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KODY PRODUKTU
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B2.0001.C-48

SADA PRO PRIPRAVU KNIHOVNY
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700234
700234
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PROHLASENI O VYLOUCENI ODPOVEDNOSTI

Tento dokument a jeho obsah jsou majetkem spolecnosti SOPHIA GENETICS SA a jejich pridruZenych spolecnosti (dale jen
,SOPHIA GENETICS®) a jsou urceny vyhradné pro smluvni pouziti zdkaznikem v souvislosti s pouZivanim vyrobku (vyrobkd),
ktery(é) je (jsou) zde popsan(y), a pro zadny jiny Ucel. Tento dokument a jeho obsah nesmi byt pouzivan ani Siten

k zddnému jinému Gcelu a/nebojinak sdélovan, zvefejiiovan nebo reprodukovan, ani na néj nesmi byt jakymkoli zplsobem
odkazovéno bez predchoziho pisemného souhlasu spolecnosti SOPHIA GENETICS.

Spole¢nost SOPHIA GENETICS timto dokumentem nepredava Zadnou licenci na zékladé svych patentovych prav, prav
k ochrannym zndmkam, autorskych prav nebo obecnych prav ani podobnych prév tfetich stran. Pokyny uvedené v tomto
dokumentu musi byt striktné a vyslovné dodrzovany kvalifikovanym a naleZité vySkolenym personélem, aby bylo zajisténo
spravné a bezpecné pouzivani zde popsaného vyrobku (vyrobkl). Pfed pouZitim takového vyrobku (vyrobkd) je nutné si
plné precist cely obsah tohoto dokumentu a porozumét mu.

POKUD SI NEPRECTETE VSECHNY POKYNY UVEDENE V TOMTO DOKUMENTU A NEBUDETE JE VYSLOVNE DODRZOVAT,
MUZE TO MIT ZA NASLEDEK POSKOZEN[ VYROBKU (VYROBKU), ZRANENI OSOB, VCETNE UZIVATELU NEBO JINYCH OSOB,
A POSKOZENI JINEHO MAJETKU.

SPOLECNOST SOPHIA GENETICS NEPREJIMA ZADNOU ODPOVEDNOST ZA NEPRIPUSTNE POUZITI VYROBKU (VYROBKU)
POPSANEHO (POPSANYCH) V TETO PRILOZE (VCETNE JEJICH CASTI NEBO SOFTWARU).

OCHRANNE ZNAMKY

Illumina® a MiSeq® jsou registrované ochranné znamky spolec¢nosti Illumina, Inc.

AMPure® a Agencourt® jsou registrované ochranné znamky spolecnosti Beckman Coulter, Inc.
Qubit® a Dynabeads® jsou registrované ochranné znamky spolecnosti Thermo Fisher Scientific Inc.
KAPA™ je ochranna zndmka spolecnosti Roche.

QlAseq® je registrovana ochranna zndmka spolecnosti Qiagen.

SOPHIA GENETICS™ a SOPHIA DDM™ Dx jsou ochranné znamky spolec¢nosti SOPHIA GENETICS SA a/nebo jejich
pridruzenych spolecnosti v USA a/nebo jinych zemich. VSechny ostatni nazvy, loga a jiné ochranné znamky jsou majetkem
piislugnych vlastnik(. POUZITI ZNACEK TRETICH STRAN SPOLECNOSTI SOPHIA GENETICS NEZNAMENA ZADNY VZTAH,
SPONZORSTVI ANI PODPORU MEZI SPOLECNOSTI SOPHIA GENETICS A VLASTNIKY TECHTO ZNACEK. Vedkeré odkazy
spole¢nosti SOPHIA GENETICS na ochranné znamky tretich stran slouzi k identifikaci odpovidajiciho zboZi a/nebo sluzeb

tfetich stran a jsou povazovany za nominativni spravedlivé pouziti podle zékona o ochrannych znamkach.
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HISTORIE REVIZI

ID / VERZE
DOKUMENTU

Anglicka verze

odpovidajicf

POPIS ZMENY

navodu k pouZiti

SG-00671-9.0 Leden 2026 SG-00658 - 11.0
SG-00671-8.4 24. zari
2025
SG-00671-8.3 23. kvétna
2025
SG-00671- 8.2 19. brezna
2025
SG-00671 - 8.1 9. ledna 2023
SG-00671 - 8.0 5. prosince
2022

Zména systému Cislovani verzi, mezi verzi 8.4 a verzi 9.0
nebyly vydéany zadné dalsi verze.

Do tabulky revizn historie byl pfidan novy sloupec pro
sledovéni odpovidajici anglické verze; sloupec je prazdny
pro vsechny predchozi revise

Aktualizace ndzvu komponenty pro pfipravu knihovny na
SOPHiIA GENETICS Library Prep Kit I.

Cést 2: Obecné prohlaseni o principech a postupu
testovani zahrnuje shrnuti a vysvétleni testu.

Cést 4: Odstranéni popisu sloZek, které nejsou IVD, z
rozsahu zafizeni.

Vystrahy a Bezpecnostni Opatreni: Doplnéni identifikace
CAS a koncentrace pro kazdou uvedenou nebezpecnou
slozku.

Cést 6: Odstranénf pokyn( pro analyzu desktopové
aplikace SOPHiA DDM.

Cast 7: Odstranéni omezeni mimo rozsah.

Cést 7: Doplnéni omezeni tykajiciho se nespravného
prirazeni indexd.

,Webova aplikace SOPHIA DDM™“ zménéna na ,Rezim
SOPHIA DDM™ Dx“

SniZeny objem obsahu hybridizacnich sond SOPHiA
GENETICS z 20 pl na 18 pl (viz ¢ast 5.1.1 Obsah sady - BOX
1)

Odstranéno dusevni vlastnictvi tretich stran z ¢asti 5.1.1
Obsah sady, 5.3.1 Slucovani knihoven a 5.3.2 Hybridizace

Aktualizace adresy EC REP

Dodatek 1: Tabulka ,16 adaptérl s dualnim indexem
kompatibilnich s Illumina® v desce formatu 96 jamek
(kazda z nich 7 ul)“ byla odstranéna z Dodatku 1 kvali
ukonceni tohoto formatu desticky.

0ddil 5.1.1 Obsah sady - BOX 1: Aktualizovano tak, aby
odrézelo vyse uvedenou zménu.

0ddil 5.1.1 Obsah sady - BOX 1: 2x hybridizacni
pufrzvétseny objem z 50 pl na 75 pl; Hybridizacni
pufrzesilovace - zvétseny objem z 20 ul na 30 pl.

Oprava chyb ve formatovani

Oprava réiznych administrativnich chyb
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Anglicka verze

ID / VERZE o, .
DOKUMENTU ,Odp0VIdaJICl. ’ POPIS ZMENY
navodu k pouziti
SG-00671- 7.0 2. prosince e (0ddil5.1.2 a5.3.6 - Oprava doplnénim vlastniho
2022 materialu
e Oprava rlznych administrativnich chyb
SG-00671 - 6.0 14. 7411 2022 e Pridan symbol ochranné znamky u SOPHIiA DDM a
SOPHIA GENETICS
e Nézev Library Prep Kit byl zménén na SOPHIA GENETICS.
e Verze dokumentu aktualizovana na dalsi celé Cislo bez
desetinnych mist
19. dubna e Pridany pokyny k webové aplikaci SOPHiA DDM™
SG-00671-5.5
2022
e Omezenia vystrahy: Upraveno
e Oprava verzi produktu
14. dubna e Aktualizovéna adresa kancelare SOPHIA GENETICS
SG-00671-5.4 . ., - el
2022 e Zmény ve ,skutecné laboratori“ podle celosveétoveho
doporuceni
e Zmény ID dokumentu
. e Strana 2,30 - Drobné zmény.
21. Cervence . N o
ID-60101-15-5.3 — e Strana 18 - Zména poradi krokd.
Strana 27 - Oprava objemu predsmési PCR ,48 vzork(“.
. e Strana 3 - Upravena ochranna znamka.
16. Cervna } ., . ,
ID-60101-15-5.2 - e Strana 45 - Drobné doplnéni ve specifikacich souboru.
e Strana 55, 56 - Odstranén preklep v nadpisu ,Unikatni“.
e Strana 2 - Upravena souhrnna informacni tabulka.
e Strana 3 - Upraveno prohlaseni o vyloucenf
odpovédnosti.
e Strana 12, 14, 16, 30 - Upraveno zahlavi tabulky.
e Strana 17 - Prehozeno poradi krok( 1 a 2.
28. kvétna e Strana 18 - Priprava ethanolu presunuta do ¢asti
ID-60101-15-5.1 -
2021 ,Priprava“.
e Strany 13,19, 20, 22, 23, 24, 28, 36, 37, 38, 39, 44 — Drobné
zmény a preklepy.
e Strana 21 - bod 1, odrazka 2 - ,zesilovac¢ FX Enhancer
Zménéno na ,reakéni predsmeés FX*.
e Strana 47 - doplnéna odrazka 2.
e Titulnistrana, logo spolec¢nosti, zahlavi, zapati, posledni
strana.
e Reorganizace témat.
30, biezna e Zahrnuty pokyny k instalaci, nahravani a ke konvencim
ID-60101-15 - 5.0 -~ pojmenovavani webové aplikace SOPHIA DDM™
e Sloucen ,Navod k pouZiti“ pro Ctyri velikosti sady, aby
zahrnoval rlizné
e poctyvzorkl. Zahrnuty tabulky a provedeny prislusné
zmény, bylo-li to pro tento Gcel nutné.
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ID / VERZE Anglicka verze

DOKUMENTU

odpovidajicf POPIS ZMENY
navodu k pouZiti

e Byly slouceny dokumenty ,Navodu k pouziti“ pro
nasledujici sady:

e PM_CEIVD_B.1.1.19_r3en

e PM_CEIVD_B.2.1.1.17_r3en

e PM_CEIVD_B.2.1.1.15_r3en

e PM_CEIVD_B.2.1.1.26_r2en

e Drobné zmény pro prehlednost v nasledujicich oddilech:

e 0ddil 5.3.1 Slucovani knihoven

e 0ddil 5.3.5 Promyvani streptavidinovych kulicek
kodstranéni nenavézané DNA

SOPHiIA DDM™ Dx HEREDITARY CANCER SOLUTION (SOPHIiA GENETICS™ DNA LIBRARY PREP KIT I)
© SOPHIA GENETICS 2026. VSechna prava vyhrazena. 7



* .

L] ..
1. ZAMYSIENE POUZILT / UCEL vttt ettt bbb s s sttt et et et et et st et n s s s bbbt s s sssnassssssssesesetesanans 10
2. Obecné informace 0 zasadé (zasadach) / POSTUPU ZKOUSKY .......cecieviviveviviriiiieeret ettt vesessss bbbt esesesens 11
KT (o700 oYY T=T Y AV o7 e Yo LU G OSSR 12
4. Materialy a metody sady.... .13

4,1 POCAteCni UVahy ..o .13

4.1.1 Obsah sady (16, 32, 48 nebo 96 vzorkd)...... .13
4.1.2 Potrebny materidl (neni SOUCASH AOTAGVKY).........o.ovooiiieieoeoeeeeeeeeeee e 17
4,2 PTIPIAVA KNTNOVNY <ottt 18
4.2.1. GENOMICKG PIIDIAVA DINA ... 18
4.2.2 PAIDrava predSmesi G FEAGEONCIT ........o.cviioveioeeieee e 20
4.2.3 Enzymatickd fragmentace, koncova oprava End Repair @ A-tGiliNG ..........cococo.ovovoveieioioioieeioeeeeeeeee 22
2.4 LIGUCE .o 23
4.2.5 CISIBNT PO TIGAC ..o 24
4.2 6 VYDBE AVOJT VEITKOSET ... 25
4.2.7 AMPLFIKACE KNTAOVNY ... 26
4.2.8 CISBNT PO GIMPITIKGACH ... oottt 28
4.2.9 Kvantifikace a kontrola kvality jednotlivych KNIROVEN ...........cocooovooeeeoeeeeeeeeeeeeeeeeee 29
A3 ZACKYE oo 30
4.3.1 SIUCOVANT KNTROVEN ...ttt 30
A 3.2 HYDITAIZACE ..ot 31
4.3.3 Priprava streptavidinoVyCh KULICEK ..............c.ooooeoeoeoeeeeee e 33
4.3.4 Navazani hybridizovanych ¢l NG KULICKY ..........cco.cooviooeioieioeeeoeeeeeee e 34
4.3.5 Promyvani streptavidinovych kulicek pro odstranéni nenavazane DNA ............cccccocoovooeeeioeeeeeeeeeeeeee 34
4.3.6 AMPUTIKACE PO ZACHYTU ... 36
4.3.7 CIStENT AMPLIFIKACE PO ZACAYEU ..o oo 37

4.3.8 Konecnd kvantifikace a kontrola kvality knihovny ... .. 38
4.4, SEKVENOVANT ..o .39
4.4.1 PFiprava KniNOVNY Dro SEKVENMOVANI...........cco.coiiivsioieioeeeee e 39
5. POSTUD @NALYZY cviviuiiiieieieieieirt sttt ittt et e b e b e b e b e se e s s et et et et e s e s b4 ebeses e e es e s e s et et et esea e s s s e R e Re s e s es e s et n A et ean s et beRene s et s nansans 40
5.1 SOPHIA DDM™ DX Mode POKYNY K TNSTAIACT. ..ottt
5.2 Popis pracovniho postupu analyzy pro generovani vysledkl IVD
6. Omezenf, vystrahy a bezpeCnoStNT OPAtFENT......ccciiiieeee ettt b bbb ss s s ssssesesesesnen 41
7. Neklinické hodnoceni fUunKENT ZPUSODIIOSEE ......v.iviviveviriiiieieccce ettt sttt s s sssssnsnns 44
7.1 VLASTNOSTI ANALYTICKE FUNKCNT ZPUSOBILOSTI oo 44
T2 METODY oottt et h e ettt o2ttt a et et n et h oAt s e st b h e st beehe ettt et eea e re et ene e 44
7.3 DATA (SOPHIA DDM™ DX HCS VIL0) oo ettt 46
7.4 OBECNE ZAVERY (SOPHIA DDM™ DX HCS VI.0) oo 46
7.5 VYSLEDKY (SOPHIA DDM™ DX HCS VI.0) oottt e et 47
7.6 DOPLNOVACT STUDIE (SOPHIA DDM™ DX HCS VI.L) ivoeeeeeeeeeeeeeeeeeee oot 48
T ZAVER oo s 49

SOPHiIA DDM™ Dx HEREDITARY CANCER SOLUTION (SOPHIiA GENETICS™ DNA LIBRARY PREP KIT I)
© SOPHIA GENETICS 2026. VSechna prava vyhrazena. 8



°* .

* @°
ST 1] 0 YOS 50
LS TR o T [0 Yo - O STR 51
Dodatek 1. Desky adaptérd s dUdINim INAEXEM c...ccuiviieeieieiiiieee ettt st b seseseten s s 52
Dodatek 2. Laboratorni vybavenf pouZivané v laboratofi SOPHIA GENETICS ........cciviviviiieieerieeserircrereees st eresessssse e asanas 55
Dodatek 3. Obecny pracovni postup — Re$eni zAchytu SOPHIA DDM™ ..ot sesenas 58
Dodatek 4. Seznam cilovych oblasti, pouZitelnych problematickych a oznacenych oblast...........ccccvviviiieeeiiceeieeeeene 60

SOPHiIA DDM™ Dx HEREDITARY CANCER SOLUTION (SOPHIiA GENETICS™ DNA LIBRARY PREP KIT I)
© SOPHIA GENETICS 2026. VSechna prava vyhrazena. 9



1. ZAMYSLENE POUZITI / UCEL

SOPHiA DDM™ Dx Hereditary Cancer Solution (HCS) je diagnosticky test in vitro uréeny k identifikaci zérodecnych variaci
vyskytujicich se ve 27 nejcastéjsich genech, které se podileji na predispozici k rakoviné prsu a vajecnikd a také k rakoviné
stfev, ve vzorcich zarodecné DNA izolovanych z periferni krve (tabulka 1). SOPHIA DDM™ Dx HCS je analyza vyuZivajici
sekvenovaninové generace (NGS) na pfistroji lllumina MiSeq®, kterd mé slouZit jako pomUcka pro zdravotnické pracovniky
a poskytnout molekularni zdGvodnéni pro klinické rozhodnuti tykajici se zarodecnych mutaci spojenych s onemocnénimi

uvedenymiv tabulce

SOPHiA DDM™ Dx HEREDITARY CANCER SOLUTION (SOPHiIA GENETICS™ DNA LIBRARY PREP KIT 1)
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2. OBECNE INFORMACE O ZASADE (ZASADACH) /
POSTUPU ZKOUSKY

Ovérenou funkci analytiky SOPHIA DDM™ Dx Hereditary Cancer Solution (HCS) je analyzovat nezpracovana data NGS
generovana pfistrojem Illumina MiSeq® se sadou reagencii MiSeq® Reagent Kit v3 na zarodecnych vzorcich se sadou pro
pfipravu knihovny SOPHIA GENETICS™ DNA Library Prep Kit | (sada QIAseq® FX DNA Library Kit je drZitelem OEM licence od
spole¢nosti QIAGEN).

SOPHiIA DDM™ Dx HCS zahrnuje tfi hlavni kroky. Prvnim krokem je kvalifikace vzorku DNA, ktery lze pro test pouZit. Druhym
krokem je rucni priprava vzorkl pro sekvenovani, kteréd se nazyva priprava knihovny. Pfiprava knihovny se sklada ze sedmi
klicovych krokl: Fragmentace DNA, ligace adaptérd, amplifikace PCR jednotlivych knihoven, slucovani knihoven,
hybridizace sond, zachyceni a amplifikace PCR po zachyceni. Tretim postupem je sekvenovani pfipraveného vzorku
pomoci chemického postupu SBS (sekvenovani syntézou) na sekvenatoru Illumina® MiSeq®.

Pro analyzu je tfeba vysledky nahrat do reZimu SOPHIA DDM™ Dx a analyzovat pomoci aplikace SOPHIA DDM™ Dx HCS.

Upozoriujeme, Ze vysledky genetické analyzy musi interpretovat pouze kvalifikovany odbornik v oblasti molekularni
genetiky: (napfiklad evropsky registrovany klinicky laboratorni genetik (ErCLG) certifikovany Evropskou radou pro
lékarskou genetiku (EBMG)).

Nasledujici tabulka uvadi geny, na které cili feSeni SOPHIA DDM™ Dx Hereditary Cancer Solution (HCS) a které se casto
vyskytuji u rznych syndrom@ dédi¢ného nddorového onemocnéni.

Tabulka 1: Geny, na které cili SOPHIiA DDM™ Dx Hereditary Cancer Solution (HCS)

ABRAXAS1 EPCAM PMS2
APC MLH1 PMS2CL
ATM MRE11A PTEN

BARD1 MSH2 RAD50
BRCA1 MSH6 RAD51C
BRCA2 MUTYH RAD51D
BRIP1 NBN STK11
CDH1 PALB2 TP53

CHEK2 PIK3CA XRCC2

SOPHiIA DDM™ Dx HEREDITARY CANCER SOLUTION (SOPHIiA GENETICS™ DNA LIBRARY PREP KIT I)
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3. KOMPONENTY PRODUKTU

SOPHIA DDM™ Dx HCS se sklada ze dvou sloZek: sady NGS a bioinformatického pipeline pouZivaného v kombinaci s
prislusenstvim IVD, cloudovym reZimem SOPHIA DDM™ Dx.

e Ucelem sady NGS je pFipravit a obohatit knihovny DNA z krevnich vzork(l vhodnych pro sekvenovéni na
sekvenatoru lllumina® MiSeq®. Sada NGS umoZnuje uZivateldm generovat cilena sekvenacni data. Prvky jsou
popsény v nasledujicim oddilu 5. Materialy sady a metody - 5.1. Pocatecni Gvahy - 5.1.1 Obsah sady.

e Bioinformatické pipeline (,HCS pipeline®) zpracovéava nezpracovana data NGS pomoci algoritm{ schopnych
posoudit genomickou integritu.

e Rezim SOPHIA DDM™ Dx je frontendové webova aplikace dostupnéa ve formé ,software jako sluzba“ (SaaS), ktera
slouzi ke generovéni zprévy ke staZeni pro geny uvedené v tabulce 1 pro zarode¢né SNV a INDEL. Plati omezeni -
viz oddil 7 - Omezenli, vystrahy a bezpecnostni opatfeni.

SOPHiIA DDM™ Dx HEREDITARY CANCER SOLUTION (SOPHIiA GENETICS™ DNA LIBRARY PREP KIT I)
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4, MATERIALY A METODY SADY

4,1 Pocatecni Gvahy

Pro zjisténi optiméalni GCinnosti sady je tfeba se po jejim obdrZeni ubezpedit, ze vSechny zkumavky jsou fyzicky neporusené

a skladované pfi doporucenych teplotach. Nevhodnad manipulace s komponentami sady a jejich skladovéni za jinych
podminek méze mit nepfiznivy vliv na funkéni zpUsobilost sady.

4.1.1 Obsah sady (16, 32, 48 nebo 96 vzork()

Pred pouZitim vzdy kratkym odstfedénim zkumavek zachytte veskerou tekutinu.

V zévislosti na formatu sady jsou k dispozici nasledujici komponenty:

POCET POLOZEK V ZAVISLOSTI NA FORMATU SADY

16 vzork{ 32 vzorkd 48 vzorkad 96 vzorku
KOMPONENTA sada sada sada sada

BOX 1 1 1 1 2

(kazdy 48 vzork()
Adaptéry s dualnim indexem 32 32 48 96
kompatibilni's Illumina® (v (Deska v jednom ze
desce formatu 96 jamek, ktera dvou baleni Box 1)

je soucasti baleni Box 1)

BOX 2 1 1 1 2

(kazdy 48 vzork{)
SOPHIA GENETICS™ DNA 1 2 1 2
Library Prep Kit | (kazdy 16 vzorkd) (kazdy 48 vzork()

BOX 1 (UCHOVAVEJTE PRI TEPLOTE -25 °C AZ -15 °C)

e Univerzélni blokétory Universal Blockers - TS Mix (12 l)

e Human Cot DNA (25 ul)

e Hereditary Cancer Solution probes by SOPHIA GENETICS (18 ul)
e 2x Hybridization Buffer (75 pl)

e Hybridization Buffer Enhancer (30 pl)

e 2x Bead Wash Buffer (1250 ul)

e 10x Stringent Wash Buffer (200 pl)

e 10x Wash Buffer | (160 pul)

e 10x Wash Buffer Il (110 pl)

e 10x Wash Buffer Il (110 ul)
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eV zévislosti na formatu sady: 32, 48 nebo 96 adaptérd kompatibilnich s [llumina® s dualnim indexem v desce
formatu 96 jamek (kazda z nich 7 pl): viz Dodatek 1 pro zobrazeni adaptérd a sekvence.

BOX 2 (UCHOVAVEJTE PRI +2 °C AZ +8 °C)

e Kulicky Dynabeads® M-270 Streptavidin (440 pl)

e Agencourt® AMPure® XP (3 x 1,5 ml pro 16 vzorkd, 8,7 ml pro 32 vzork( a 11,6 ml pro 48 vzorkd, pro 96 vzork{ viz
Poznamku)

e [DTE Low TE Buffer (10 ml)

e Nuclease-free water (20 ml)

Poznamka: Pro 96 vzorkd jsou k dispozici dva boxy 2 po 48 vzorcich (viz tabulka na predchozi strance).

ff DUlezité: Dalsi podrobnosti naleznete v ¢asti Vystrahy a Bezpecnostni opatfeni nize.

SOPHiA GENETICS™ DNA LIBRARY PREP KIT I*(UCHOVAVEJTE PRI
TEPLOTE -25°C AZ -15°C)

e Pro32vzorkd jsou k dispozici dvé sady po 16 vzorcich.

e Pro 96 vzorkl jsou k dispozici dvé sady po 48 vzorcich.

FORMAT SADY
KOMPONENTY Sada 48 vzorkul

Smeés HiFi PCR Master Mix 2x (v ul) 500 1560
Amplifikace knihovny Primer Mix Illumina® Library Amp (v ul) 30 95

Smés enzymU FX Enzyme Mix (v ul) 200 625
Pufr FX Buffer 10x (v ul) 100 315
Zesilovac FX Enhancer (v ul) 100 315
DNA ligdza (v pl) 200 625
Pufr DNA ligazy 5x (v ul) 400 1250

“ Spolecnost SOPHIA GENETICS je vyhradnim distributorem této sady pro pripravu knihovny.

DUleZité: Dalsi podrobnosti naleznete v ¢asti Vystrahy a Bezpecnostni opatfeni nize.

SOPHiIA DDM™ Dx HEREDITARY CANCER SOLUTION (SOPHIiA GENETICS™ DNA LIBRARY PREP KIT I)
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VYSTRAHY A BEZPECNOSTNI OPATREN

GHS Signalnf

Nézev produktu  Piktogram Prohlaseni H&P slovo Nebezpeéna slozka

2X e H300 Pri poziti mizZe zplsobit smrt. Nebezpeci | Tetrametylchlorid
Hybridizacni % e H311 Toxicky pfi styku s kiz. amonny
pufr e H315 Drazdi kizi.
e H370 Zplsobuje poskozeni organd. Koncentrace: 49%
e H370 Zpusobuje poskozeni organd CAS: 75-57-0
(centralni nervovy systém).
@ e H411 Toxicky pro vodni organismy,
s dlouhodobymi Gcinky.
e P260 Nevdechujte vypary/aerosoly.
e P264 Po manipulaci dikladné omyijte
kontaminovanou pokozku.
e P270 Pfi pouzivani tohoto produktu
nejezte, nepijte a nekurte.
e P273 Zabrante uvolnéni do Zivotniho
prostredi.
e P280 Pouzivejte ochranné rukavice /
ochranny odév / ochranu oci / ochranu
obliceje.
e P301+P310 Pfi poziti: OkamZzité volejte
toxikologické centrum/lékare.
e P302+P352 Pfistyku s kiZi: Oplachnéte
velkym mnoZstvim vody.
e P308+P311V pfipadé expozice nebo
obav: Zavolejte toxikologické centrum
nebo [ékare.
e P321 Specifické osetreni (viz [ékarské
doporuceni na tomto Stitku).
e P330 Vyplachnéte Usta.
e P332+P313 Pfi podrazdéni kdze:
Vyhledejte [ékafskou pomoc/péci.
e P362+P364 Kontaminovany odév
svléknéte a pred dalSim pouzitim
vyperte.
e P391 Zachycujte rozlité latky.
e P405 Skladujte uzamcené.
e P501 Zlikvidujte obsah/obal v souladu
s vnitrostatnimi predpisy.
Zesilova¢ * H351 Podezfeni na zplsobovani Nebezpeci | Formamid
hybridiza¢niho rakoviny.
pufru e H360 MUZe poskodit reprodukéni Koncentrace: 100%
schopnost nebo plod v téle matky. CAS: 75-12-7
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GHS Signalnf

Nazev produktu  Piktogram Prohlasenf H&P slovo Nebezpecna slozka

e H373 MlzZe zplsobit poSkozeni organd
pfi dlouhodobé nebo opakované
expozici.

e P201 Pfed pouZitim si obstarejte
specialniinstrukce.

e P202 Nepouzivejte, dokud jste si
neprecetli vSechny pokyny pro
bezpecné zachézeni a neporozuméli
jim.

e P260 Nevdechujte vypary/aerosoly.

e P280 Pouzivejte ochranné rukavice /
ochranny odév / ochranu oci / ochranu
obliceje.

e P308+P313V pfipadé expozice nebo
obav: Vyhledejte lékarskou pomoc/péci.

e P314 Pokud se necitite dobre,
vyhledejte |ékafskou pomoc/oSetrent.

e P405 Skladujte uzamcené.

e P501 Zlikvidujte obsah/obal v souladu
s vnitrostatnimi predpisy.

10x predehfaty o H302 Zdravi Skodlivy pfi poZiti. Nebezpeci | Disodné stil kyseliny
promyvaci pufr e H315 Drazdi kizi. ethylendiamintetraocto
e H319 Zplsobuje vézné podrazdéni oci vé

Koncentrace: 2.5%
CAS: 6381-92-6

10x promyvac/ e H228 Hoflava pevna latka. Nebezpe¢i | Dodecylsulfat sodny
pufrl e H302 Zdravi skodlivy pfi poziti.

e H315Drézdi kazi.

e H318 Zplsobuje vazné poskozeni odi.
e H332 Zdravi Skodlivy pfi vdechovani.

Koncentrace: 4.9%
CAS: 151-21-3

e H401 Toxicky pro vodni organismy.

e H402 Skodlivy pro vodni organismy.

e H412 Skodlivy pro vodnf organismy,

s dlouhodobymi Gcinky.

e P273 Zabrarite uvolnéni do Zivotniho
prostredi.

e P280 Pouzivejte ochranné rukavice /
ochranny odév / ochranu oci / ochranu
obliceje.

e P305+P351+P338 Pfi zasazeni odi:
Nékolik minut opatrné oplachujte
vodou. Vyjméte kontaktni ¢ocky, jsou-li
nasazeny, a pokud je lze vyjmout

snadno. Pokracujte ve vyplachovani.
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© SOPHIA GENETICS 2026. VSechna prava vyhrazena. 16



GHS Signalnf

Nazev produktu  Piktogram Prohlasenf H&P slovo Nebezpecna slozka

e P310 Okamzité volejte toxikologické
stfedisko/lékare.

e P501 Zlikvidujte obsah/obal v souladu
s vnitrostatnimi predpisy.

Pufr DNA ligézy e H335MuZe zplsobit podrazdéni Vystraha poly(ethylenglykol)ne

5x dychacich cest.

e P280 Pouzivejte ochranné rukavice /
ochranny odév / ochranu oci / ochranu
obliceje / ochranu sluchu.

&1 @
Jako osobni ochranné prostfedky pouzivejte . a .

4.1.2 Potfebny material (neni soucasti dodavky)

Koncentrace: 1-5%
CAS: 9002-93-1

MATERIALY ZAJISTENE UZIVATELEM (NUTNO ZAKOUPIT ZVLAST).

e Sada pro amplifikaci knihovny KAPA™ Library Amplification kit KK2620 (Roche Cat. C 07958978001)
e Prouzky bez RNazy/DNézy 0,2 ml's 8 zkumavkami

e Zkumavky 1,5 ml's nizkou vazbou DNA

e Zkumavky 1,5 ml

e Konické zkumavky 50 ml

e Filtracni hroty

e Ethanol (Uroven jakosti pro molekuléarni biologii)

e Sekvenacnireagencie Illumina®

VYBAVEN[ LABORATORE

ZpUsob predchazeni kontaminaci vzorku:

e Zbnapred PCR
e Fluorometrické kvantifikacni vybaveni a reagencie
e Magneticky separacni stojan (typ 96 jamek)
e Vicekanéalové pipety (P10 nebo P20; P100; P200)

e Stolni mikro odstfedivka (kompatibilni's prouzky s 8 zkumavkami)

SOPHiIA DDM™ Dx HEREDITARY CANCER SOLUTION (SOPHIiA GENETICS™ DNA LIBRARY PREP KIT I)
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e Termocykler (programovatelné vyhtivané viko)
e Vortexovy mixér
e 7Zbnapo PCR
e Systém kapilarni elektroforézy
e Vakuovy koncentrator DNA
e Termoblok nebo vodnilazen (kompatibilni se zkumavkou 1,5 ml)
e Fluorometrické kvantifika¢ni vybaveni a reagencie
e Magneticky separacni stojan (kompatibilni se zkumavkami 1,5 ml)
e Magneticky separacnistojan (typ 96 jamek)
e Vicekanalové pipety (P10 nebo P20; P100; P200)
e Stolni mikro odstredivka (kompatibilni s prouzky s 8 zkumavkami)
e Termocykler (programovatelné vyhtivané viko)

e Vortexovy mixér
4,2 Pfiprava knihovny

4,2.1. Genomicka Priprava DNA

MATERIALY

e Dvouvlaknova vysoce kvalitni genomova DNA (gDNA)
e Zesilovac FX Enhancer
e [DTE

e Prouzky bez RNazy/DNézy 0,2 ml's 8 zkumavkami
DULEZITE

V tomto kroku je rozhodujici integrita, koncentrace a Cistota DNA. Cistotu DNA Ize posoudit pomoci UV spektrofotometru.
Doporucené poméry absorbance jsou v rozmezi 1,8-2,0 pro pomér 260/280 a v rozmezi 1,6 - 2,4 pro pomér 260/230.
Doporucujeme potvrdit integritu vzorku kapilarni elektroforézou nebo jinou rovnocennou technikou. Aby se predeslo
chybédm pfi zaddvani DNA, pro ziskani koncentrace v rozmezi 50 az 100 ng/pl se doporucuje pouzit vychozi fedéni.
Koncentraci DNA je tfeba potvrdit fluorometrickou kvantifikaci (napf. Qubit®, Thermo Fisher) a ziskanou hodnotu pouZit
k vypoctu konecného redéni.

PRIPRAVA

Vyjméte zesilova¢ FX Enhancer ze skladovaciho prostoru o teploté -20°C arozmrazte ho pfi pokojové teploté. Po
rozmrazeni promichejte reagens tak, Ze zkumavku 5krat jemné prevratite a kratce odstfedite v mikro odstredivce.

SOPHiIA DDM™ Dx HEREDITARY CANCER SOLUTION (SOPHIiA GENETICS™ DNA LIBRARY PREP KIT I)
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V zavislosti na formatu sady se pocet vzorkd DNA, které se maji sloucit do jedné zachytné reakce, lisi podle néasledujici
tabulky. To je tfeba pred zahdjenim vzit v Gvahu.

FORMAT SADY Sada 16 vzorkd | Sada 32 vzorkd | Sada 48 vzorkd | Sada 96 vzork(*

Pocet jednotlivych knihoven na jeden zachyt 4 8 12 12

* Pro 96 vzorkd jsou k dispozici dvé sady po 48 vzorcich, které obsahuji 8 zéchytnych reakci.
POSTUP

1. Pripravte si nasledujici prouzky PCR podle poctu reakct:

POCET REAKCI

Prouzek PCR 4 zkumav 4 zkumav 4 zkumav 8 zkumav 8 zkumav 8 zkumav 8 zkumav
ky ky ky ek ek ek ek
Pocet prouzk 1 2 3 2 3 4 6

2. Plipravte fedéni pro kazdy vzorek vysoce kvalitni genomové DNA (gDNA) do prislusného poctu prouzk PCR
nasledujicim zplsobem:

REDENI gDNA
gDNA 200 ng
IDTE Doplrite do 30 pl

e Kratce promichejte jemnym pipetovanim 5krat nahoru a doll a nasledné kratkym odstrfedénim v mikro
odstredivce zachytte veskerou tekutinu.

Tip: Bezpecny bod zastaveni pfes noc pfi teploté 4 °C.
eV zdvislosti na poCtu vzorkd postupujte takto:

e Pokud zpracovévate 4 vzorky, pfidejte 5 ul zesilovace FX do kazdé zkumavky prouzku se
4 zkumavkami obsahujiciho 30 pl vzorkd gDNA (celkem 35 pl v kazdé zkumavce prouzku se
4 zkumavkami).

e Pokud zpracovévate 8 nebo vice vzorkUl, postupujte takto:

a. Prousnadnéni pipetovani vytvorte zasobnik zesilovace FX Enhancer pfidanim
nasledujicich objema do nové sady prouzkl se 4 nebo 8 zkumavkami podle nésledujictho
schématu:

SOPHiIA DDM™ Dx HEREDITARY CANCER SOLUTION (SOPHIiA GENETICS™ DNA LIBRARY PREP KIT I)
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POCET REAKCI

Prouzek PCR (1 prouzek) 4 zkumavky 4 zkumavky 8 zkumavek 8 zkumavek 8 zkumavek 8 zkumave
k
Zesilova¢ FX Enhancer (v ul) 11,5 17,5 11,5 17,5 24 36

b. Pomocivicekanélové pipety pfidejte 5 ul zesilovace FX Enhancer z vyse uvedenych
zkumavek k 30 ul vzorkl gDNA (celkem 35 pl v kazdé zkumavce prouzki se 4 nebo
8 zkumavkami).

e Pomocivicekanalové pipety nastavené na 20 ul jemné promichejte 5krat pipetovanim nahoru a doll
a kratce odstredte v mikro odstredivce.

3. Uchovavejte na ledu az do nastaveni reakce enzymatické fragmentace.
4.2.2 Priprava pfedsmeési a reagencif

KOMPONENTY A REAGENCIE

e Smésenzymd FX e  Startovaci smés pro amplifikaci knihovny
e  PufrFX10x llumina®
e  Pufr DNA ligazy 5x e Voda bez nukledzy
e DNAligéza e Kulicky AMPure® XP
e  Smés HiFi PCR Master Mix 2x e Ethanol
PRIPRAVA

e Vyjméte slozky SOPHIA GENETICS™ DNA Library Prep Kit | ze skladovaciho prostoru o teploté -20 °C a rozmrazte je
na ledu.

e Vyjméte desku s adaptéry s dualnim indexem ze skladovaciho prostoru o teploté -20 °C a uloZte ji do chladnicky
o teploté 4 °C pro pozdéjsi pouZiti.

e Vyjméte kulicky AMPure® XP ze skladovaciho prostoru o teploté 2-8 °C a nechte jejich teplotu nejméné 30 minut
vyrovnavat pfi pokojové teploté.

e Pripravte si Cerstvy 80% ethanol (objem podle nésledujiciho schématu v zavislosti na poctu reakci):

80% ETHANOL

Pocet reakci 4 8 12 16 24 32 48

80% ethanol (v ml) 10 20 30 30 40 50 70

e Jakmile jsou slozky SOPHIA GENETICS™ DNA Library Prep Kit | rozmraZeny, promichejte reagencie pfevracenim
zkumavky 5-10krat a kratce odstredte v mikroodstredivce.
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..
PREDSMESI
1. Pripravte si reakéni predsmés FX takto:

REAKCNI PREDSMES FX

Pocet reakci 4 8 12 16 24 32 48
Pufr FX Buffer 10x (v ul) 23,6 47,1 75 95 150 190 300
Smés enzymi FX Enzyme Mix 47,1 94,2 150 190 300 380 600

(v ul)

e DUkladné promichejte 10krat pipetovanim nahoru a dolll a krétce odstredte.
e Uchovavejte na ledu.

2. Pfipravte si ligani pfedsmés takto:

LIGACNI PREDSMES

Pocet reakci 4 8 12 16 24 32 48

DNA Ligation Buffer 5x (v pl) 95 190 300 380 600 760 1200
DNA ligaza (v pl) 47,5 95 150 190 300 380 600
Voda bez nukleazy (v ul) 71,3 1425 225 285 450 570 900

e Dutkladné promichejte 10krat pipetovanim nahoru a dold a kratce odstredte.
e Uchovavejte na ledu.

DUlezité: Pufr pro ligaci DNA je vysoce viskdzni, pipetujte opatrné a dbejte na to, abyste ziskali homogennf ligacni
predsmés.

3. Pfipravte si pfedsmés PCR takto:

PREDSMES PCR

Pocet reakcf 4 8 12 16 24 32 48
Smés HiFi PCR Master Mix 2x (v ul) 115 230 345 460 690 920 1380
Amplifikace knihovny Primer Mix 6,9 13,8 20,7 27,6 41,4 55,2 82,8

[llumina® Library Amp (v ul)

Voda bez nukleazy (v ul) 16,1 32,2 48,3 64,4 96,6 128,2 193,2

SOPHiIA DDM™ Dx HEREDITARY CANCER SOLUTION (SOPHIiA GENETICS™ DNA LIBRARY PREP KIT I)
© SOPHIA GENETICS 2026. VSechna prava vyhrazena. 21



e DUkladné promichejte 10krat pipetovanim nahoru a dolll a kratce odstredte.

e Uchovavejte na ledu.

4.2.3 Enzymaticka fragmentace, koncova oprava End Repair
a A-tailing

MATERIALY

e Zfedéné a kondicionovana dvouvldknovéa gDNA v 35 ul
e Reakéni predsmés FX

e Prouzky bez RNazy/DNazy 0,2 ml's 8 zkumavkami
PRIPRAVA

e Naprogramujte termocykler na FX Fragmentation (fragmentaci FX) s nasledujicimi nastavenimi:

TEPLOTA (°C) CAS (MINUTY)
Viko 70 -
Krok 1 4 1
Krok 2 32 5
Krok 3 65 30
Podrzte 4 0o

e Spustte program FX Fragmentation (fragmentace FX). Jakmile blok dosahne kroku 1 (4 °C), pozastavte program.

POSTUP

iji DUleZité: Pred inkubaci a po nf vZdy uchovavejte vzorky a pfedsmés na ledu, aby se zablokovala enzymaticka
reakce.

1.V zavislosti na poctu vzork( postupujte takto:
e Pokud zpracovévéte 4 vzorky, prejdéte ke kroku 2.

e Pokud zpracovévate 8 nebo vice vzork(, vytvorte pro usnadnénf pipetovani zasobnik predsmési FX
Reaction pfidanim ndsledujicich objem( do nové sady prouzkd se 4 nebo 8 zkumavkami podle

nasledujiciho schématu:
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POCET REAKCI

Prouzek PCR (1 prouzek) 4 zkumavky 4 zkumavky 8 zkumavek 8 zkumavek 8 zkumavek 8 zkumavek

Predsmés FX Reaction (v 33 52,5 33 52,5 66 105
pl)

2. Reakci sestavte takto:

e Pokud zpracovévate 8 nebo vice vzorkd, pfidejte pomoci vicekanélové pipety 15 ul pfedsmési FX Reaction
ke kazdému z 35 pl vzorkl gDNA (celkem 50 pl v prouZcich se 4 nebo 8 zkumavkami).

e Pomoci pipety nastavené na 40 ul (vicekanalové, pokud zpracovavate 8 nebo vice vzorkl) ddkladné
promichejte 5krat pipetovanim nahoru a doll a kratce odstredte v mikro odstredivce.

3. Vlozte do termocykleru a pokracujte v programu FX Fragmentation (fragmentace FX).

Prejdéte pfimo na oddil Ligace.

4.2.4 Ligace

MATERIALY

e Reakéni produkty fragmentace FX po 50 pl
e Ligacni pfedsmés
e Adaptéry s dualnim indexem

e Prouzky bez RNazy/DNézy 0,2 ml's 8 zkumavkami

PRIPRAVA

e Vyjméte desku s adaptéry s dualnim indexem z teploty 4 °C (predtim byla prenesena z -20 °C do 4 °C) a kratkym
odstredénim desky zachytte veskerou tekutinu. Format prislusné desky je uveden v Dodatku 1.

e Béhem fragmentace FX pfipravte nové prouzky PCR s 5 ul riznych adaptérl s duélnim indexem na kazdou
jednotlivou zkumavku podle vasi indexacni strategie podle nasledujiciho schématu:

POCET REAKCI

Prouzek PCR 4 zkumav 4 zkumav 4 zkumav 8 zkumav 8 zkumav 8 zkumav 8 zkumav
ky ky ky ek ek ek ek
Pocet prouzk 1 2 3 2 3 4 6

e Nastavte termocykler na 20 °C (oteviené viko).
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POSTUP

1.V zavislosti na poctu vzorkl postupujte takto:
e Pokud zpracovévéte 4 vzorky, prejdéte ke kroku 2.

e Pokud zpracovévate 8 nebo vice vzorkU, vytvorte pro usnadnéni pipetovani zasobnik s ligacni predsmési
v nové sadé prouzkl PCR podle nasledujiciho schématu:

POCET REAKCI

Prouzek PCR (1 prouzek) 4 zkumavk 4 zkumavk 8 zkumave 8zkumave 8zkumave 8 zkumave
y y k k k k
Ligacni pfedsmés (v ul) 100 160 100 160 200 320

2. Pomocivicekanalové pipety preneste 50 pl kazdého reakéniho produktu fragmentace FX do prouzkl se 4 nebo
8 zkumavkami obsahujicich 5 pl adaptérl s dudlnim indexem.

3. Dukladné promichejte 10krat pipetovanim nahoru a doll a kratce odstfedte.

4. Pokud zpracovéavate 8 nebo vice vzork(, pfidejte pomoci vicekanélové pipety 45 ul ligacni pfedsmési ke kazdému
reakénimu produktu fragmentace FX (55 pl v kazdé zkumavce prouzku se 4 nebo 8 zkumavkami).

5. Dukladné promichejte 10krat pipetovanim nahoru a doll a kratce odstfedte.

6. Inkubujte v termocykleru pfi 20 °C po dobu 15 minut (oteviené viko).

fi DlleZité: Na konci ligace neukladejte prouzek (prouzky) na led, protoZe by to mohlo sniZit navazéni DNA na
kulicky.

Prejdéte na oddil Cisténi po ligaci.
4.2.5 Citéni po ligaci
MATERIALY

e Produkty ligacni reakce v kazdych 100 pl

e Kulicky AMPure XP s teplotou vyrovnanou na pokojovou teplotu
e Cerstvé pfipraveny ethanol, 80%

e Voda bez nukleazy

e Prouzky bez RNazy/DNézy 0,2 ml's 8 zkumavkami
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POSTUP

1. Pomocivicekanalové pipety pridejte 80 ul kulicek AMPure XP ke kazdému ze 100 ul produktl ligacni reakce.
Dukladné promichejte 10krat pipetovanim nahoru a dold.

2. Inkubujte pfi pokojové teploté po dobu 5 minut a kratkym odstfedénim zachytte veskerou tekutinu.

3. Umistéte prouzky se 4 nebo 8 zkumavkami na magneticky stojan s formatem desky 96 jamek na 5 minut nebo
dokud tekutina nezprihledni.

4. Pomoci vicekanalové pipety opatrné odstrante 170 pl supernatantu.
PFi nasledujicich krocich ponechte zkumavky na magnetickém stojanu.
5. Pomocivicekanélové pipety pfidejte ke kulickdm 170 ul 80% ethanolu. Inkubujte 30 sekund az 1 minutu.
6. Pomocivicekanalové pipety opatrné odstrarite ethanol.
7. Jesté jednou zopakujte kroky 5 a 6.
8. Odstrarite zbytkovy ethanol pomoci vicekanalové pipety P10 nebo P20.

9. Kulicky suste na vzduchu pfi pokojové teploté po dobu 5 minut. Kulicky nevysusujte nadmérné, protoZe by se tim
mohlo sniZit mnoZstvi ziskané DNA.

Vyjméte zkumavky z magnetického stojanu.
10. Pomoci vicekanalové pipety pridejte ke kulickdm 105 ul vody bez nukleédzy a pockejte nékolik sekund.

Dikladné promichejte 10krat pipetovanim nahoru a dold. Inkubujte pfi pokojové teploté po dobu 5 minut
a kratkym odstfedénim zachytte veskerou tekutinu.

11.  Umistéte prouzky se 4 nebo 8 zkumavkami na magneticky stojan s formatem desky 96 jamek na 5 minut nebo
dokud tekutina nezprihledni.

12.  Pomoci vicekanalové pipety opatrné preneste 100 pl supernatantu do novych oznacenych prouzkl se 4 nebo
8 zkumavkami.

Prejdéte na oddil Vybér dvoji velikosti.

4.2.6 Vybér dvoji velikosti

MATERIALY

e  Produkty ligované reakce, vzdy ve 100 pl e  Cerstvé pfipraveny ethanol, 80%
e  Kulicky AMPure XP s teplotou vyrovnanou na e IDTE
pokojovou teplotu e Prouzky bez RN&zy/DNazy 0,2 ml's 8 zkumavkami

POSTUP

1. Pomocivicekanalové pipety pridejte 60 pl kulicek AMPure XP ke kazdému ze 100 pl produktl ligované reakce.
Dikladné promichejte 10krat pipetovanim nahoru a dold.
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10.

11.

12.

13.

Inkubujte pfi pokojové teploté po dobu 5 minut a kratkym odstfedénim zachytte veskerou tekutinu.

Umistéte prouzky se 4 nebo 8 zkumavkami na magneticky stojan s formatem desky 96 jamek na 5 minut nebo
dokud tekutina nezprihledni.

Pomoci vicekanalové pipety opatrné preneste 140 ul supernatantu do novych oznacenych prouzkl se 4 nebo
8 zkumavkami obsahujicich 20 pl kulicek AMPure XP. Dikladné promichejte 10krét pipetovanim nahoru a dold.

Inkubujte pfi pokojové teploté po dobu 5 minut a kradtkym odstfedénim zachytte veskerou tekutinu.

Umistéte prouzky se 4 nebo 8 zkumavkami na magneticky stojan s formatem desky 96 jamek na 3 minuty nebo
dokud tekutina nezprihledni.

Pomoci vicekanalové pipety opatrné odstrarite 150 ul supernatantu.

V nésledujicich krocich ponechte zkumavky na magnetickém stojanu.
Pomoci vicekanélové pipety pfidejte ke kulickdm 170 ul 80% ethanolu.
Zkumavky nechte stat 30 sekund az 1 minutu.

Pomoci vicekanalové pipety opatrné odstrarite ethanol.

Jesté jednou zopakujte kroky 8 a 9.

Odstrante zbytkovy ethanol pomoci vicekanalové pipety P10 nebo P20.

Kuli¢ky suste na vzduchu pfi pokojové teploté po dobu 4 minut. Kulicky nevysusSujte nadmérné, protoze by se tim
mohlo sniZit mnoZstvi ziskané DNA.

Vyjméte zkumavky z magnetického stojanu.

Pomoci vicekanalové pipety pridejte ke kulickam 20 ul IDTE. Ddkladné promichejte 10krat pipetovanim nahoru
a doll a kratce odstredte.

Prejdéte na oddil Amplifikace knihovny.

4.2.7 Amplifikace knihovny

MATERIALY

Vybrané ligacni produkty dvoji velikosti a kulicky resuspendované vzdy ve 20 ul IDTE

Predsmés PCR

PRIPRAVA

Naprogramujte termocykler pro amplifikaci knihovny s néasledujicimi nastavenimi:
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TEPLOTA (°C) CAS (SEKUNDY)
Viko 99 -
Krok 1: Pocatecni 98 120
denaturace
Krok 2: Denaturace 98 20
Krok 3: Chlazeni 60 30 8 cykll
Krok 4: Prodlouzent 2 30
Krok 5: Konecné 2 60
prodlouzenf
PodrzZte 10 0

POSTUP

1.V zavislosti na poctu vzorkl postupujte takto:
e Pokud zpracovavéte 4 vzorky, prejdéte ke kroku 2.
e Pokud zpracovévate 8 nebo vice vzorkd, postupujte takto:

a. Prousnadnéni pipetovani vytvorte zasobnik predsmési PCR pridanim nasledujicich objem do
nové sady prouzkl se 4 nebo 8 zkumavkami podle nasledujiciho schématu:

POCET

REAKCI 8 12 16 24 32 48
Prouzek 4 zkumavk 4 zkumavk 8 zkumave 8 zkumave 8 zkumave 8 zkumave
PCR y y k k k k
(1 prouzek
)
Predsmeés 65 100 65 100 130 200
PCR (v pl)

2. Reakci sestavte takto:

e Pokud zpracovavate 8 nebo vice vzork(, pfidejte pomoci vicekandlové pipety 30 ul pfedsmési PCR
k vybranym ligacnim produktdm dvoji velikosti a kulickdm (celkovy objem 50 ul =30 pl + 20 ul).

e Dlkladné promichejte 10krat pipetovanim nahoru a dold a kratce odstredte.

3. VloZte zkumavky do termocykleru a spustte program Amplifikace knihovny.

Tip: Bezpecny bod zastaveni pres noc pfi teploté 4 °C.
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4.2.8 Cisténi po amplifikaci

MATERIALY

Reakcni produkty PCR, vzdy v 50 ul

Kuli¢cky AMPure XP s teplotou vyrovnanou na pokojovou teplotu
Cerstvé pfipraveny ethanol, 80%

Voda bez nukleézy

Zkumavky s nizkou vazbou DNA pro skladovani knihoven

POSTUP

1.

10.

11.

12.

Pomoci vicekanalové pipety pridejte 50 pl kulicek AMPure XP ke kazdym 50 ul produktu PCR. Dkladné
promichejte 10krat pipetovanim nahoru a dold.

Inkubujte pfi pokojové teploté po dobu 5 minut a kratkym odstfedénim zachytte veskerou tekutinu.

Umistéte prouzky se 4 nebo 8 zkumavkami na magneticky stojan s formatem desky 96 jamek na 5 minut nebo
dokud tekutina nezprihledni.

Pomoci vicekanalové pipety opatrné odstrarite 90 ul supernatantu.

V nésledujicich krocich ponechte zkumavky na magnetickém stojanu.
Pomoci vicekanélové pipety pridejte ke kulickdm 170 ul 80% ethanolu.
Zkumavky nechte stat 30 sekund az 1 minutu.

Pomoci vicekanélové pipety opatrné odstrante ethanol.

Jesté jednou zopakujte kroky 5 a 6.

Odstrante zbytkovy ethanol pomoci vicekanélové pipety P10 nebo P20.

Kuli¢ky suste na vzduchu pfi pokojové teploté po dobu 5 minut. Kulicky nevysusujte nadmérné, protoZe by se tim
mohlo snizit mnoZstvi ziskané DNA.

Vyjméte zkumavky z magnetického stojanu.

Pomoci vicekanalové pipety pridejte ke kulickam 20 ul vody bez nukleazy. Dikladné promichejte 10krat
pipetovanim nahoru a doll. Inkubujte pfi pokojové teploté po dobu 5 minut a odstfedénim zachytte veskerou
tekutinu.

Umistéte prouzek se 4 nebo 8 zkumavkami na magneticky stojan s formatem desky 96 jamek na 5 minut nebo
dokud tekutina nezprihledni.

Opatrné preneste 18 ul supernatantu (v tomto kroku se doporucuje prenést dvakrat 9 ul) do nové, oznacené
zkumavky pro uchovavani knihovny.

Tip: Bezpecny bod zastaveni pres noc pfi teploté 4 °C nebo -20 °C pro delsi skladovani.
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4.2.9 Kvantifikace a kontrola kvality jednotlivych knihoven

MATERIALY

e Fluorometrické kvantifika¢ni vybaveni a reagencie
e Systém kapilarni elektroforézy
e Voda bez nukledzy

e Prouzky bez RNazy/DNazy 0,2 ml's 8 zkumavkami

POSTUP

1. Pripravte ¢tyfnasobné redéni kazdé knihovny vodou bez nukleazy (napf. 2 ul knihovny v 6 ul vody bez nukleazy).

2. Kvantifikujte knihovny fluorometrickou metodou (napt. kvantifikace Qubit HS s pouZitim 2 ul vySe uvedeného
fedéni knihovny 4x).

3. Kontrola kvality knihoven analyzou jejich profilu pomoci kapilarni elektroforézy. Fragmenty knihovny DNA musi
mit rozloZenf velikosti mezi 300 bp a 700 bp.
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Priklad rozlozeni knihovny DNA ziskané pomoci systému kapildrni elektroforézy Agilent Fragment Analyzer.
UM - Horni marker, LM - Dolni marker
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4,3 Zachyt

4.3.1 Sluéovani knihoven

MATERIALY

e Jednotlivé knihovny
e Lidska Cot DNA
e Univerzalni blokatory - TS Mix

e Zkumavky 1,5 ml's nizkou vazbou DNA

POSTUP

1. Ve zkumavce s nizkou vazbou DNA pfipravte pfedsmés nésledujicich latek:

POCET ZACHYTU
(viz tabulku v bodé 3)
Lidska Cot DNA (v pl) 5 11 16,5 22
Universal Blockers = TS Mix (in ul) 2 4.4 6,6 8,8

2. Pokud provéadite dva nebo vice zachytd, napipetujte 7 ul vyse uvedené predsmési do jednotlivych zkumavek
s nizkou vazbou DNA.

3. Do jednotlivych zkumavek obsahujicich vyse uvedenou predsmés pridejte slouceny obsah jednotlivych knihoven
podle forméatu sady:

FORMAT SADY Sada 16 vzorkll | Sada 32 vzorkd | Sada 48 vzorkd | Sada 96 vzorkd
Pocet jednotlivych knihoven na jeden zachyt 4 8 12 12
Mnozstvi kazdé knihovny na jeden zachyt 300 ng 200 ng 150 ng 150 ng
Celkové mnozstvi knihoven na jeden zachyt 1200 ng 1600 ng 1800 ng 1800 ng

4. Dlkladné promichejte 10krat pipetovanim nahoru a dold a kratce odstredte.

5. KaZdou smés vysuste pomoci vakuového koncentratoru DNA, dokud neni smés zcela lyofilizovana. K urychleni
lyofilizace pouZijte mirny ohtev (45-50 °C).

Tip: Bezpecny bod zastaveni pres noc pfi teploté -20 °C.
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4.3.2 Hybridizace

MATERIALY

e Lyofilizované knihovny e Zkumavky 1,5 ml

e 2x hybridizacni pufr e 10x promyvaci pufrl

e  Zesilovac hybridiza¢niho pufru e 10x promyvaci pufr I

e  Hereditary Cancer Solution sondy e 10x promyvaci pufr 1Y

e Voda bez nukledzy e  10x predehfaty promyvaci pufr
e  Prouzky bez RNazy/DNéazy 0,2 ml's 8 zkumavkami e 2x promyvaci pufr pro kuli¢ky
PRIPRAVA

1. Predehrejte termocykler na 95 °C (viko nastavte na 99 °C).

2. Podesetiminutové denaturaci prepnéte pfimo na 65 °C (viko nastavte na 75 °C).

A DUlezZité: Doporucujeme pouzit riizné termocyklery pro inkubaci pfi teplotach 95 °C a 65 °C, jsou-li k dispozici.

POSTUP

1. Pripravte si hybridizacni predsmés podle poctu zachytnych reakci:

POCET ZACHYTU
2x hybridizacni pufr (v ul) 8,5 18,7 28,05 37,4
Zesilovac hybridizac¢niho pufru (v pl) 3,4 7,48 11,22 14,96
Voda bez nukledzy (v ul) 1,1 2,42 3,63 4,84

2. Resuspendujte lyofilizovanou peletu ve 13 ul hybridizacni predsmési.
3. Resuspendovanou peletu preneste do zkumavky pro PCR (jedna zkumavka pro jednu zachytnou reakci).
4. Inkubujte v termocykleru pfi teploté 95 °C po dobu 10 minut.

ijf Dilezité: Nenechte teplotu zkumavky klesnout pod 65 °C od kroku 3 do kroku 5, protoZe by to mohlo
vést k nespravnému ochlazeni sondy.

5. Presunte zkumavku s PCR z termocykleru 95 °C do 65 °C a pridejte do smési 4 pl sond. Pomoci pipety nastavené
na 13 pl ddkladné promichejte 5krat pipetovanim nahoru a dold.

6. Inkubujte v termocykleru pfi teploté 65 °C po dobu 4 hodin.

7. Predem si pfipravte pracovniroztoky 1x rliznych promyvacich pufri podle popisu na nasledujicich strénkach, aby
se jim béhem hybridizacni reakce umoznilo doséhnout rovnovéahy.
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PRIPRAVA PROMYVACIHO PUFRU PRO 1 REAKCI

PUFR

10x promyvaci pufr |
10x promyvaci pufr Il
10x promyvaci pufr Il

10x predehraty promyvaci pufr

2x pufr pro promyvani kuli¢ek

VYROVNAVACI PUFR (ul)

275

VODA (ul)

297

198

198

396

275

KONECNY OBJEM 1X (pl)

330

220

220

440

550

ij: DUlezité: Predehfivejte 1x predehfivany pufr a alikvotni ¢ast 110 pl 1x promyvaciho pufru | pfi 65 °C
v termobloku nebo vodni lazni po dobu nejméné 2 hodin. Zbyvajici promyvaci pufr | uchovavejte pfi

pokojové teploté.

PRIPRAVA PROMYVACIHO PUFRU PRO 2 REAKCE

PUFR
10x promyvaci pufr |
10x promyvaci pufr Il
10x promyvaci pufr Il

10x predehraty promyvaci pufr

2x pufr pro promyvani kulicek

VYROVNAVACI PUFR (ul)

550

VODA (ul)

594

396

396

792

550

KONECNY OBJEM 1X (pl)

660

440

440

880

1100

iji DUlezité: Predehfivejte 1x predehfivany pufr a alikvotni ¢ast 220 pl 1x promyvaciho pufru | pfi 65 °C
v termobloku nebo vodni lazni po dobu nejméné 2 hodin. Zbyvajici promyvaci pufr | uchovavejte pfi pokojové

teploté.

PRIPRAVA PROMYVACIHO PUFRU PRO 3 REAKCE

PUFR
10x promyvaci pufr |
10x promyvaci pufr II
10x promyvaci pufr Il
10x predehraty promyvaci pufr

2x pufr pro promyvani kuli¢ek

VYROVNAVACI PUFR (ul)

132

825

VODA (u)

891

594

594

1188

825

KONECNY OBJEM 1X (pl)

990

660

660

1320

1650

iif DUleZité: Predehfivejte 1x predehfivany pufr a alikvotni ¢ast 330 pl 1x promyvaciho pufru | pfi 65 °C
v termobloku nebo vodni ldzni po dobu nejméné 2 hodin. Zbyvajici promyvaci pufr | uchovavejte pfi pokojové

teploté.
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L]
L] ..
PRIPRAVA PROMYVACIHO PUFRU PRO 4 REAKCE
PUFR VYROVNAVACI PUFR (ul) VODA (ul) KONECNY OBJEM 1X (l)
10x promyvaci pufr | 132 1188 1320
10x promyvaci pufr Il 88 792 880
10x promyvaci pufr Il 88 792 880
10x predehraty promyvaci pufr 176 1584 1760
2x pufr pro promyvani kuli¢ek 1100 1100 2200

iji DUlezZité: Predehrivejte 1x predehfivany pufr a alikvotni ¢ast 440 pl 1x promyvaciho pufru | pfi 65 °C
v termobloku nebo vodni lazni po dobu nejméné 2 hodin. Zbyvajici promyvaci pufr | uchovavejte pfi pokojové
teploté.

4.3.3 Priprava streptavidinovych kuli¢ek

MATERIALY

e Streptavidinové kulicky s teplotou vyrovnanou na pokojovou teplotu
e 1x pufr pro promyvani kulicek
e Zkumavky 1,5 ml

e Prouzky bez RNazy/DNézy 0,2 ml's 8 zkumavkami

POSTUP

Tyto kroky provedte tésné pred koncem ctyrhodinové hybridizacni inkubace.

1. Michejte kulicky vortexovanim po dobu 15 sekund.

2. Preneste 100 pl kulicek na jeden zachyt (200 pl pro 2 reakce, 300 ul pro 3 reakce, 400 ul pro 4 reakce) do jedné
zkumavky 1,5 ml.

3. Umistéte zkumavku na magneticky stojan a nechte ji stat, dokud roztok nezprihledni. Supernatant opatrné
odeberte a zlikvidujte.

4. Do zkumavky pridejte 200 ul 1x pufru pro promyvani kuli¢ek na jeden zachyt (400 ul pro 2 reakce, 600 ul pro
3 reakce, 800 ul pro 4 reakce). Vortexujte po dobu 10 sekund.

5. Umistéte zkumavku na magneticky stojan a nechte ji stat, dokud roztok nezprihledni. Supernatant opatrné
odeberte a zlikviduijte.

6. Jestéjednou zopakujte kroky 4 a 5.

7. Do zkumavky pridejte 100 pl 1x pufru pro promyvani kulicek na jeden zachyt (200 pl pro 2 reakce, 300 ul pro
3 reakce, 400 ul pro 4 reakce). Vortexujte po dobu 10 sekund.
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8. Preneste 100 pl vycisténych kuli¢ek do nové zkumavky pro PCR (jedna zkumavka pro jednu zachytnou reakci).

9. Umistéte zkumavku (zkumavky) na magneticky stojan s forméatem desky 96 jamek a nechte ji (je) stat, dokud
roztok nezprihledni. Supernatant opatrné odeberte a zlikvidujte.

A DUlezité: Nenechte kuli¢ky zaschnout.

Prejdéte pfimo na oddil Navazani hybridizovanych cild na kulicky.
4.3.4 Navazani hybridizovanych cill na kulicky

MATERIALY

e VycCisténé streptavidinové kuli¢ky ve zkumavce (zkumavkach) PCR

e Hybridizacni reakce

POSTUP

DllezZité: Pracujte rychle, aby teplota vzorku zlstala blizko 65 °C.

1. Vyjméte hybridizacni reakci (reakce) z termocykleru, zkumavku (zkumavky) kratce odstfedte a vlozte je zpét do
termocykleru.

2. Umistéte promyté zkumavky se streptavidinovymi kulickami do termocykleru (nejvyse dvé zkumavky najednou,
aby nedoslo k vysusenf kulicek).

3. U kazdé hybridizacni reakce preneste 17 pl roztoku pro hybridizacni reakci do jedné zkumavky PCR obsahujici
vycisténé kulicky. Resuspendujte kulicky pipetovanim nahoru a doll, dokud roztok nebude homogenni.

4. Provedte navazani DNA na kulicky vloZzenim zkumavky (zkumavek) do termocykleru nastaveného na 65 °C (viko
na 75 °C). Inkubujte po dobu 45 minut.

5. Béhem inkubace kaZdych 15 minut jemné pipetujte zkumavku (zkumavky) nahoru a doll, aby kulicky zdstaly
v suspenzi.

Prejdéte pfimo na oddil Promyvani streptavidinovych kulicek pro odstranéni nenavazané DNA.

4.3.5 Promyvani streptavidinovych kuli¢ek pro odstranénf
nenavazané DNA

MATERIALY
e  Hybridizované cile na kulickach e Ix promyvaci pufrll
e Prouzky bez RN&zy/DNazy 0,2 ml's 8 zkumavkami e Ix promyvaci pufrlll
e Zkumavky 1,5 ml's nizkou vazbou DNA e 1x predehraty promyvaci pufr (pfi 65 °C)
e 1xpromyvaci pufrl (1/3 pfi 65 °C a 2/3 pfi pokojové e Voda bez nukledzy
teploté) e IDTE
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POSTUP

A DUlezité: Zajistéte, aby teplota zlstala v krocich 1 az 7 blizko 65 °C.

2do

1.

Poznédmka: Pokud pracujete se dvéma nebo vice zéchytnymi zkumavkami, postupujte stfidavym zplsobem od krokd

kroku 8, vCetné nésledujicich krokd:

Po vloZeni prvni zkumavky do termobloku pfi teploté 65 °C pro 1. inkubaci trvajici 5 minut (krok 5) spustte
Casovac.

Zaénéte zpracovavat druhou zkumavku.

Pri umfisténi druhé zkumavky do 65 °C si zaznamenejte Cas, ktery oddé&luje zkumavky, a dbejte na to, abyste
tento Casovy odstup v krocich 2 a7 8 dodrZovali, aby se zajistilo inkubovani kazdé zkumavky pfesné 5 minut
pfi 65 °C s predehratym promyvanim.

10.

Do kazdé zkumavky s hybridizovanym cilem / streptavidinovymi kuli¢kami pridejte 100 ul 1x promyvaciho pufru
| (pFi 65 °C).

Zpracovavejte jednu zkumavku po druhé, suspendujte je a preneste postupné jednu po druhé do nové 1,5ml
zkumavky s nizkou vazbou DNA. Pokud pracujete se dvéma nebo vice zachytnymi zkumavkami, postupujte
stfidavym zplsobem, jak je uvedeno vyse.

Umistéte zkumavku na magneticky stojan a nechte ji stat, dokud roztok nezprihledni. Supernatant opatrné
odeberte a zlikvidujte.

Do zkumavky pridejte 200 ul 1x predehtatého promyvaciho pufru (pfi teploté 65 °C).

Jemné resuspendujte kulicky pipetovanim nahoru a dold.

Silné promichani kuli¢ek s predehratym promyvacim pufrem by mohlo sniZit kvalitu zachytu.
Inkubujte pfi 65 °C po dobu 5 minut.

Umistéte zkumavku na magneticky stojan a nechte ji stat, dokud roztok nezprihledni. Supernatant opatrné
odeberte a zlikvidujte.

Jesté jednou zopakujte kroky 4 a7 6.
Pracujte pfi pokojové teploté.

Do zkumavky pfidejte 200 ul 1x promyvaciho pufru | (pfi pokojové teploté). Jemné resuspendujte kulicky
pipetovanim nahoru a dold.

Poznamka: Pokud pracujete se 2 nebo vice zkumavkami, od tohoto kroku zpracovévejte vSechny zkumavky
soucasné.

Vortexujte po dobu 2 minut.

Umistéte zkumavku (zkumavky) na magneticky stojan a nechte ji (je) stat, dokud roztok nezprihledni.
Supernatant opatrné odeberte a zlikvidujte.
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Do kazdé zkumavky pridejte 200 ul 1x promyvaciho pufru Il. Vortexujte po dobu 1 minuty.

Umistéte zkumavku (zkumavky) na magneticky stojan a nechte ji (je) stat, dokud roztok nezprihledni.
Supernatant opatrné odeberte a zlikvidujte.

Do kazdé zkumavky pridejte 200 ul 1x promyvaciho pufru lll. Vortexujte po dobu 30 sekund. Kratkym odstfedénim
zachytte veskerou tekutinu.

Umistéte zkumavku (zkumavky) na magneticky stojan a nechte ji (je) stat, dokud roztok nezprihledni.
Supernatant opatrné odeberte a zlikvidujte.

Do kazdé zkumavky pridejte 200 pl 1x IDTE. Kulicky resuspendujte. Kratkym odstfedénim zachytte veskerou
tekutinu.

Umistéte zkumavku (zkumavky) na magneticky stojan a nechte ji (je) stat, dokud roztok nezprihledni.
Supernatant opatrné odeberte a zlikvidujte.

Pomoci pipety P10 nebo P20 odstrarite veskerou zbyvajici kapalinu.

Do kazdé zkumavky pridejte 20 ul vody bez nukleazy, resuspendujte a preneste smés kulicek/vody do nové
zkumavky pro PCR.

4.3.6 Amplifikace po zachytu

MATERIALY

Suspenze streptavidinovych kulicek ve vodé bez nukleazy (20 ul)
2x hotovéa smés pro start za tepla KAPA™ HiFi HotStart ReadyMix
10x startovaci smés pro amplifikaci knihovny

Voda bez nukleézy

PRIPRAVA

Naprogramujte termocykler na amplifikaci po zachytu s vyuZitim pomoci nésledujicich nastaveni:

TEPLOTA (°C) CAS (SEKUNDY)
Viko 99 =
Krok 1: Pocatecni 98 45
denaturace
Krok 2: Denaturace 98 15
Krok 3: Chlazenf 60 30 14 cykld
Krok 4: Prodlouzenf 2 30
Krok 5: Konecné 72 60
prodlouzeni
Podrzte 10 0
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POSTUP

1. Pfipravte si predsmés PCR takto:

PREDSMES PCR

Pocet reakci 1 2 3 4

2x KAPA™ HiFi HotStart ReadyMix (v ul) 25 55 82,5 110
10x startovaci smés pro amplifikaci knihovny (v pl) 2,5 55 8,25 11
Voda bez nukleazy (v ul) 2,5 55 8,25 11

2. Ke kaZdé suspenzi kulicek pridejte 30 ul predsmési PCR. Dikladné promichejte 10krat pipetovéanim nahoru a doll
a kratce odstredte.

3. Umistéte zkumavky do termocykleru a spustte program Post-Capture Amplification (amplifikace po zachytu).

Tip: Bezpecny bod zastaveni pfes noc pfi teploté 4 °C nebo -20 °C pro delSi skladovani.
4.3.7 Cisténi amplifikace po zachytu
MATERIALY

e Reakéni produkty PCR, vZdy v 50 pl

e Kulicky AMPure® XP s teplotou vyrovnanou na pokojovou teplotu
e Cerstvé pfipraveny ethanol, 80%

e |IDTE

e Zkumavky s nizkou vazbou DNA pro skladovani knihoven

POSTUP

1. Kekazdému z 50 ul reakénich produktd PCR pridejte 50 pl kulicek AMPure® XP. Dikladné promichejte 10krat
pipetovanim nahoru a dold.

2. Inkubujte pfi pokojové teploté po dobu 5 minut a kratkym odstfedénim zachytte veskerou tekutinu.
3. Umistéte zkumavku (zkumavky) na magneticky stojan na 5 minut nebo dokud tekutina nezpriihledni.
4. Pomocivicekanalové pipety opatrné odstrante 90 ul supernatantu.

V nésledujicich krocich ponechte zkumavku (zkumavky) na magnetickém stojanu.

5. Pomocivicekanéalové pipety pridejte ke kulickam 170 pl 80% ethanolu. Zkumavky nechte stat 30 sekund az
1 minutu.

6. Opatrné odstrante ethanol.
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7. Jesté jednou zopakujte kroky 5 a 6.

8. Odstrarite zbytkovy ethanol pomoci pipety P10 nebo P20.

Kulicky suste na vzduchu pfi pokojové teploté po dobu 5 minut. Kulicky nevysusujte nadmérné, protoZe by se tim

9.
mohlo snizit mnoZzstvi ziskané DNA.
Vyjméte zkumavku (zkumavky) z magnetického stojanu.

10.  Ke kulickam pridejte 20 ul IDTE. Dikladné promichejte 10krét pipetovanim nahoru a dold. Inkubujte pfi pokojové
teploté po dobu 5 minut a kratkym odstfedénim zachytte veskerou tekutinu.

11.  Umistéte zkumavku (zkumavky) na magneticky stojan na 5 minut nebo dokud tekutina nezprihledni.

12.  Opatrné preneste 18 ul supernatantu (v tomto kroku se doporucuje prenést dvakrat 9 ul) do nové, oznacené

zkumavky pro uchovavani knihovny.

Tip: Bezpecny bod zastaveni pfes noc pfi teploté 4 °C nebo -20 °C pro delSi skladovani.

4.3.8 Konec¢na kvantifikace a kontrola kvality knihovny

MATERIALY

e Fluorometrické kvantifika¢ni vybaveni a reagencie

e Systém kapilarni elektroforézy

POSTUP

Kvantifikujte kazdy zachyceny slouceny obsah knihoven pomoci fluorometrické metody (napf. kvantifikace Qubit
HS s pouZitim 2 ul knihovny).

Kontrola kvality zachyceného slouceného obsahu knihoven analyzou jejich profilu pomoci kapilarni
elektroforézy. Fragmenty knihovny DNA musi mit rozlozeni velikosti mezi 300 bp a 700 bp.
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Priklad rozdéleni velikosti zachyceného slouc¢eného obsahu knihoven ziskaného pomoci systému kapilarni elektroforézy Agilent

Fragment Analyzer. UM - Horni marker, LM - Dolnf marker
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4.4, Sekvenovani

4.4.1 Priprava knihovny pro sekvenovani

MATERIALY

e Sada reagencii Illumina MiSeq® Reagent Kit v3
e Konecné zachycené knihovny

e Pufr EBT nebo podobny

POSTUP

1. Urlete molaritu kazdého zachyceného slouc¢eného obsahu knihoven s prdmeérnou velikosti knihovny (velikost
piku v parech bazi) a koncentraci (ng/ul) ziskanou v kroku 5.3.8 takto:

Koncentrace knihovny (ng/ul)

Molarita knihovny (nM) = N B . x 106
Priimeérna velikost v parech bazi x 649,5

2. Zfedte kazdy slouceny obsah na 4 nM a smichejte je ve stejném mnoZstvi (napf. 5 ul od kazdého). Dobre
promichejte a pouzijte

toto fedéni podle standardniho doporuceni pro denaturaci platného pro Illumina®.
3. VloZte denaturované knihovny v fedéni 10 pM do pfistroje MiSeq®.

4. Doporucené minimum ctenf je 1.0 milion0 Cteni na vzorek, se ¢tenou délkou 300 bp.
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5. POSTUP ANALYZY
5.1 SOPHIiA DDM™ Dx Mode Pokyny k instalaci

Pro pouZziti rezimu SOPHIA DDM™ Dx neni nutna Zadné instalace. E-mailem obdrzite pokyny a odkaz na reZzim SOPHiA DDM™
Dx. Informace o spravé Gctu, kompatibilité prohlizecd a dalsi daleZitd upozornéni najdete v uZivatelské prirucce SOPHIA
DDM™ Dx. Podplrné dokumenty jsou také k dispozici pfimo prostfednictvim reZimu SOPHiA DDM™ Dx.

5.2 Popis pracovniho postupu analyzy pro generovani

vysledk( IVD

Reseni dédiné rakoviny SOPHIA
DDM Dx Hereditary Cancer
Solution

Generovani !

dat FASTQ
Sekvenator Illumina® MiSeq se
sadou reagencii V3

SOPHiIiA DDM™
(Pipeline ILL1XG1G6_CNV)

Sekundami
analyza

Zpréava IVD

Varianty SNV a INDEL

Popis pracovniho postupu analyzy pro SOPHIA DDM™ Dx Hereditary Cancer Solution

Uplny popis postupu nahravani naleznete v uZivatelské prirucce k rezimu SOPHIA DDM™ Dx.

SOPHiA DDM™ Dx HEREDITARY CANCER SOLUTION (SOPHiIA GENETICS™ DNA LIBRARY PREP KIT 1)
© SOPHiA GENETICS 2026. VSechna préva vyhrazena.

40



6. OMEZENI, VYSTRAHY A BEZPECNOSTNI OPATRENI

OBECNE VYSTRAHY

e Podrobné pokyny k softwaru naleznete v uzivatelské prirucce k rezimu SOPHIA DDM™ Dx.

e Pokud se zménijakakoli cast manipulace, protokolu, sekvenatoru, multiplexovéani atd., popsany navod k pouZziti
pro dané analyzy neplati.

e Udaje uvedené ve zpravé o kvalité (k dispozici ke stazenf z platformy rezimu SOPHiA DDM™ Dx) majf pouze
informativni charakter a nejsou urceny k diagnostice.

e Presnost vysledkl analyzy nelze zarucit. Sekvenacni laboratofe musi provadét kontroly kvality vzorkd
a oznacovat nekvalifikované vzorky. Nekvalifikované vzorky (napf. nedostatecny vzorek biopsie) by mohly vést ke
zkreslenym vysledkdm. Spolecnost SOPHIA GENETICS nenese odpovédnost za vysledky a nasledné rozhodnuti
prijaté na zakladé téchto vysledkd.

e KdosaZeni spravné funkéni zpdsobilosti vyrobku je kromé prisného dodrZzovani navodu k obsluze nutné
dodrZovat standardy a postupy spréavné laboratorni praxe. Konkrétni bezpecnostni informace naleznete
v prislusnych materidlovych bezpecnostnich listech (MSDS) dodéavanych s kazdou komponentou vyrobku.

e Jetfeba vymezit fyzicky oddélené mistnosti pred a za mistnosti odbéru PCR, aby se zabrénilo kontaminaci vzork(
DNA. VZdy pouZivejte Cerstvé Cinidla, spravné extrahovanou a skladovanou DNA. Podrobnosti o kvalité a integrité
DNA naleznete v oddilu 5 ndvodu k obsluze. Materidly a metody sady - Oddil 5.2.1 Pfiprava genomové DNA.

e K provedeni experimentu je tfeba pouZivat spravné kalibrované pipety a vhodné laboratorni vybaveni.
e Jetfeba se vyvarovat spole¢ného pouziti rliznych ¢isel Sarzi Cinidel.

e Rozhodnuti o péci a [éCbé pacienta musi vychézet z nezavislého lékarského Usudku oSetfujiciho |ékare, ktery
vezme v Uvahu vSechny pfislusné informace o stavu pacienta, jako je anamnéza pacienta a jeho rodiny, fyzikalni
vysetfeni, informace z dalsich diagnostickych testll a pacientovy preference, v souladu se standardy péce v dané
komunité.

OBECNA OMEZENI

e Spatnéa kvalita dat v dlisledku problém( pfi piipravé vzorku nebo v kroku sekvenovani mize rudit analyzu dat
a zplsobit faleSné pozitivni (False Positives) a/nebo faleSné negativni vysledky (False Negatives).

e Nepfitomnost varianty ve zpravé nevylucuje pfitomnost varianty pod mezni hodnotou detekce analyzy.

e Preslechy vzorkl zplsobené nespravnym prifazenim indexdm mohou vést k falesné pozitivnim hlasenim variant.
Ve vétsiné pfipadl budou tyto varianty detekovany s nizkou frakei (0,1-2 %) a proto budou filtrovany jako
varianty s nizkou spolehlivosti. Nasledujici faktory mohou zhorsit vzajemné ovliviiovani vzorkl v disledku
nespravného pfirazovani indexdim a vést k vyssim variantnim frakcim:

o Velmi vysoké pokryti u jednoho nebo nékolika mélo vzorkd v disledku problém pfi
kvantifikaci/normalizaci vzorkd nebo vysokourovriovych genovych amplifikaci.
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VARIANTY SNV / INDEL

e Detekce variant v tomto produktu byla optimalizovana pro detekci variant SNV a kratkych INDEL (do 2/3 Ctené
délky). Vezméte prosim na védomi, Ze jakykoli jiny typ alterace mdze algoritmus prehlédnout.

1. Flze nebo inverze gend nelze detekovat.
2. Delece nebo inzerce s bodem zlomu mimo cilovou oblast nemusi byt detekovany.
3. Rozséahlé delece delsi nezZ pfiblizné 5 000 bp nemusi byt spravné zmapovéany a mohou byt pfehlédnuty.

4. Rozsahlé inzerce, které jsou delsi nez priblizné 2/3 ¢tené délky, mohou byt prehlédnuty z ddvodu
nedostatecné délky kotvy pro identifikaci mista inzerce.

5. Duplikace, které nejsou plné pokryty kompletnimi ¢tenimi (véetné referencni sekvence, ktera je
duplikovéna), mohou byt prehlédnuty.

6. Vpfipadé tandemové duplikace o délce vétsi neZ 1/3 ctené délky nelze urcit presny pocet tandemovych
opakovani.

7. Inzerce Alu delsi neZ 2/3 ¢tené délky mohou byt detekovany, pokud odpovidaji alespon jedné sekvenci
v databézi znamych Alu sekvenci. V opacném piipadé budou prehlédnuty.

8. Kvantifikace inzerci delSich neZ ¢tena délka mlze zvysit riziko nadhodnoceni podild variant.

e Detekce variant v tomto produktu byla optimalizovana na oblastech definovanych jako ,cilové oblasti®.
Upozorniujeme, Ze vysledkem umisténi oblasti mimo tuto definici mohou byt faleSné negativni (False Negatives)
a/nebo falesné pozitivni vysledky (False Positives).

e Pro stabilni funkéni zplsobilost analyzy dat doporucujeme pokryti alesporn 200x. Pro spolehlivé hlaseni variant se
doporucuje minimalni pokryti 50x. Varianty mohou byt prehlédnuty v oblastech, které vykazuji nizsi pokryti.

e MUZe dojit k prehlédnuti variant nebo jejich nespravnému hlaseni z ddvodu omezeniv navrhu sady.

e Varianty v oblastech, pro které sondy pfislusny fragment DNA nezachycuji, nelze produktem detekovat. Zachyceni
variant mdZe byt omezeno témito faktory:

1. Varianty INDEL, které ovliviiuji hybridizaci sond. To mlZe vést k tomu, Ze nebude detekovana zadna
varianta nebo Ze dojde k nespravnému odhadu jejiho podilu.

2. Pritomnost dalSich mutaci v cilové oblasti sondy na stejné alele.

e Varianty SNV nebo INDEL v homopolymerech o délce deset nebo vice nelze spolehlivé ohlasit, protoZe jejich
detekce je rusena vysokym Sumem pozadi.

e Komplexniaberace DELIN mohou byt hlaseny jako vicendsobné varianty v pfipadé, Ze jsou v zarovnani
zastoupeny jako vetsi pocet mensich variant, které od sebe oddéluji vice neZ 2 nukleotidy.

e Problematické oblasti v Dodatku 4 jsou urcité intronické oblasti v rdmci cile, které by mohly zpdsobit urcitou

nejistotu pri hlasenf variant. Mohlo by to souviset s technologii sekvenovani. Varianta detekovana v této oblasti
bude v tabulce spolehlivosti v SOPHIA DDM™ oznacena jako ,nizka“.

e Oblasti oznacené v Dodatku 4 vykazuji vlastnosti, které znemoznuji spolehlivou detekci variant. Tyto oblasti jsou
v rozhrani SOPHIA DDM™ ohldSeny s vystrahami a varianty detekované v téchto oblastech jsou oznaceny
pfiznakem.
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e Oblasti s vysokou sekvencni homologii mohou zplsobit nejistotu mapovani a riziko nezachyceni nebo hlaseni
nespravnych variant.

e Varianty mohou byt v dané oblasti zastoupeny v réznych formach. Pokud je varianta v zarovnanych ¢tenich
zastoupena dvéma rlznymi zplsoby nebo je v nékterych ¢tenich ¢aste¢né nezarovnand, mize byt podil variant
podhodnoceny nebo mUze byt varianta prehlédnuta z ddvodu nizkého podilu variant.

e Vpripadé vyskytu vice inzerci/duplikaci ve stejné oblasti nemusi byt vSechny z nich spravné ohléseny. Zejména
v pripadech, kdy je mensiinzerce celd obsaZena ve vétsi inzerci, nemusi existovat Zadné Cteni, které by
jednoznacné identifikovalo mensiinzerci, ta mizZe byt prehlédnuta a mdZe byt ohldSena pouze vétsiinzerce.

e Vpripadé vice vyskytl inzerce/duplikace ve stejné oblasti nemusi byt vSechny spravné kvantifikovény. Zejména
v pripadech, kdy je mensiinzerce celd obsaZena ve vétsi inzerci, nemusi existovat Zadné Cteni, které by
jednoznacné identifikovalo mensiinzerci. Podil varianty hlaseny pro mensi inzerci pak mdZe byt podhodnoceny
a podil varianty vétsi inzerce nadhodnoceny.

Pritomnost mozaikovité genetiky u pacienta by mohla vést k nepresné interpretaci vysledkd.
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7. NEKLINICKE HODNOCENI FUNKCNI
ZPUSOBILOSTI

7.1 VLASTNOSTI ANALYTICKE FUNKCNI ZPUSOBILOST!

Nésledujici studie je rozdélena do dvou Casti. Prvni ¢ast popisuje studii hodnoceni funkéni zplsobilosti provedenou pro
SOPHiIA DDM™ Dx HCS v1.0 a sadu pro amplifikaci knihovny KAPA™. Druha ¢ast obsahuje studii bez regrese mezi SOPHIA
DDM™ Dx HCS v1.0 a v1.1 s pouzitim amplifikacni sady KAPA™ Library Amplification Kit nebo sady SOPHIA GENETICS DNA
Library Prep | Kit. Tato posledni ¢ast obsahuje informace o genu APC obsazené v SOPHIA DDM™ Dx HCS v1.1.

7.2 METODY

Obecné

V této studii byla hodnocena funkéni zplsobilost sady SOPHIA DDM™ Dx HCS a SOPHIA DDM™ Dx pipeline ILL1XG1G6_CNV
na zakladé dat generovanych na pfistroji Illumina MiSeq® pomoci testu SOPHIA DDM™ Dx HCS. Byly pouzity vychozi filtry
tykajici se nizkého pokryti (mezni hodnota 50X), podilu variant (mezni hodnota pro SNV 20 %, mezni hodnota pro INDEL
15 %) a délky homopolymerni oblasti (mezni hodnota 10 bp). U kazdého vzorku byly varianty detekované prostrednictvim
pipeline porovnany se ,zlatym standardem* potvrzenych variant poskytnutych jednotlivymi sekvenacnimi centry. Zadné

varianty detekované mimo cilové oblasti nebyly brany v Gvahu.

Vzhledem k tomu, Ze panel SOPHIA DDM™ Dx HCS se tyka detekce zarodecnych variant, nebylo nutné provadét hodnoceni
meze detekce (LOD), protoZe ocekavané podily variant jsou vyrazné vyssi nez mozné Grovné sekvenacniho Sumu.

Definice citlivosti, specifi¢nosti, pfesnosti, preciznosti,
opakovatelnosti a reprodukovatelnosti

KaZda pozice, ktera byla analyzovana jak referenéni metodou, tak metodou kombinujici pouZiti pfistroje MiSeq® a panelu
SOPHIA DDM™ Dx HCS, byla zohlednéna pfi vypoctu parametrll analytické funkéni zplsobilostni, jako je citlivost,
specificnost, presnost, preciznost a konzistentnost.

Pro vSechny pozice pokryté panelem SOPHIA DDM™ Dx HCS, pro které byly k dispozici referenéni informace, byly urceny
pocty nasledujicich kategorii: Skutecné pozitivni (True Positives (TP)) a skutecné negativni (True Negatives (TN)) jsou
pritomny v obou sadach, faleSné pozitivni (False Positives (FP)) jsou pfitomny pouze u variant detekovanych pomoci
SOPHiIA DDM™ Dx a fale$né negativni (False Negatives (FN)) jsou pfitomny pouze v tabulce potvrzenych variant. VSechny
snimané pozice (TP+FP+TN+FN) byly uréeny odectenim neurcenych pozic od cilové oblasti panelu:

Cilovéa oblast panelu SOPHIA DDM™ Dx HCS: CDS + 25bp (Uplny seznam cilovych oblasti a pfislusnych problematickych
a oznacenych oblasti je uveden v Dodatku 4).

Nedefinované oblasti: Oblasti s pokrytim <50x

Identifikované problematické oblasti nebo oblasti s pseudogeny, jak je uvedeno v nasi dokumentaci k pipeline SOPHiIA
DDM™ Dx HCS (Dodatek 4).

Kromé toho byly z vypoctl vylouceny varianty INDEL nachézejici se v homopolymernich oblastech o délce vétsinez 9 bp.
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VSechny parametry byly vypocteny podle nésledujicich vzorcd:
1. Citlivost byla stanovena jako procentuélni podil potvrzenych detekovanych variant:
s — TP
Citlivost = 7p gy % 100

2. Specifi¢nost byla stanovena jako procentuélni podil negativnich pozic, které byly spravné identifikovany jako
negativni:

Specifi¢nost = % x 100

(pfi¢emZ TN=vSechny snimané pozice-TP-FP-FN)

3. Presnost byla stanovena jako procentudlni podil spravnych hlaSeni (pozitivnich i negativnich):

. _ TP4+TN
Presnost = gprppyrvern X 100

4. Preciznost byla stanovena jako procentualni podil spravnych pozitivnich hldseni ze vSech pozitivnich hl&seni:

. — TP
Preciznost= g5 op X 100
5. Opakovatelnost sekvenovani byla stanovena pro kazdy par replikaci A a Bv rdmci série jako procentudlni podil
dobre definovanych bazi (SP) v obou vzorcich mezi bazemi, které byly dobfe definovany alespon v jednom
vzorku. Baze jsou povazovany za dobre definované, pokud jsou dostatecné pokryté a neobsahuji hlaSeni variant

s nizkou spolehlivosti.

E 8P 8 1
Opakovatelnost sekvenovini — _“I5P4 N 575]

Lisp, U spg]!

6. Opakovatelnost varianty - pro vypocet podilu bazi, které jsou v obou replikacich shodné, se berou v tvahu
vSechny pozice, které byly v obou replikatech dobre definovéany. Vzhledem k replikacim A a B v rémci série
s presné definovanymi pozicemi SPA a SPB jsou SPA[i] a SPBJi] stavy varianty na pozicii. JestliZe dx je operator
vracejici 1, kdyZ x=0, a 0, kdyZ x'0, opakovatelnost varianty je definovana jako:

Lii[sP, (1 5Pg|* 5P 0-5Ppi

Opakovatelnost varianty = > ;
ie[SP4 N 5Pp)

7. Opakovatelnost byla definovana jako soucin dvou vyse uvedenych hodnot:

Opakovatelnost = Opakovatelnost varianty x Opakovatelnost sekvenovani x 100

8. Reprodukovatelnost byla definovana ekvivalentné k opakovatelnosti (viz vzorce (5)-(7)) pro replikace A a B mezi
sériemi.

TP, FP, TN a FN byly vypocteny souctem vsech vzorkl z kazdé série. PFi vypoctu citlivosti, specifi¢nosti, presnosti
a preciznosti byly svyuZzitim vySe uvedenych vzorcl pouZity tyto celkové vypoctené hodnoty. Specifi¢nost, presnost
a preciznost byly vypocteny pouze na zékladé plné charakterizovanych vzork(, protoZze v ¢astecné charakterizovanych
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vzorcich chybély pravdivé negativni (True Negative) pozice. Opakovatelnost a reprodukovatelnost byly vypocteny
s pouZitim vSech poloh pro vSechny vzorky a vSechny uvaZované série.

Pro stanoveni intervald spolehlivosti v pfipadé 100% citlivosti nebo jinych hodnot byly pouZity metody popsané
Mattocksem et al (2010) (Mattocks CJ et al, EuroGentest Validation Group, 2010). V pfipadech, kdy bylo namérené kritérium
mensi nez 100 %, byla pro ziskani intervalu spolehlivosti binomické pravdépodobnosti pro citlivost, specifi¢nost, prfesnost
a preciznost (Clopper Ca kol., Biometrika, 1934) pouzita exaktni metoda (Clopper a kol. 1934). Aby se vzala v Gvahu
skutecna diverzita variant, byly pfi vypoctu intervalu spolehlivosti pouZity pouze jedinecné TP, FP, FN a TN.

7.3 DATA (SOPHiA DDM™ Dx HCS v1.0)

Dostupné vzorky byly rozdéleny do dvou kategorii v zévislosti na charakterizaci vysoké spolehlivosti, kterd je k dispozici
pro srovnavaci kritéria. Nejprve byly ¢astecné charakterizované vzorky, u nichZ byly identifikovany zndmé varianty
s vysokou spolehlivosti, zpracovéany bud spolec¢nosti SOPHIA GENETICS (misto A), nebo externimi partnery (mista B az G).
Tyto vysledky obsahuji velké mnozstvi reprezentativnich klinickych pripad a umoziuji odhadnout citlivost pro hlaseni
variant. Kromé toho byly zahrnuty replikace pro odhad opakovatelnosti a reprodukovatelnosti.

Druhou kategorii vzorkl tvori referencnia klinické vzorky, u nichz byly rozsahlé ¢asti cilovych oblasti SOPHIA DDM™ Dx HCS
analyzovany bud pomoci diagnostické pipeline s oznacenim CE-IVD, SOPHIA DDM™ Dx—BRCA—MASTR Dx—GL—MiSeq,
nebo alesporn dvéma samostatnymi experimenty NGS, u nichZ se zohlednuji pouze konsenzualni pozice.

7.4 OBECNE ZAVERY (SOPHiA DDM™ Dx HCS v1.0)

Nasledujici tabulka obsahuje kompletni prehledy detekovanych variant v porovnani se seznamem potvrzenych variant
(TP/FN) pro kazdou sérii obsahujici castecné charakterizované vzorky.

Tabulka 2. Souhrny variant pro kazdou sérii ¢aste¢né charakterizovanych vzorkd

Série Pocet vzorkil TP FN
SiteA_01 22 528 0
SiteA_02 10 11 0
SiteA_03 11 124 0
SiteA_04 5 5 0
SiteB_01 12 27 0
SiteB_02 8 9 0
SiteC_01 12 115 0
SiteC_02 12 72 0
SiteD 13 28 0
Sitek 9 57 0
SiteF 18 286 0
SiteG 27 180 0
Celkem 159 1257 0
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Nésledujici tabulka 3 obsahuje kompletni prehledy detekovanych variant v porovnani se seznamem potvrzenych variant
(TP/FN/FP) a pozic bazi bez variant (TN) pro kazdou sérii plné charakterizovanych vzorka.

Tabulka 3. Souhrny variant pro kazdou sérii plné charakterizovanych vzorkd

Série Pocet vzorkd TP FN FP TN
Série A 24 665 0 0 1515530
Série B 24 329 0 2 583462
Série C 11 439 0 0 980668
Celkem 59 1433 0 2 3079660

V nésledujici tabulce jsou uvedeny jedinecné pozice béze TN a jeji varianty detekované v této studii hodnoceni funkéni
zpUsobilosti. Celkovy pocet pozic bézi v analyzovanych oblastech byl 90754 bézi. Ve studii bylo detekovano tfi sta
sedmdesat tfi (373) jedinecnych variant. Skutecné negativni vysledky (True negatives) byly slouceny ve vSech vzorcich,
u nichz byla k dispozici referen¢ni data s vysokou spolehlivosti, a zahrnovaly celkem 90623 pozic.

Tabulka 4. Souhrny variant ve viech sériich

TP 373
FP 2
FN 0
TN 90623

7.5 VYSLEDKY (SOPHiA DDM™ Dx HCS v1.0)

Kombinace pfistroje Illumina MiSeq®, testu SOPHIA DDM™ Dx HCS a SOPHIA DDM™ vedla k vysledované funkéni
zpUsobilosti 100% citlivosti, 99,99% specifi¢nosti, 99,99% presnosti, 99,86% preciznosti, 99,983% opakovatelnosti a 99,93%
reprodukovatelnosti.

Tabulka 5. Shrnuti funkéni zpGsobilosti

Méreni funkéni zplsobilosti Gmé 5. percentil
A Mira zacileni 79,39% [59,23%]
B Rovnomeérnost 99,72% [98,24%]
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Méreni funkcnf zplisobilosti Pozorovano [spodnich 95 % CI]*
1 Citlivost 100% [99,20%]
2 Specifi¢nost 99,99% [99,99%]
3 Presnost 99,99% [99,99%]
4 Preciznost 99,86% [96,42%]
5 Opakovatelnost 99,98% [99,98%)]
6 Reprodukovatelnost 99,93% [99,92%]

*

Pro jedinecné varianty byly ve studii hodnoceni funkéni zpUsobilosti vypolteny 95% Cl, aby odrédZely skutecnou
rozmanitost variant.

**95% Cl byly vypocteny pro vSechny pozice u vSech vzorkl. Opakovatelnost a reprodukovatelnost vychazeji z replik.

7.6 DOPLNOVACI STUDIE (SOPHIA DDM™ Dx HCS v1.1)

SOPHIA GENETICS HCS v1.0 byla jiz dfive dikladné testovana na velkém rozsahu potvrzenych variant a s pouZzitim dobre
charakterizovanych vzorkd. Zpracovanim stejnych vzorkd pomoci rliznych sad (SOPHIA GENETICS HCS v1.0 and SOPHiIA
DDM™ Dx HCS v1.1) a reagencii pro pripravu knihoven KAPA™ Library Preparation Kit (KAPA™) nebo Qiaseq® FX DNA Library
Kit (Qiagen®) jsme zjistili, Ze:

e Funkéni zplsobilost pfi pouZiti sady SOPHIA DDM™ Dx HCS v1.1 a pfipravy knihovny KAPA™ je srovnatelna s

funkéni zplsobilosti pfi pouZiti sady SOPHIA GENETICS HCS v1.0 a pfipravy knihovny KAPA™.

e Funkéni zplsobilost pfi pouZiti soupravy SOPHIA DDM™ Dx HCS v1.1 a pfipravy knihovny Qiagen je rovnéz
srovnatelnd s SOPHIA GENETICS HCS v1.0 a pfipravou knihovny KAPA™.

e Analyticka funkcni zpdsobilost v novych oblastech, na které se zaméruje SOPHIA DDM™ Dx HCS v1.1 (APC CDS+-
25bp), je vysoka.

Tabulka 6: Souhrn srovnani funkéni zplsobilosti sad

[spodnich 95 %

Mé&renfi funkénf zplsobilosti Pozorovano (o]} e
1 Reprodukovatelnost KAPA™ v1.1 versus KAPA™ v1.0 (3 série na 59 vzorcich) 99,99% [99,99%]
2 Reprodukovatelnost Qiagen® v1.1 versus KAPA™ v1.0 (3 série na 99,99% [99,99%]
23 vzorcich)
3 Reprodukovatelnost KAPA™ (2 série na 24 vzorcich) 99,95% [99,95%]
4 Reprodukovatelnost Qiagen® (2 série na 23 vzorcich) 99,99% [99,99%]
5 Reprodukovatelnost KAPA™-Qiagen® (2 série na 23 vzorcich) 99,99% [99,99%)]

“*95% Cl byly vypocteny pro vSechny pozice u vSech vzorkl. Reprodukovatelnost vychézi z replik.
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7.7 ZAVER

Na zékladé interné analyzovanych Gdaji dosahla sada SOPHIA DDM™ Dx HCS v1.1 podobné funkéni zpUsobilosti jako
predchozi SOPHIA DDM™ Dx HCS v1.0, pokud jde o miru zacileni, pokryté oblasti, uniformitu a detekci variant, a to jak se
sadami pro pfipravu knihoven KAPA™, tak Qiagen®. U novych oblasti zaméfenych na gen APC vede kombinace pfistroje
[llumina MiSeq®, testu SOPHIA DDM™ Dx HCS a SOPHIA DDM™ k pozorované funkcni zplsobilosti 100 % citlivosti, 100 %
specifi¢nosti, 100 % presnosti a 100 % preciznosti. Celkové reprodukovatelnost pfi pouziti sad pro pfipravu knihoven
KAPA™ nebo Qiagen® byla vyssi nez 99,9 %.
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8. SYMBOLY
Symbol ‘ Nazev
E:I—i_] Prectéte si navod k pouZziti
R E F Katalogové ¢islo
LOT| | «odzarze (¢islo davky)
:’ j E Upozornéni
“ Vyrobce
Jf Teplotni limit
g Datum spotfeby
c € Evropska shoda
EC [REP Zplnomocnény zastupce v Evropském spolecenstvi
IVD Diagnosticky zdravotnicky prostfedek in vitro
W Obsahuje dostate¢né mnoZstvi pro <n> test(
@ Dovozce
&I Datum vyroby
Viz Vystrahy a bezpec¢nostni opatfeni v ,oddilu 5. Materialy a metody sady*
@ Viz Vystrahy a bezpec¢nostni opatfeni v ,oddilu 5. Materialy a metody sady*
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9. PODPORA

V pfipadé potizi s pouzivanim rezimu SOPHIA DDM™ Dx se podivejte do ¢asti vénované feSeni problém0 v uZivatelské
prirucce k rezimu SOPHIA DDM™ Dx, kterd je k dispozici v rezimu SOPHIA DDM™ Dx, nebo se obratte na nasi podporu na
telefonnim ¢isle +41 21 694 10 60 nebo e-mailem na adrese support@sophiagenetics.com. Dal$i podrobnosti naleznete na

www.sophiagenetics.com. Podporu lze také kontaktovat prostrednictvim webové Zadosti z obrazovky v ¢asti Podpora v
reZimu SOPHIA DDM™ Dx.
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DODATEK 1. DESKY ADAPTERU S DUALNIM
INDEXEM

32 adaptérd s dudlnim indexem kompatibilnich s [llumina®
v desce formatu 96 jamek (kazda z nich 7 pl)

1 2 3 4 5 6 I 12
A 701-501 701-502 701-503 701-504
B 702-501 702-502 702-503 702-504
C 703-501 703-502 703-503 703-504
D 704-501 704-502 704-503 704-504
E 705-501 705-502 705-503 705-504
F 706-501 706-502 706-503 706-504
G 707-501 707-502 707-503 707-504
H 708-501 708-502 708-503 708-504
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/ ] / e . . . ’ .
48 adaptéru s dualnim indexem kompatibilnich s Illumina®
/ . v / .
v desce formatu 96 jamek (kazda z nich 7 pul)
1 2 3 4 5 6 T - 12
A 701-501 703-502 705-503 707-501 709-502 711-503
B 702-501 704-502 706-503 708-501 710-502 712-503
C 703-501 705-502 701-504 709-501 711-502 707-504
D 704-501 706-502 702-504 710-501 712-502 708-504
= 705-501 701-503 703-504 711-501 707-503 709-504
F 706-501 702-503 704-504 712-501 708-503 710-504
G 701-502 703-503 705-504 707-502 709-503 711-504
H 702-502 704-503 706-504 708-502 710-503 712-504
/ [+ / b4 3 3 3 rd .
96 adaptérl s dualnim indexem kompatibilnich s Illumina®
/ . \4 / .
v desce formatu 96 jamek (kazda z nich 7 pl)
1 2 K} 4 5 6 T 8 9 10 11 12
701- 702- 703- 704- 705- 706- 707- 708- 709- 710- 711- 12-
A 501 501 501 501 501 501 501 501 501 501 501 501
701- 702- 703- 704- 705- 706- 707- 708- 709- 710- 711- 712-
B 502 502 502 502 502 502 502 502 502 502 502 502
701- 702- 703- 704- 705- 706- 707- 708- 709- 710- T11- 712-
C 503 503 503 503 503 503 503 503 503 503 503 503
701- 702- 703- 704- 705- 706- 707- 708- 709- 710- 711- 712-
D 504 504 504 504 504 504 504 504 504 504 504 504
701- 702- 703- 704- 705- 706- 707- 708- 709- 710- T11- 712-
E 505 505 505 505 505 505 505 505 505 505 505 505
701- 702- 703- 704- 705- 706- 707- 708- 709- 710- 711- 712-
F 506 506 506 506 506 506 506 506 506 506 506 506
701- 702- 703- 704- 705- 706- 707- 708- 709- 710- 711- 712-
G 507 507 507 507 507 507 507 507 507 507 507 507
701- 702- 703- 704- 705- 706- 707- 708- 709- 710- 711- 712-
H 508 508 508 508 508 508 508 508 508 508 508 508
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D501

D502

D503

D504

D505

D506

D507

D508

i5 sekvence pro list vzork{

TATAGCCT
ATAGAGGC
CCTATCCT
GGCTCTGA
AGGCGAAG
TAATCTTA
CAGGACGT

GTACTGAC

i
D701
D702
D703
D704
D705
D706
D707
D708
D709
D710
D711

D712

i7 sekvence pro list vzorkd

ATTACTCG
TCCGGAGA
CGCTCATT
GAGATTCC
ATTCAGAA
GAATTCGT
CTGAAGCT
TAATGCGC
CGGCTATG
TCCGCGAA
TCTCGCGC

AGCGATAG

SOPHiA DDM™ Dx HEREDITARY CANCER SOLUTION (SOPHiIA GENETICS™ DNA LIBRARY PREP KIT 1)
© SOPHiA GENETICS 2026. VSechna préva vyhrazena.

54



DODATEK 2. LABORATORNI VYBAVENI POUZIVANE
V LABORATORI SOPHIA GENETICS

MATERIALY ZAJISTENE UZIVATELEM DODAVATEL NAZEV PRODUKTU KATALOGOVE C.
Prouzky s 8 zkumavkami bez Thermo Fisher EasyStrip Snap Tubes (Zkumavky  AB-2000
RNazy/DNazy (0,2 ml) Scientific EasyStrip Snap)
Zkumavky s nizkou vazbou DNA Axygen MaxyClear Microcentrifuges Tubes ~ MCT-175-C
(1,5 ml) (Zkumavky pro mikro odstfedivky
MaxyClear)
Zkumavky (1,5 ml) Eppendorf Eppendorf Tubes (Zkumavky 3810X

Eppendorf)

Kénické zkumavky (15 mla 50 ml) Falcon 15 ml & 50 ml Conical Centrifuge 352096 a 352070

Tubes (Kénické zkumavky 15 ml
a 50 ml pro odstredivky)

Filtracni hroty Starlab TipOne RPT S1180-3710,
S1183-1740,
S1180-8710,
S1180-9710,
S1182-1730

Ethanol (Urover jakosti pro Merck Ethanol Absolute 1.00983.1000
molekularni biologii)

ZONA PRED PCR DODAVATEL NAZEV PRODUKTU KATALOGOVE C.
Vortexovy mixér Scientific Vortex Genie 2 SI-0236
Industries
Stolni mikro odstredivka (kompatibilni Starlab Mini Centrifuge (Mini odstredivka) N2631-0007
s prouzky s 8 zkumavkami)
Magneticky separacni stojan typu Alpaqua 96S Super Magnet Plate A001322
96 jamek
Magneticky separacni stojan typu Thermo Fisher DynaMag-96 Side Magnet (Bocni 12331D
96 jamek Scientific magnet DynaMag-96)
Vicekanalové pipety (P10; P100; P300) StarLab ErgoOne S7108-0510,
S7108-1100,
S7108-3300
Termocykler s programovatelnym Biometra TAdvanced 96

vyhrivanym vikem
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ZONA PRED PCR DODAVATEL NAZEV PRODUKTU KATALOGOVE C.
Fluorometrické kvantifikacni zarizenf Thermo Fisher Qubit 3.0 Fluorometer & Qubit Q33216 A Q32854
areagens Scientific dsDNA HS Assay kit (Fluorometr
Qubit 3.0 a sada pro analyzu Qubit
dsDNA HS)
Jednokanalové pipety (P10; P100; StarLab ErgoOne S7100-0510,
P200; P1000) S7100-1100,
S7100-2200,
S7100-1000

ZONA PO PCR

DODAVATEL

NAZEV PRODUKTU

KATALOGOV
EC.

Termocykler s programovatelnym
vyhrivanym vikem

Systém kapilarni elektroforézy

Vakuovy koncentrator (SpeedVacTM nebo
podobny)

Ohrivac suchych blokd nebo vodni lazen
(kompatibilni se zkumavkou 1,5 ml)

Magneticky separacni stojan
(kompatibilnf se zkumavkami 1,5 ml)

Magneticky separacni stojan (typ
96 jamek)

Magneticky separacni stojan typu
96 jamek

Vortexovy mixér

Vortexovy mixér

Stolni mikro odstredivka (kompatibiln{

s prouzky s 8 zkumavkami)

Vicekanalové pipety (P10; P100; P300)

Fluorometrické kvantifikacni zarizeni
a reagens

Biometra

Advanced
Analytical

Thermo Fisher
Scientific

Techne

Thermo Fisher
Scientific

Alpaqua

Thermo Fisher
Scientific

Grantinstrument

Scientific
Industries

StarLab

StarLab

Thermo Fisher
Scientific

TAdvanced 96

Agilent Fragment Analyzer (Analyzator
fragmentl Agilent)

Savant DNA120-230

Dri-Block DB-1

Separacni stojan MagJET, 12
x zkumavka 1,5 ml

96S Super Magnet Plate

DynaMag-96 Side Magnet (Bo¢ni
magnet DynaMag-96)

Multi-tube Vortex Mixer, V32
(Vicezkumavkovy vortexovy mixér,
V32)

Vortex Genie 2

Mini Centrifuge (Mini odstfedivka)

ErgoOne

Qubit 3.0 Fluorometer & Qubit dsDNA
HS Assay kit (Fluorometr Qubit 3.0
a sada pro analyzu Qubit dsDNA HS)

SOPHiA DDM™ Dx HEREDITARY CANCER SOLUTION (SOPHiIA GENETICS™ DNA LIBRARY PREP KIT 1)
© SOPHiA GENETICS 2026. VSechna préva vyhrazena.

MRO2

A001322

12331D
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N2631-0007
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S$7108-1100,
S$7108-3300

033216
A Q32854
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KATALOGOV
ZONA PO PCR DODAVATEL NAZEV PRODUKTU EC.
Jednokandlové pipety (P10; P100; P200; StarLab ErgoOne S7100-0510,
P1000) S7100-1100,
$7100-2200,
S7100-1000

SOPHiIA DDM™ Dx HEREDITARY CANCER SOLUTION (SOPHIiA GENETICS™ DNA LIBRARY PREP KIT I)
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DODATEK 3. OBECNY PRACOVNI POSTUP - RESENI
ZACHYTU SOPHIA DDM™

Amplifikace knihovny
Vybér dvoji velikosti Cigténi po amplifikaci

Cisténi po ligaci

Kvantifikace knihovny a
kontrola kvality kapilarni

X , elektroforézou
igace adaptéru

Vysoce kvalitni enzymaticka

fragmentace dsDNA , 1 DEN SIuE_oyéni knihoven a
koncova oprava End repair a lyofilizace
A-tailing

PF¥iprava knihovny
Sada SOPHIA GENETICS™ DNA Library Prep Kit |

SOPHiIA DDM™ Dx HEREDITARY CANCER SOLUTION (SOPHIiA GENETICS™ DNA LIBRARY PREP KIT I)
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Navazani duplexd sonda-cil na
kulicky streptavidinu

Strhavani komplext DNA-kulicky

4 hod. hybridizace

Promyvani komplext DNA-

kulicky
Hybridizace cild 2. DEN Amplifikace a vycisténi po
pomoci sond SG zachytu

Kvantifikace knihovny a
kontrola kvality kapilarni
elektroforézou

ZACHYT

SNADNY PRACOVN[ POSTUP

- MANIPULACE POUZE S 1-4 ZKUMAVKAMI (VICECETNE SLOUCENE KNIHOVNY)
- POUZE 3 HODINY RUCNI PRACE

SOPHiIA DDM™ Dx HEREDITARY CANCER SOLUTION (SOPHIiA GENETICS™ DNA LIBRARY PREP KIT I)
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DODATEK 4. SEZNAM CILOVYCH OBLASTI,
POUZITELNYCH PROBLEMATICKYCH A
OZNACENYCH OBLASTI

CILOVE OBLASTI*

Cilové oblasti
CHROMOZOM ZACATEK KONEC
1 45794953 45795134
1 45796163 45796254
1 45796829 45797031
1 45797067 45797253
1 45797308 45797546
1 45797670 45797783
1 45797813 45798007
1 45798038 45798185
1 45798221 45798384
1 45798410 45798531
1 45798565 45798656
1 45798744 45798867
1 45798932 45799021
1 45799060 45799300
1 45800038 45800208
1 45805866 45805951
2 47596620 47596745
2 47600577 47600734
2 47600922 47601212
2 47602348 47602463
2 47604128 47604241
2 47606067 47606218
2 47606883 47607069
2 47612280 47612374

SOPHiA DDM™ Dx HEREDITARY CANCER SOLUTION (SOPHiIA GENETICS™ DNA LIBRARY PREP KIT 1)
© SOPHiA GENETICS 2025. Vechna préva vyhrazena.

60



CHROMOZOM
2

2

SOPHiA DDM™ Dx HEREDITARY CANCER SOLUTION (SOPHiIA GENETICS™ DNA LIBRARY PREP KIT 1)
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ZACATEK
47613686

47630306
47635515
47637208
47639528
47641383
47643410
47656871
47672662
47690145
47693772
47698079
47702139
47703481
47705386
47707810
47709893
48010348
48018041
48023008
48025725
48030534
48032024
48032732
48033318
48033566
48033893
215593375
215595110
215609766
215610421

215617146

KONEC
47613777

47630566
47635719
47637536
47639724
47641582
47643593
47657105
47672821
47690318
47693972
47698226
47702434
47703735
47705683
47708035
47710113
48010657
48018287
48023227
48028319
48030849
48032191
48032871
48033522
48033815
48034024
215593757
215595257
215609908
215610603

215617304
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CHROMOZOM
2

2

SOPHiA DDM™ Dx HEREDITARY CANCER SOLUTION (SOPHiIA GENETICS™ DNA LIBRARY PREP KIT 1)
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ZACATEK
215632181

215633931
215645259
215656996
215661760
215674111
37035014
37038085
37042421
37045867
37048457
37050280
37053286
37053477
37055898
37058972
37061776
37067103
37070250
37081652
37083734
37088985
37089983
37090370
37091952
178916589
178917453
178919053
178921307
178922266
178927358

178927949

KONEC
215632403

215634061
215646258
215657194
215661866
215674318
37035179
37038225
37042569
37045990
37048579
37050421
37053378
37053615
37056060
37059115
37061979
37067523
37070448
37081810
37083847
37089199
37090125
37090533
37092169
178916990
178917712
178919353
178921602
178922401
178927513

178928151
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CHROMOZOM
3

3

SOPHiA DDM™ Dx HEREDITARY CANCER SOLUTION (SOPHiIA GENETICS™ DNA LIBRARY PREP KIT 1)
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ZACATEK
178928194

178935973
178936959
178937334
178937712
178938749
178941844
178942463
178943725
178947035
178947767
178947988
178951857
84383597

84384622

84388582

84390160

84391331

84393350

84397771

84403282

84406114

112043390
112090563
112101998
112102861
112111301
112116462
112128118
112136951
112151167

112154638

KONEC
178928378

178936147
178937090
178937548
178937865
178938970
178942000
178942634
178943853
178947255
178947934
178948189
178952177
84384080

84384786

84388716

84390329

84391574

84393466

84397857

84403422

84406250

112043604
112090747
112102132
112103112
112111459
112116625
112128251
112137105
112151315

112155066
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CHROMOZOM
5

5

SOPHiA DDM™ Dx HEREDITARY CANCER SOLUTION (SOPHiIA GENETICS™ DNA LIBRARY PREP KIT 1)
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ZACATEK
112157568

112162780
112163601
112164528
112170623
112173225
131892992
131894951
131911444
131914984
131915529
131923229
131923591
131924354
131925298
131926891
131927544
131930536
131931240
131938967
131939587
131940473
131944282
131944784
131944950
131951670
131951754
131953737
131972782
131973748
131976339

131977845

KONEC
112157713

112162969
112163728
112164694
112170887
112179848
131893170
131895084
131911645
131915219
131915783
131923407
131923806
131924597
131925554
131927123
131927751
131930761
131931527
131939206
131939763
131940716
131944442
131944926
131945113
131951751
131951847
131954011
131972917
131973940
131976522

131978081
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CHROMOZOM
7

7

SOPHiA DDM™ Dx HEREDITARY CANCER SOLUTION (SOPHiIA GENETICS™ DNA LIBRARY PREP KIT 1)
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ZACATEK
6013005

6017194
6018202
6022430
6026365
6029406
6031579
6035140
6036932
6038714
6042059
6043296
6043578
6045498
6048603
6776682
6781291
6785694
6786642
6790855
152345702
152357761
152373101
90947785
90949229
90955456
90958343
90960027
90965447
90967486
90970928

90976613

KONEC
6013198

6017413
6018352
6022647
6027276
6029611
6031713
6035289
6037079
6038931
6042292
6043448
6043714
6045687
6048675
6777592
6781508
6785844
6786861
6791257
152346473
152357892
152373189
90947865
90949328
90955619
90958548
90960145
90965944
90967808
90971107

90976760
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CHROMOZOM
8

8

10
10
10
10
10
10
10
10
10
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11

11

SOPHiA DDM™ Dx HEREDITARY CANCER SOLUTION (SOPHiIA GENETICS™ DNA LIBRARY PREP KIT 1)
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ZACATEK
90982567

90983376
90990423
90992937
90993578
90994925
90996728
89624202
89653757
89685245
89690778
89692745
89711850
89717585
89720626
89725019
94153266
94163052
94168973
94170318
94178951
94180360
94189417
94192549
94194077
94197254
94200954
94203612
94204715
94209430
94211876

94212815

KONEC
90982810

90983543
90990576
90993146
90993776
90995108
90996814
89624330
89653891
89685339
89690871
89693033
89712041
89717801
89720900
89725254
94153372
94163177
94169090
94170426
94179084
94180629
94189529
94192772
94194227
94197430
94201084
94203833
94204950
94209594
94212067

94212952
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11
11
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11
11
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SOPHiA DDM™ Dx HEREDITARY CANCER SOLUTION (SOPHiIA GENETICS™ DNA LIBRARY PREP KIT 1)
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ZACATEK
94219065

94223974

94225923

108098327
108098478
108099880
108106372
108114655
108115490
108117666
108119635
108121403
108122539
108123519
108124516
108126917
108128183
108129688
108137873
108139112
108141766
108141953
108143234
108143424
108150193
108151697
108153412
108154929
108158302
108159679
108160304

108163321

KONEC
94219275

94224156

94225992

108098448
108098640
108100075
108106586
108114870
108115778
108117879
108119854
108121824
108122783
108123664
108124791
108127092
108128358
108129827
108138094
108139361
108141898
108142158
108143359
108143604
108150360
108151920
108153631
108155225
108158467
108159855
108160553

108163545
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CHROMOZOM
11

11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
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11
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11
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SOPHiA DDM™ Dx HEREDITARY CANCER SOLUTION (SOPHiIA GENETICS™ DNA LIBRARY PREP KIT 1)
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ZACATEK
108164015

108165629
108167989
108170416
108172350
108173555
108175377
108178599
108180862
108183113
108186525
108186713
108188075
108190656
108192003
108196012
108196760
108198347
108199723
108200916
108202146
108202581
108203464
108204588
108205671
108206547
108213924
108216445
108217981
108224468
108225513

108235784

KONEC
108164229

108165811
108168134
108170637
108172541
108173781
108175604
108178736
108181067
108183250
108186663
108186865
108188273
108190810
108192172
108196296
108196977
108198510
108199990
108201173
108202309
108202789
108203652
108204720
108205861
108206713
108214123
108216660
108218117
108224632
108225626

108235970
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CHROMOZOM
11

13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
16
16
16
16

16

SOPHiA DDM™ Dx HEREDITARY CANCER SOLUTION (SOPHiIA GENETICS™ DNA LIBRARY PREP KIT 1)
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ZACATEK
108236027

32890573
32893189
32899188
32900213
32900354
32900611
32903555
32905031
32906384
32910377
32918670
32920939
32928973
32930540
32931854
32936635
32937291
32944514
32945068
32950782
32953429
32953862
32954119
32968801
32971010
32972274
23614755
23619160
23625300
23632667

23634265

KONEC
108236260

32890689
32893487
32899346
32900312
32900444
32900775
32903654
32905192
325907549
32915358
32918815
32921058
32929450
32930771
32932091
32936855
32937695
32944719
32945262
32950953
32953677
32954075
32954307
32969095
32971206
32972932
23615015
23619358
23625437
23632824

23634476
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CHROMOZOM
16

16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
17
17
17
17
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17
17
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SOPHiA DDM™ Dx HEREDITARY CANCER SOLUTION (SOPHiIA GENETICS™ DNA LIBRARY PREP KIT 1)
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ZACATEK
23635305

23637532
23640500
23640936
23646158
23649146
23649366
23652406
68771294
68772175
68835548
68842302
68842571
68844075
68845562
68846013
68847191
68849393
68853158
68855879
68857277
68862052
68863532
68867168
7572902
7573902
7576568
7576828
7576994
7577474
7578152

7578346

KONEC
23635440

23637743
23640621
23641815
23647680
23649298
23649475
23652503
68771391
68772339
68835821
68842495
68842776
68844269
68845787
68846191
68847423
68849687
68853353
68856153
68857554
68862232
68863725
68867427
7573033
7574058
7576682
7576951
7577180
7577633
7578314

7578579
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CHROMOZOM
17

17
17
17
17
17
17
17
17
17
17
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SOPHiA DDM™ Dx HEREDITARY CANCER SOLUTION (SOPHiIA GENETICS™ DNA LIBRARY PREP KIT 1)
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ZACATEK
7579287

7579675
7579814
33427947
33428195
33430248
33430448
33433380
33433982
33434360
33443909
33445495
33446105
33446526
41197670
41199635
41201113
41203055
41209044
41215325
41215866
41219600
41222920
41226323
41228480
41231326
41234396
41242936
41243427
41247838
41249236

41251767

KONEC
7579615

1579746
7579937
33428080
33428409
33430368
33430588
33433525
33434166
33434491
33444081
33445663
33446216
33446657
41197844
41199745
41201236
41203159
41209177
41215415
41215993
41219737
41223280
41226563
41228656
41231441
41234617
41243074
41246902
41247964
41249331

41251922
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17
17
17
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SOPHiA DDM™ Dx HEREDITARY CANCER SOLUTION (SOPHiIA GENETICS™ DNA LIBRARY PREP KIT 1)
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ZACATEK
41256114

41256860
41258448
41267718
41276009
56769980
56772267
56774029
56780532
56787195
56798082
56801376
56809820
56811454
59760632
59763172
59770766
59793287
59820349
59821768
59853737
59857597
59858176
59861606
59870933
59876436
59878589
59885803
59924437
59926465
59934394

59937132

KONEC
41256303

41256998
41258575
41267821
41276138
56770174
56772579
56774245
56780715
56787376
56798198
56801486
56809930
56811608
59761526
59763551
59770898
59793449
59820520
59821977
59853948
59857787
59858391
59861810
59871115
59876685
59878860
59886143
59924606
59926642
59934617

59937293

T2



CHROMOZOM ZACATEK KONEC
17 59938783 59938925
19 1206888 1207227
19 1218391 1218524
19 1219298 1219431
19 1220347 1220529
19 1220555 1220741
19 1221187 1221364
19 1221923 1222030
19 1222959 1223196
19 1226428 1226671
22 29083860 29083999
22 29085098 29085228
22 29089995 29090130
22 29091090 29091255
22 29091673 29091886
22 29092864 29093000
22 29095801 29095950
22 29099468 29099579
22 29105969 29106072
22 29107872 29108030
22 29115358 29115498
22 29120940 29121137
22 29121206 29121380
22 29130366 29130734

“Cilové oblast je misto, kde pipeline hlasi varianty s vysokou spolehlivosti, pokud jsou pfitomny. Zakladem soufadnic je 1
a koncova soutadnice je zahrnuta do oblasti.

SOPHiIA DDM™ Dx HEREDITARY CANCER SOLUTION (SOPHIiA GENETICS™ DNA LIBRARY PREP KIT I)
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PRISLUSNE PROBLEMATICKE OBLASTI**

CHROMOZOM ZACATEK KONEC
chr2 48018282 48018315
chr3 37067075 37067120
chrs 112111309 112111311
chril 94152620 94152662
chr17 59757835 59757859

“*Problematickou oblasti je urcitd intronicka oblast v ramci cile, kterd by mohla zpUsobit urditou nejistotu pri hlaseni
variant. Mohlo by to souviset s technologii sekvenovani. Varianta detekovand v této oblasti bude v tabulce spolehlivosti v
SOPHIA DDM™ zarazena do kategorie ,Nizka“. Pfislusny sloupec filtru varianty v konecné tabulce Uplnych variant bude
oznacen jako ,problematické oblasti“. Zékladem soutadnic je 1 a koncovéa soutadnice je zahrnuta do oblasti.

PRISLUSNE OZNACENE REGIONY***

Pfislusné oznadené regiony

CHROMOZOM ZACATEK KONEC POPIS
2 47635515 47635560 varianty v této oblasti mohou byt ruseny artefakty sekvenovani.
2 48032732 48032820 varianty v této oblasti mohou byt ruseny artefakty sekvenovani.
3 37067103 37067240 varianty v této oblasti mohou byt ruseny artefakty sekvenovani.
7 6036932 6037079 varianty v této oblasti mohou byt ruseny artefakty sekvenovani.
3 178937334 178937548  oblast je velmi podobna jiné genomové oblasti (oblast s nejvétsi

podobnosti je chr22:17053913- 17054324, hg19/GRCh37) -
k interpretaci variant je tfeba pfistupovat opatrné.

3 178937712 178937865  oblast je velmi podobna jiné genomové oblasti (oblast s nejvétsi
podobnosti je chr22:17054288- 17054442, hg19/GRCh37) -
k interpretaci variant je tfeba pfistupovat opatrné.

7 6012845 6013198 oblast je velmi podobné jiné genomové oblasti (oblast s nejvétsi
podobnosti je v pseudogenu PMS2CL, chr7:6790854-6791209,
hgl9/GRCh37) - k interpretaci variant je tfeba pristupovat
opatrné.

7 6017194 6017413 oblast je velmi podobna jiné genomové oblasti (oblast s nejvetsi
podobnosti je v pseudogenu PMS2CL, chr7:6786641-6786861,
hgl19/GRCh37) - k interpretaci variant je tfeba pfistupovat
opatrné.

7 6018202 6018352 oblast je velmi podobné jiné genomové oblasti (oblast s nejvétsi
podobnosti je v pseudogenu PMS2CL, chr7:6785693-6785844,

SOPHiIA DDM™ Dx HEREDITARY CANCER SOLUTION (SOPHIiA GENETICS™ DNA LIBRARY PREP KIT I)
© SOPHIA GENETICS 2026. VSechna prava vyhrazena. T4
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CHROMOZOM ZACATEK KONEC POPIS
hgl9/GRCh37) - k interpretaci variant je tfeba pristupovat
opatrné.
7 6022430 6022647 oblast je velmi podobna jiné genomové oblasti (oblast s nejvétsi

podobnosti je v pseudogenu PMS2CL, chr7:6781290-6781508,
hgl9/GRCh37) - k interpretaci variant je tfeba pristupovat
opatrné.

7 6026365 6027276 oblast je velmi podobné jiné genomové oblasti (oblast s nejvétsi
podobnosti je v pseudogenu PMS2CL, chr7:6776681-6777592,
hgl9/GRCh37) - k interpretaci variant je tfeba pristupovat
opatrné.

7 6776682 6777592 oblast je velmi podobna jiné genomové oblasti (oblast s nejvétsi
podobnosti je v genu PMS2, chr7:6026364-6027276,
hgl9/GRCh37) - k interpretaci variant je tfeba pristupovat
opatrné.

7 6781291 6781508 oblast je velmi podobna jiné genomové oblasti (oblast s nejvyssi
podobnosti je v genu PMS2,
chr7:6022429-6022647, hgl9/GRCh37) - k interpretaci variant je
tfeba pfistupovat opatrné.

7 6785694 6785844 oblast je velmi podobna jiné genomové oblasti (oblast s nejvyssi
podobnosti je v genu PMS2,
chr7:6018201-6018352, hg19/GRCh37) - k interpretaci variant je
tfeba pristupovat opatrné.

7 6786642 6786861 oblast je velmi podobna jiné genomové oblasti (oblast s nejvétsi
podobnosti je v genu PMS2, chr7:6017193-6017413,
hgl9/GRCh37) - k interpretaci variant
je tfeba pristupovat opatrné.

7 6790855 6791257 oblast je velmi podobna jiné genomové oblasti (oblast s nejvétsi
podobnosti je v genu PMS2, chr7:6012796-6013198,
hgl9/GRCh37) - k interpretaci variant
je tfeba pristupovat opatrné.

22 29085098 29085228 oblast je velmi podobna jiné genomové oblasti (oblast s nejvétsi
podobnosti je chr16:33366704-33366835, hg19/GRCh37) -
k interpretaci variant je tfeba pristupovat opatrné

“**Oznacené oblast je urcité oblast prekryvajici exon, kterd by mohla zpUsobit uréitou nejistotu pfi hlésenf variant, napf.
oblast s nizkou sloZitosti, Sumem, pseudogeny atd. Mohlo by to zaviset na technologii sekvenovéni. Varianta detekovana
v této oblasti nebude v systému SOPHIA DDM™ klasifikovana jako varianta s nizkou spolehlivosti, ale bude k ni pfidruzen
vystrazny trojuhelnik a na karté vystrah naleznete podrobnou vystraznou zpravu. Odpovidajici sloupec filtru varianty
v konec¢né tabulce Uplnych variant nebude kvili této oblasti oznaceny. Zdkladem soutadnic je 1 a koncové soufadnice je

zahrnuta do oblasti.
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