi vizsgalat reprodukalhatdésaga (a PolyTG/PolyT variansok nélkil)

. —— »
Osszes eredmény Megegyez6 azonositasok Osszes™ (mindegyi

Minta HGVS név (vagy pozicid, Varians neve " vizsgalohelyen) Szazalékos
ha nincs HGVS) . ) Osszes 1. 2. 3. Sikertelen Helytelen egyezes
Vizsgalohelyenkent vizsgalohelyen  helyszin helyszin helyszin  azonositasoké®  azonositasok

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 c.2562T>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 ES527E 6 18 6 6 6 0 0 100

2 c.1680-1G>A 1812-1 G>A 6 18 6 6 6 0 0 100

2 c.2562T>G T854T 6 18 6 6 6 0 0 100

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

2 c.3870A>G 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 c1477C>T Q493X 6 18 6 6 6 0 0 100

3 €.1521_1523delCTT F508del 6 18 6 6 6 0 0 100

3 €.2562T>G T854T 6 18 6 6 6 0 0 100
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Minta
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HGVS név (vagy pozicio,
ha nincs HGVS)

c.4389G>A
c.1408G>A
€.1521_1523delCTT
c.2052delA
c.1408G>A
C.224G>A
€.2562T>G
c.3472C>T
c.366T>A

€.625G>T
c.1408G>A
€.1521_1523delCTT
€.2051_2052delAAinsG
c.1408G>A
c.223C>T
€.2562T>G
c.1408G>A
c.1519_1521delATC
€.1521_1523delCTT
€.2562T>G
c.4389G>A
c.1408G>A
€.1521_1523delCTT
€.2562T>G
c.3846G>A

Varians neve

Q1463Q
V470M
F508del
2184delA
V470M
R75Q
T854T
R1158X
Y122X
A209S
V470M
F508del
2183AA>G
V470M
R75X
T854T
V470M
1507del
F508del
T854T
Q1463Q
V470M
F508del
T854T
W1282X
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Osszes eredmény

Vizsgaléhelyenként

ol oo oo oo oo o o o o oo o oo o o o o o o o

Osszes
vizsgaléhelyen

18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18

Megegyezd azonositasok

1.
helyszin

6

DO O OO O 0O O 0O OO 0O O 0O O 00 O 0O O o0 o0 o o a g O

2.
helyszin

6

g oo O O O 0O O 0O O O O o O o o o oo oo g o0 o O

3.
helyszin

6

o/l oo ol oo ol oo Ol ol ol oo oo o o

Sikertelen
azonositasok®

0
1
1
1
1A
1A
1A
1A
1A

-
>

O O O O O O o o o o o o o o o

Osszes* (mindegyik
vizsgalohelyen)
Helytelen

azonositasok

0

O O O O O O O O O O O O o o o o o o o o o o o

N
*

Szazalékos
egyezés

100
94,44
94,44
94,44
94,44
94,44
94,44
94,44
94,44
94,44
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
94,44

2022. majus



TruSight cisztas fibrozis terméktajékoztatd

Minta

10
10
10
10
10
11,39
11, 39
11,39
11, 39
11,39
11, 39
12, 40
12, 40
12, 40
12, 40
12, 40
13
13
13
13
14
14
14
14

HGVS név (vagy pozicio,
ha nincs HGVS)

c.4389G>A
c.1408G>A
c.15621_1523delCTT
€.2562T>G
¢.3140-26A>G
c.4389G>A
c.1408G>A
c.1521_1523delCTT
€.2002C>T
€.2562T>G
c.3717+12191C>T
c.4389G>A
c.1408G>A
€.2562T>G
€.2988+1G>A
c.4389G>A
c.489+1G>T
c.1408G>A
c.15621_1523delCTT
c.178G>T
c.4389G>A
c.1408G>A
c.1584G>A
€.2562T>G
c.3302T>A

Varians neve

Q1463Q
V470M
F508del
T854T
3272-26A>G
Q1463Q
V470M
F508del
R668C
T854T
3849+10kbC>T
Q1463Q
V470M
T854T
3120+1G>A
Q1463Q
621+1G>T
V470M
F508del
E60X
Q1463Q
V470M
E528E
T854T
M1101K
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Osszes eredmény

Vizsgaléhelyenként

o o o o o

12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12

o o o o o o o

Osszes
vizsgaléhelyen

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

Megegyezd azonositasok

1.
helyszin

6
6
6
6
6

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

o O O O o o o

2.
helyszin

6
6
6
6
5

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

o O o o o o o

3.
helyszin

6
6
6
6
6

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

o o o o o o o

Osszes* (mindegyik
vizsgalohelyen)

Sikertelen
azonositasok®

0 0
0
0

-
y ©

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

O O O O 0O O O 0O O o o o o o o o o o o o

Helytelen
azonositasok

Szazalékos
egyezés

100
100
100
100
94,44
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
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15
15
15
15
16
16
16
17, 41
17, 41
17, 41
18, 42
18, 42
18, 42
18, 42
19
19
19
20, 43
20, 43
20, 43
21, 44
21,44
21, 44
22
22

HGVS név (vagy pozicio,
ha nincs HGVS)

c.1408G>A
c.1584G>A
€.2562T>G
c.3302T>A
c.1408G>A
€.1521_1523delCTT
¢.3080T>C
c.1408G>A
€.15621_1523delCTT
c.3528delC

c.-4G>C

c.1408G>A
€.15621_1523delCTT
¢.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
€.15621_1523delCTT
c.1408G>A
€.15621_1523delCTT

Varians neve

V470M
E528E
T854T
M1101K
V470M
F508del
11027T
V470M
F508del
3659delC
117120145
V470M
F508del
R117H
V470M
621+1G>T
711+1G>T
V470M
G85E
621+1G>T
A455E
V470M
F508del
V470M
F508del
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Osszes eredmény

Vizsgaléhelyenként

o O O o o O

12
12
12
12
12
12
12

12
12
12
12
12
12

Osszes
vizsgaléhelyen

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

Megegyezd azonositasok

1.

helyszin

6
6
6
6
6
6

6
12
12
12
12
12
12
12

6

6
6
12
12
12
12
12
12
6
6

2.

helyszin

6
6
6
6
6
6

6
12
12
12
12
12
12
12

6

6
6
12
12
12
12
12
12
6
6

3.

helyszin

6
6
6
6
6
6

6
12
12
12
12
12
12
12

6

6
6
12
12
12
12
12
12
6
6

Sikertelen
azonositasok®

0

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

Osszes* (mindegyik
vizsgalohelyen)
Helytelen

azonositasok

0

O O O O O O O O O O O 0o o o o o o o o o o o o o

Szazalékos
egyezés

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
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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
29
29

HGVS név (vagy pozicio,

ha nincs HGVS)

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
€.2562T>G

c.3717+12191C>T

C.4389G>A
c.1408G>A
€.2562T>G

Varians neve

R560T
T854T
Q1463Q
V470M
F508del
Y1092X (C>A)
V470M
N1303K
G1349D
V470M
G542X
117120141
V470M
G542X
V470M
G551D
R553X
T854T
Q1463Q
V470M
T854T
3849+10kbC>T
Q1463Q
V470M
T854T
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Osszes eredmény

Vizsgaléhelyenként

o OO O O O O

12
12

12
12
12
12
12

o o o o o

Osszes
vizsgaléhelyen

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

Megegyezd azonositasok

1.
helyszin

6
6
6
6
6
6

12
12
12

12
12
12
12
12

o o o o o

2.
helyszin

6
6
6
6
6
6

12
12
12

12
12
12
12
12

o o o o o

3.
helyszin

6
6
6
6
6
6

12
12
12

12
12
12
12
12

o o o o o

Osszes* (mindegyik

vizsgalohelyen)
Sikertelen Helytelen
azonositasok®  azonositasok
0 0

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

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

Szazalékos
egyezés

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
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29
30
30
30
30
30
31
31
31
31
32
32
32
32
33
33
33
33
33
33
34
34
35
36
36

HGVS név (vagy pozicio,
ha nincs HGVS)

c.91C>T
c.1408G>A
€.1521_1523delCTT
€.2562T>G
c.3485G>T
C.4389G>A
c.1408G>A
c.1585-1G>A
€.2562T>G
C.4389G>A
c.1408G>A
€.2562T>G
c.3484C>T
C.4389G>A
¢.1040G>C
c.1408G>A
c.1652G>A
€.2562T>G
c.4272C>T
C.4389G>A
¢.1000C>T
c.3368-2A>T
c.1523T>G
C.254G>A
c.3454G>C

Varians neve

R31C
V470M
F508del
T854T
R1162L
Q1463Q
V470M
1717-1G>A
T854T
Q1463Q
V470M
T854T
R1162X
Q1463Q
R347P
V470M
G551D
T854T
Y1424Y
Q1463Q
R334W
c.3368-2A>T
F508C
G85E
D1152H
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Osszes eredmény

Vizsgaléhelyenként

ol oo oo oo oo o o o o oo o oo o o o o o o o

Osszes
vizsgaléhelyen

18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18

Megegyezd azonositasok

1.
helyszin

6

ol oo ol oo ol oo oo ol ol oo oo o o

2.
helyszin

6

ol ol ol oo Ol Ol Ol Ol Ol oo oo o o

3.
helyszin

6

o/l oo ol oo ol oo Ol ol ol oo oo o o

Osszes* (mindegyik

vizsgalohelyen)
Sikertelen Helytelen
azonositasok®  azonositasok
0 0

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

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

Szazalékos
egyezés

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
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37
37
37
37
38
38
38
38
38
38
47, 85
47, 85
47, 85
47, 85
48, 86

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

HGVS név (vagy pozicio,
ha nincs HGVS)

c.1007T>A
c.1408G>A
€.2562T>G
¢.3705T>G
c.1408G>A
c.1727G>C
€.2002C>T
c.2057C>A
€.2562T>G
C.4389G>A
c.1408G>A
€.2562T>G
€.2657+5G>A
C.4389G>A

¢.54-5940_
273+10250del21kb

c.1408G>A
c.1521_1523delCTT
c.1408G>A
c.1521_1523delCTT
c.1766+1G>A
c.1408G>A
c.220C>T
c.2562T>G
€.3808G>A
c.1408G>A

Varians neve

1336K
V470M
T854T
S1235R
V470M
G576A
R668C
S686Y
T854T
Q1463Q
V470M
T854T
2789+5G>A
Q1463Q
CFTRdele2,3

V470M
F508del
V470M
F508del
1898+1G>A
V470M
R74W
T854T
D1270N
V470M
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Osszes eredmény

Vizsgaléhelyenként

o o o o o o o o o

12
12
12
12
12

12
12
12
12
12
12
12
12
12
12

Osszes
vizsgaléhelyen

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

36
36
36
36
36
36
36
36
36
36

Megegyezd azonositasok

1.
helyszin

6

o O O O O o o O

12
12
12
12
12

12
12
12
12
12
12
12
12
12
12

2.
helyszin

6

o O O O o o o O

12
12
12
12
11

11
11
12
12
12
12
12
12
12
12

3.
helyszin

6

o O O O O o o O

12
12
12
12
12

12
12
12
12
12
12
12
12
12
12

Osszes* (mindegyik
vizsgalohelyen)

Sikertelen
azonositasok®

0 0

O O O O O o o o o o o o o
O O O O o O o o o o o o o o

N

(G RN

o O O o o o o o
O O O O o o o o o o

Helytelen
azonositasok

Szazalékos
egyezés

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

97,22
97,22
100
100
100
100
100
100
100
100
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51, 89
51, 89
52
53, 90
54,91
54, 91
55, 92
55, 92
55, 92
55, 92
55, 92
55, 92
56
56
56
56
57
57
57
57
58
58
58
59
59

HGVS név (vagy pozicio,
ha nincs HGVS)

€.1521_1523delCTT
c.2012delT
c.3744delA
c.3773_3774insT
c.1408G>A
€.262_263delTT
c.1408G>A
c.1519A>G
€.1521_1523delCTT
€.2562T>G
¢.3080T>C
C.4389G>A
c.1408G>A
€.2562T>G
c.3154T>G
C.4389G>A

c.-8G>C

c.1408G>A
€.2562T>G
€.3209G>A
c.1408G>A
€.1521_1523delCTT
€.2991G>C
c.1408G>A
€.2562T>G

Varians neve

F508del
2143delT
3876delA
3905insT
V470M
394delTT
V470M
1507V
F508del
T854T
11027T
Q1463Q
V470M
T854T
F1052v
Q1463Q
117120141
V470M
T854T
R1070Q
V470M
F508del
L997F
V470M
T854T
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Osszes eredmény

Vizsgaléhelyenként

12
12
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12
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12
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o
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Osszes
vizsgaléhelyen

36
36
18
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36
36
36
36
36
36
36
36
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18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
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Megegyezd azonositasok

1.

helyszin

12
12
6

12
12
12
12
12
12
12
12
12

(]

DO O OO O OO O O O o o O

2.
helyszin

12
12
6

12
12
12
12
12
12
12
12
12

o

ol ol ol oo oo o o

3.

helyszin

12
12
6

12
12
12
12
12
12
12
12
12

o

o/l oo oo oo oo o O

Sikertelen
azonositasok®

0

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

Osszes* (mindegyik
vizsgalohelyen)
Helytelen

azonositasok

0

O O O O O O O O O O O 0o o o o o o o o o o o o o

Szazalékos
egyezés

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
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Minta

59
60
60
60
60
61
61
61
62
62
62
64
64
64
64
65
66
66
66
67
67

68
68
68
68

HGVS név (vagy pozicio,
ha nincs HGVS)

¢.3205G>A
c.1408G>A
€.2562T>G
C.4389G>A
c.617T>G
c.1408G>A
€.2260G>A
C.4389G>A
c.1408G>A
€.2562T>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

c.1408G>A
c.1646G>A
€.2562T>G
C.4389G>A

Varians neve

G1069R
V470M
T854T
Q1463Q
L206W
V470M
V754M
Q1463Q
V470M
T854T
G330X
R347H
V470M
T854T
Q1463Q
1078delT
V470M
F508del
G178R
V470M

S549R
(c.1647T>G)

V470M
S549N
T854T
Q1463Q
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Osszes eredmény

Vizsgaléhelyenként

o o o o o o o o o o o o o o o oo o o o o

(o>l > NN e}

Osszes
vizsgaléhelyen

18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18

18
18
18
18

Megegyezd azonositasok

1.
helyszin

6

o o o O O O O O O o o o o o o o o o o o

D oo o O

2.
helyszin

6

o O O O O O O O O O o o o o o o o o o o

(o>l >N > I e}

3.
helyszin

6

o o o O O O O O O o o o o o o o o o o o

(o>l > NN e}

Sikertelen
azonositasok®

0

O O O O O O O O O o o o o o o o o o o o

o O o o

Osszes* (mindegyik
vizsgalohelyen)
Helytelen

azonositasok

0

O O O O 0O O O 0O O O 0o o o o o o o o o o

o O o o

Szazalékos
egyezés

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

100
100
100
100
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Minta

69
69
70
70
70
70
71
71
71
71
71
72
72
72
72
72
73
73
73
74
74
74
75
75
75

HGVS név (vagy pozicio,
ha nincs HGVS)

¢.2506G>T
c.2537G>A
c.1408G>A
€.2562T>G
c.3485G>T
C.4389G>A
c.1408G>A
€.1521_1523delCTT
€.2562T>G
c.274G>T
c.4389G>A
¢.1022_1023insTC
c.1408G>A
€.2562T>G
c.4389G>A
c.489+1G>T
c.1408G>A
€.1624G>T
c.1826A>G
c.1408G>A
c.1429C>T
€.1521_1523delCTT
c.1408G>A
€.1521_1523delCTT
c.1721C>A

Varians neve

D836Y
W846X
V470M
T854T
R1162L
Q1463Q
V470M
F508del
T854T
E92X
Q1463Q
1154insTC
V470M
T854T
Q1463Q
621+1G>T
V470M
G542X
H609R
V470M
P477S
F508del
V470M
F508del
P574H
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Osszes eredmény

Vizsgaléhelyenként

ol oo oo oo oo o o o o oo o oo o o o o o o o

Osszes
vizsgaléhelyen

18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18

Megegyezd azonositasok

1.
helyszin

6

ol oo ol oo ol oo oo ol ol oo oo o o

2.
helyszin

6

g o o 0O O 0O O 0O O 0O O 0O O 0O O 0O O 0O O 0O OO o o o

3.
helyszin

6

o/l ol ol oo ol o Ml OO Ol O o Ol o O

Sikertelen
azonositasok®

0

O O O O o o o o o o

Osszes* (mindegyik
vizsgalohelyen)
Helytelen

azonositasok

0

O O O O O O O O O o o o o o o o o o

-

o o o o o

Szazalékos
egyezés

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

94,44

94,44

94,44

94,44

94,44
100
100
100

94,44
100
100

94,44

94,44

94,44
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Minta

76
76
76
76
76
77
77
77
78
78
78
78
78
78
78
79
79
79
79
80
80
80
80
80
81

HGVS név (vagy pozicio,
ha nincs HGVS)

c.1408G>A
€.1521_1523delCTT
€.2562T>G
c.425delT
c.4389G>A
c.1364C>A
c.1408G>A
c.489+1G>T
c.1408G>A
c.1581A>G
c.1680-1G>A
¢.2562T>G
c.312delA
¢.3870A>G
c.4389G>A
c.1408G>A
c.220C>T
¢.2562T>G
c.3808G>A
c.-8G>C
c.1408G>A
€.1521_1523delCTT
c.1657C>T
¢.2562T>G
c.1408G>A

Varians neve

V470M
F508del
T854T
F143LfsX10
Q1463Q
A455E
V470M
621+1G>T
V470M
E527E
1812-1 G>A
T854T
444delA
P1290P
Q1463Q
V470M
R74W
T854T
D1270N
117120141
V470M
F508del
R553X
T854T
V470M
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Osszes eredmény

Vizsgaléhelyenként

o o o o o o o o o o o o o o o oo oo oo o o o o

Osszes
vizsgaléhelyen

18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18

Megegyezd azonositasok

1.
helyszin

6

o O O O O O O O O O O O o o o o o o o o o o o o

2.
helyszin

6

o O O O O O O O O O O O o o o o o o o o o o o o

3.
helyszin

6

o o o o O O O O O o o o o o o o o o o o o o o o

Sikertelen
azonositasok®

0

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

Osszes* (mindegyik
vizsgalohelyen)
Helytelen

azonositasok

0

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

Szazalékos
egyezés

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
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Osszes* (mindegyik

Osszes eredmény Megegyez6 azonositasok .
Minta HGYS név (vagy pozicio, Varians neve ' vizsgalohelyen) Szézaléll(os
ha nincs HGVS) L . Osszes 1. 2. 3. Sikertelen Helytelen egyezés
Vizsgalohelyenkent vizsgaléhelyen  helyszin helyszin helyszin  azonositasok®  azonositasok
81 ¢.1521_1523delCTT F508del 6 18 6 6 6 0 0 100
81 c.1652G>A G551D 6 18 6 6 6 0 0 100
81 €.2562T>G T854T 6 18 6 6 6 0 0 100
81 c.4389G>A Q1463Q 6 18 6 6 6 0 0 100
82 ¢.1040G>C R347P 6 18 6 6 6 0 0 100
82 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100
82 ¢.1521_1523delCTT F508del 6 18 6 6 6 0 0 100
82 c.4272C>T Y1424Y 6 18 6 6 6 0 0 100
83 c.-4G>C 11720145 6 18 6 6 6 0 0 100
83 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100
83 ¢.1521_1523delCTT F508del 6 18 6 6 6 0 0 100
83 ¢.350G>A R117H 6 18 6 6 6 0 0 100
84 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100
84 ¢.1519_1521delATC 1507del 6 18 6 6 6 0 0 100
84 €.2562T>G T854T 6 18 6 6 6 0 0 100
84 c.4389G>A Q1463Q 6 18 6 6 6 0 0 100
Osszes varians (PA)* (a 25. tablazat talalhaté PolyTG/PolyT 2580 7740 2562 2553 2565 37 23 99,22
adatokkal egyditt)
Osszes WT (NA) 2871132 8613396 2865930 2855526 2865932 26006 2 99,70
Osszes WT és varians szama (OA) 2873712 8621136 2868492 2858079 2868497 26043 25 99,70

€ A mintakat nem vizsgaltak ujra.

A Az 5. és a 75. minta egy ismétlése alkalmaval 0% volt az azonositasi arany. Tovabbi vizsgélatok azt mutattak, hogy a mintékat valdsziniileg nem adtak hozza a mintalemezhez a kényvtar-elékészités elétt.
* Az ellendrzés soran kideriilt, hogy a 9. és 10. mintat valészinlleg felcserélte a kezeld a konyvtar-el6készités elétt.

** A PolyTG/PolyT variansok nélkll a PA 99,60% volt.
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25.tablazat: A PolyTG/PolyT variansok azonositdsanak reprodukalhatésaga a cisztas fibrozis klinikai szekvenalasi vizsgalattal

Panel

Dokumentumszam: 1000000097720 v03 HUN

Minta

10

11,39

12,40

13

14

15

Genotipus

(TG)12(T)7/(TG)12
(T)y7
(TG)10(T)9/(TG)10
(T)7
(TG)10(T)7/(TG)10
(T)e
(TG)10(T)9/(TG)11
(T)7
(TG)10(T)7/(TG)11
(T)y7
(TG)10(T)9/(TG)10
(T)7
(TG)10(T)9/(TG)11
(my7
(TG)10(T)7/(TG)10
(T)
(TG)10(T)9/(TG)10
(T)y7
(TG)10(T)9/(TG)10
(T)7
(TG)10(T)9/(TG)10
(my7
(TG)10(T)9/(TG)11
(T)7
(TG)10(T)9/(TG)11
(T)y7
(TG)10(T)7/(TG)11
(T)7
(TG)10(T)7/(TG)11
(my7

Vizsgalohelyenkeént

6

12

12

Eredmények szama

Osszes
vizsgalohelyen

18

18

18

18

18

18

18

18

18

18

36

36

18

18

18

Megegyez6 azonositasok

1.

helyszin

6

12

12

2.
helyszin

6

12

12

3.
helyszin

6

12

12

Nincs
azonositas

0

Mindegyik vizsgaléhelyen 6sszesen

Helytelen
azonositasok

0

Szazalékos
egyezés

100%

100%

100%

94,44%

94,44%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

94,44%
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Panel Minta

A 16

A 17, 41
A 18,42
A 19

A 20, 43
A 21,44
A 22

A 23

A 24,45
A 25

A 26

A 27, 46
A 28

A 29

A 30

Genotipus

(TG)10(T)9/(TG)10
(T)
(TG)10(T)9/(TG)11
(T)y7
(TG)10(T)9/(TG)12
(T)5
(TG)10(T)9/(TG)11
(my7
(TG)10(T)9/(TG)11
(T)7
(TG)10(T)9/(TG)10
(T)9
(TG)10(T)9/(TG)10
(T)7
(TG)10(T)9/(TG)11
(my7
(TG)10(T)9/(TG)11
(T)7
(TG)10(T)9/(TG)10
(T)9
(TG)10(T)9/(TG)11
(T)7
(TG)10(T)7/(TG)11
(my7
(TG)10(T)7/(TG)10
(T)7
(TG)10(T)7/(TG)12
(T)y7
(TG)10(T)9/(TG)10
(T)7

Eredmények szama
Vizsgalohelyenként viszZISO'Z:;yen
6 18
12 36
12 £
6 18
12 E
12 36
6 18
6 18
12 E
6 18
6 18
12 36
6 18
6 18
6 18
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Megegyez6 azonositasok

1.

helyszin

6

12

12

12

12

2.
helyszin

6

12

12

12

12

3.

helyszin

6

12

12

12

12

Mindegyik vizsgalohelyen 6sszesen

Szazalékos
Nincs Helytelen egyezés
azonositas azonositasok
0 0 100%
0 0 100%
0 0 100%
0 0 100%
0 0 100%
0 0 100%
0 0 100%
0 0 100%
0 0 100%
0 0 100%
0 0 100%
0 1 97,22%
0 0 100%
4 0 77,78%
0 0 100%
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Eredmények szama Megegyez6 azonositasok Mindegyik vizsgalohelyen 6sszesen
. . = Szazalékos
Panel Minta Genotipus L ) Osszes 1. 2. 3. Nincs Helytelen :
Vizsgaléhelyenként . . . . o o EepEAE
vizsgaléhelyen helyszin  helyszin  helyszin azonositas azonositasok
A 31 (TG)10(T)7/(TG)11 6 18 6 6 6 0 0 100%
(my7
A 32 (TG)10(T)7/(TG)10 6 18 6 6 6 0 0 100%
(M7
A 33 (TG)10(T)7/(TG)11 6 18 5 6 6 1 0 94,44%
(M7
A 34 (TG)I(T)7/(TG)12 6 18 6 6 6 0 0 100%
(M7
A 35 (TG)I(T)7(TG)11 6 18 6 6 6 0 0 100%
(my7
A 36 (TG)11(T)7/(TG)11 6 18 6 6 6 0 0 100%
(M7
A 37 (TG1(T)7/(TG)12 6 18 6 6 6 0 0 100%
(M7
A 38 (TG)10(T)7/(TG)11 6 18 6 6 6 0 0 100%
(M7
B 47,85 (TG)10(T)7/(TG)10 12 36 12 12 12 0 0 100%
(my7
B 48, 86 (TG)10(T)9/(TG)11 12 36 11 11 12 2 0 94,44%
(M7
B 49, 87 (TG)10(T)9/(TG)11 12 36 12 12 12 0 0 100%
(M7
B 50, 88 (TG)10(T)9/(TG)11 12 36 12 12 12 0 0 100%
(M7
B 51, 89 (TG)10(T)9/(TG)10 12 36 12 12 12 0 0 100%
(M9
B 52 (TG)11(T)7/(TG)11 6 18 6 6 6 0 0 100%
(M7
B 53, 90 (TG)11(T)7/(TG)11 12 36 12 12 12 0 0 100%
(M7
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Panel Minta

B 54, 91
B 55, 92
B 56

B 57

B 58

B 59

B 60

B 61

B 62

B 63

B 64

B 65

B 66

B 67

B 68

Genotipus

(TG)10(T)9/(TG)11
(T)7
(TG)10(T)9/(TG)10
(T)y7
(TG)10(T)7/(TG)10
(T)e
(TG)12(T)7/(TG)12
(my7
(TG)10(T)9/(TG)10
(T)
(TG)11(T)7/(TG)12
(T)y7
(TG)9(T)9(TG)11
(T)7
(TG)10(T)9/(TG)11
(my7
(TG)10(T)7/(TG)11
(T)7
(TG)11(T)7/(TG)11
(T)y7
(TG)10(T)7/(TG)11
(T)7
(TG)11(T)7/TG)11
(my7
(TG)10(T)9/(TG)11
(T)7
(TG)11(T)7/(TG)11
(T)y7
(TG)10(T)7/(TG)11
(T)7

Eredmények szama
Vizsgalohelyenként viszZISO'Z:;yen
12 E
12 36
6 18
6 18
6 18
6 18
6 18
6 18
6 18
6 18
6 18
6 18
6 18
6 18
6 18
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Megegyez6 azonositasok

1.
helyszin

12

12

2.
helyszin

12

12

3.
helyszin

12

12

Mindegyik vizsgalohelyen 6sszesen

Nincs
azonositas

0

Helytelen
azonositasok

0

Szazalékos
egyezés

100%

100%

100%

100%

100%

94,44%

100%

100%

94,44%

100%

94,44%

100%

100%

100%

100%
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Panel Minta
B 69
B 70
B 71
B 72
B 73
B 74
B 75
B 76
B 77
B 78
B 79
B 80
B 81
B 82
B 83

Genotipus

(TG)11(T)7/TG)11
(T)y7
(TG)10(T)7/(TG)10
(T)7
(TG)10(T)9/(TG)11
(my7
(TG)10(T)7/(TG)10
(T)e
(TG)10(T)9/(TG)11
(T)y7
(TG)10(T)9/(TG)11
(T)7
(TG)10(T)7/(TG)10
(T)e
(TG)10(T)7/(TG)10
(T)e
(TG)10(T)9/(TG)10
(T)9
(TG)10(T)7/(TG)10
(T)o
(TG)10(T)7/(TG)11
(my7
(TG)11(T)7/(TG)11
(T)e
(TG)10(T)7/(TG)10
(T)9
(TG)10(T)9/(TG)11
(T)7
(TG)10(T)9/(TG)12
(T)s

Eredmények szama
Vizsgaléhelyenként vizsg;so'zl'?;yen
6 18
6 18
6 18
6 18
6 18
6 18
6 18
6 18
6 18
6 18
6 18
6 18
6 18
6 18
6 18
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Megegyez6 azonositasok

1.
helyszin

6

2.
helyszin

6

3.
helyszin

6

Mindegyik vizsgalohelyen 6sszesen

Nincs
azonositas

0

Helytelen
azonositasok

0

Szazalékos
egyezés

100%

100%

100%

88.89%

100%

100%

94,44%

100%

100%

94,44%

100%

0%

100%

100%

100%
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Vizsgaléhelyenként

Panel Minta Genotipus
B 84 (TG)10(T)7/(TG)10
(T)7

PolyTG/PolyT variansok 6sszesen (PA)

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

Dokumentumszam: 1000000097720 v03 HUN

Eredmények szama

vizsgaléhelyen

Megegyez6 azonositasok

1. 2. 3.
helyszin  helyszin  helyszin
6 6 6
537 540 543

Mindegyik vizsgalohelyen 6sszesen

Szazalékos
Nincs Helytelen egyezés
azonositas azonositasok
0 0 100%
17 19 97,83%
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DNS-extrakcio

Harom gyakran alkalmazott, a kereskedelemben kaphaté kivonasi médszert, vagyis a magneses gyéngyokkel, az
alkoholos kicsapassal, illetve a szilikon szlir6oszloppal végzett modszert értékelték KoEDTA-val alvadasgatolt teljes
vérrel. A vizsgalat soran 6sszesen 14 vérmintat hasznaltak fel; kett6é vad tipusu volt, mig a fennmaradé mintak kilenc
kulénb6z6 varianst, gyakori és ritka variansokat is, tartalmazé egyedi genotipust hordoztak. A polyTG/polyT varians
esetén (T)5-9 és (TG)10-12 genotipusu mintak szerepeltek. A harom DNS-extrakcidos médszert kiilén vizsgalta két
kilénb6z6 felhasznald, akik kivonasi modszerenként harom szekvenalasi futtatast végeztek. Mindegyik extrakciot
mindegyik felhasznalé kiilénb6zé napon végezte. A kivont gDNS-mintak DNS-koncentraciojat és A260/A280 aranyat
megmeérték spektrofotometriaval. A vizsgalatban mindegyik extrakcios médszemél a mintak teljes szama 168 volt (14
minta x 2 felhasznalé/maddszer x 3 futtatas/felhasznald x 2 ismétlés/kivont gDNS-minta).

Vizsgalt mintak Minta elsd
Kivonasi modszer gzéma Azonositasi arany Pontossag sikerességi
aranya*
Alkoholos kicsapas 168 >99,99% >99,99% 100%
Szilikon sziir6oszlopos elvalasztas 168 >99,99% >99,99% 100%
Magneses gyongyokkel végzett kivonas 168 >99,99% >99,99% 100%

* Az elsé futtatasban > 99%-os azonositasi aranyd mintak szazalékos aranya.

Bemeneti DNS mennyisége

A cisztas fibrozis klinikai szekvenalasi vizsgalat esetében a bevitt DNS mennyiségének tartomanyat egy sorozatos
higitasos vizsgalatban értékelték, amelyben 16 egyedi CF-varianst tartalmazo 14 reprezentativ mintat értékeltek.
Mindegyik mintat a bevitt DNS 9-féle mennyiségével vizsgaltak 1250 ng és 1 ng kozétt (1250 ng, 500 ng, 250 ng, 100
ng, 50 ng, 25 ng és 10 ng, 5 ng és 1 ng). A pontossag meghatarozédsahoz a mintadk genotipusait 6sszehasonlitottak a
kétiranyu Sanger-féle szekvenalassal kapott adatokkal; a delécidkat PCR-vizsgalat eredményeivel hasonlitottak
0ssze. A bevitt DNS-mennyiség fels6 és also hataraként 1250 ng-ot, illetve 25 ng-ot hataroztak meg, mivel ezeknél a
mintak elsd sikerességi aranya = 95% volt, és nem tértént hibas azonositas (100%-os pontossag és azonositasi
arany).

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

Zavaro anyagok

Az lllumina MiSegDx cisztas fibrozis rendszer milkodését zavard anyagok hatasanak vizsgalata céljabol értékelték a
vizsgalat potencidlisan zavaré anyagok jelenlétében vagy hianyaban tapasztalt teljesitményét. A vizsgalatban tizenhat
egyedi CF-genotipusu teljesvér-mintat vizsgaltak. Négy endogén anyag (bilirubin, koleszterin, hemoglobin és
trigliceridek) vizsgalatahoz azokat hozzaadtak a vérmintakhoz a DNS kivonasa el6tt. Az egyes anyagok
koncentracio-hatarértékei a kovetkezd tablazatban lathatok. Tovabba a vérvételbdl eredd interferencia (tul kevés vér
levétele) értékeléséhez EDTA-t adtak a vérmintakhoz; a minta-elékészitésbdél eredd zavard hatas értékelésére a
szilikon sziir6oszlopos elvalasztasi modszer utolsé mosoépufferét hozzaadtak a tisztitott genomikus DNS-hez.

A cisztas fibrozis klinikai szekvenalasi vizsgalattal 100%-os azonositasi aranyt értek el az 6sszes vizsgalt minta
esetében, valamint a genotipus-azonositas 100%-os reprodukalhatésagat a zavard anyagok jelenlétében és hianyaban
vizsgalt mintak kozoétt. Egyik endogén vagy exogén zavaré tényez6 sem okozott interferenciat.

A multiplexel6 indexprimerek altal okozott interferencia hatasanak vizsgalatara keresztkontaminacios vizsgalatot
végeztek két olyan mintaval, amelyek mindegyike négy kilénb6zé genomikus pozicidban egyedi homozigota
genotipussal rendelkezett, illetve két indexprimerrel. Ha a szennyezettségi szint <40% volt, nem valtozott a
variansazonositas. Ha a szennyezettségi szint = 40% volt, a minta genotipusa heterozigoéta lett.
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Vizsgalt anyag Ismétlések teljes szama Vérlfonce’nt'r é(,:ié Vérl'(once’nt’ré?i() Azonositasi arany
(fels6 hatarérték) (als6 hatarérték)

Bilirubin 16 684 pmol/L 137 pmol/L 100%

Koleszterin 16 13 mmol/L 2,6 mmol/L 100%

Hemoglobin 16 2g/L 0,4 g/L 100%

Triglicerid 16 37 mmol/L 7,4 mmol/L 100%

EDTA 16 7,0 mg/mL 2,8 mg/mL 100%

A teljesitmény egyenértékisége az lllumina MiSeqDx cisztas fibrézis klinikai szekvenalasi
vizsgalatéval
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A TruSight cisztas fibrozis klinikai szekvenalasi vizsgalathoz (TruSight CFCS) ugyanaz a konyvtar-el6készitési
munkafolyamat és ugyanazok a reagensek hasznalatosak, mint a Illumina MiSegDx cisztas fibrozis klinikai
szekvenalasi vizsgalathoz (MiSegDx CFCS). A TruSight CFCS vizsgalathoz az MiSeqDx reagenskészlet v3, mig az
MiSegDx CFCS vizsgalathoz a hozza mellékelt reagensek hasznalatosak. A TruSight CFCS és az MiSeqDx CFCS
egyenértékiségének bizonyitasahoz kilenc TruSight CFCS futtatas eredményét hasonlitottak 6ssze az aranymérce,
az MiSegDx CFCS egyetlen futtatasanak eredményével. A TruSight CFCS futtatasok 96 mintaval térténtek (ez a
TruSight CFCS maximalis mintafeldolgozasi teljesitménye), az MiSeqDx CFCS pedig 48 mintaval (ez az MiSegDx
CFCS maximalis mintafeldolgozasi teljesitménye). A TruSight CFCS futtatasoknal a variabilitas forrasai a kdvetkez6k
voltak: harom konyvtar-el6készitési mivelet (kllonb6zé TruSight CF tételekkel), harom kezeld, harom MiSegDx
készilék és harom MiSegDx reagenskészlet v3.

A TruSight CFCS futtatasokkal kapott variansazonositasi eredményeket hasonlitottak 6ssze az MiSeqgDx CFCS
variansazonositasi eredményével. Mindegyik TruSight CFCS futtatasban 47 egyedi minta szerepelt, mintanként 2—3
példanyban (95 DNS-minta és 1 NTC). Az MiSeqDx CFCS futtatasban ugyanaz a 47 minta szerepelt egy-egy
példanyban (47 DNS-minta és 1 NTC). A mintapanel a Coriell altal széllitott, immortalizalt sejtvonalakbdl kivont DNS-
mintakbdl allt; ezek tartalmaztak az ACMG altal ajanlott 23 mutacié minden alléljat: delécids-inzercios variansokat
(beleértve a homopolimer régidkban torténd inzercio-deléciéo kombinaciokat és az ugyanabban a régiéban térténd
inzercio és delécié kombinacidjat), homozigéta variansokat, 0sszetett heterozigéta variansokat, a célzott nagy méreti
deléciok egyikét, PolyTG/PolyT variansokat, egynukleotid-variansokat és egy olyan mintat, amelyben nem volt
kimutathaté varians. A 26. tablazat talalhatdék az eredmények genotipusonként dsszefoglalva. A 27. tablazat
tartalmazza a vizsgalatok kozotti egyezést varianstipusonként. A vizsgalatok kozotti 6sszesitett egyezés >99,99%
volt.

26.tablazat: A TruSight CFCS varians vizsgalat és az MiSeqDx CFCS varians vizsgalat variansazonositasi
teljesitményének 6sszehasonlitasa

MiSegDx CF klinikai vizsgalat

HOM HET Vad tipus Nincs Osszes
varians varians azonositas

TruSight CF klinikai vizsgalat HOM varians 551 - - - 551
HET varians - 2664 - - 2664
Vad tipus - - 4426182 - 4426182
Nincs - - 58 - 58
azonositas
Osszes 551 2664 4426420 - 4429455
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27.tablazat: A TruSight CF klinikai szekvenalasi vizsgalat és az MiSeqDx CF klinikai szekvenalasi vizsgalat
teljesitményének 6sszehasonlitdsa varianstipus szerint

R Helyes Helytelen . s Egyezés az MiSeqDx CF Klinikai szekvenalasi
Varians tipusa o Py Nincs azonositas .
azonositasok azonositasok vizsgalattal
SNV 2684 0 0 100,00% (2 684/2 684)
DEL 18 0 0 100,00% (18/18)
DIV 513 0 0 100,00% (513/513)
PolyTG/PolyT 847 1 3 99,88% (847/851)
Nincs (vad 4426182 0 58 100,00% (4 426 182/4 426 240)
tipus)
Osszes 4430244 1 61 >99,99% (4 430 244/4 430 306)
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A TruSight CFCS és az MiSeqDx CFCS eredményei kdzott egyetlen eltéré azonositas volt. A helytelen azonositas a PolyTG/PolyT varians esetében
kovetkezett be. A PolyTG/PolyT variansok egyezésének 6sszefoglalasa a 28. tablazat, 94. oldal talalhato.

28.tablazat: A TruSight CF klinikai szekvenalasi vizsgalat és az MiSeqDx CF klinikai szekvenalasi vizsgalat PolyTG / PolyT varidnsra vonatkoz6 azonositasi
teljesitményének 6sszehasonlitasa

TruSight
CF Klinikai
vizsgélat
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