V. Stanoveni HLA (SOP 05)

Pozadavky na odbéry
*Odbér krve do EDTA

Periferni krev se odebird v mnozstvi 2 ml do protisrazlivého roztoku EDTA ptipadné ACD. Je
nutné dostateéné mnozstvi jadernych bunék v krvi pfi odbéru (min. 1,5 x 10°/1 leukocytd, pfi
niz§im poctu leukocytl je tieba odebrat vétsi mnozstvi krve, cca 10 ml).

Krev v EDTA je moZno skladovat p¥i 2-8°C az 10 dni.

KaZda zkumavka musi byt ndleZité oznacena identifikacnimi udaji vySetiované osoby,
datem a Casem odbéru.

Dodani vzorku

*Uchovani a pifeprava:

maximalné¢ 12 hod pfi pokojové teploté do 22°C. V piipadé, ze transport probiha
z objektivnich diivodl déle nez 12 hod. nebo za teploty vyssi nez 22 °C, je nutné primarni
vzorky zasilat v chladicim boxu nejdéle do 48 hod.

Vzorky s fadn¢ vyplnénou zadankou musi byt dodany do NRL pro DNA diagnostiku, budova
C, ptizemi (zvonek: HLA piijem vzorki)

Piijem vzorkii na genotypizaci neni nutno objednavat. Pro provedeni genotypizace je
pozadovana indikace k HSCT.

Bez této indikace bude provedena pouze izolace DNA. Pozadovana genotypizace bude z této
DNA provedena bezprostiedné po indikaci k HSCT na zakladé informace z indika¢niho
seminate UHKT (u dospélych pacientd). Pro indikace k HSCT pro détské pacienty je
v kompetenci hlavniho transplantologa transplanta¢ni jednotky KDHO Motol.

Informace Ize ziskat na telefonu 221 977 397 (interni linky UHKT 397 a 484, piipadné 307 ).

Ke kazdému provedenému odbéru je tieba dodat Fadné vyplnény Protokol o prevzeti
primarniho vzorku C_F 17A/05 (Zzadanka).

Tento je mozné najit na internetovych  strdnkdch  www.uhkt.cz  (strana
http://www.uhkt.cz/nrl/nrl-dna/lekari). =~ V ném musi byt ndlezit€¢ identifikovan Iékar
opravnény indikovat vySetfeni (vCetné adresy klinického zadatele a jeho telefonniho, ev.
faxového spojeni). Protokol o pievzeti vzorku C F 17A/05 musi obsahovat jednoznacnou
identifikaci vySetfované osoby, vcetné Cisla zdravotni pojistovny a ciselného oznaceni
diagnozy, a udaj o datu a ¢asu odbéru primarniho vzorku.

VySeti‘eni nelze provést u pacienti po transplantaci hematopoetickych kmenovych
bunék nebo po infuzi darcovskych lymfocyti.

DNA vyizolovana z primdrnich vzorkti je v NRL pro DNA diagnostiku znacena a uchovana
dle platnych internich ptedpisti. Doba jejiho uchovani je neomezena. Tuto DNA lze po
kontrole kvality (provedené intern¢) pouzit pro dalsi genotypizaci HLA vyzadanou
zadavatelem. Pozadavky na takova vySetfeni jsou piijimana na novém Protokolu o pievzeti
primarniho vzorku C_F 17A/05 (zadanka), na zdklad¢ rozhodnuti interni indika¢ni komise,
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pfipadné telefonicky od hlavnich zadavateld (transplantologi UHKT a KDHO Motol,
transplantacniho koordindtora a koordinatorti registru neptibuznych darcti )

Postup pri odbérech na HLA vySetreni pro alloHSCT
1. pridiangoze/indikaci k HSCT

a. 1. odbér pacienta: 1x krev do EDTA (2 ml)

b. 2.nezavisly odbér pacienta: 1x krev do EDTA (2ml)

*Oba odbéry mohou byt v pripadé potieby provedeny v jeden den, ale s oznacenim casu
odberu na zkumavce i protokolu, respektive jasnym odlisenim obou odberi (prava ruka,
leva ruka,...).

c. Soucasné vzdy odbér primych pokrevnich piibuznych:
(sourozenci, rodice, pripadné déti pacienta)
1x krev do EDTA (2 ml)

- odbér lze po dohodé provést mimo transplanta¢ni centra, v misté bydlisté pribuznych,
musi byt dodrZeny vySe uvedené podminky odbéru a dodani vzorki, organizace
takovych odbéri je v kompetenci oSetfujiciho 1ékafe daného pacienta

Z odbéri je provedena izolace DNA a po indikaci k HSCT komplexni HLA analyza.
Standardné¢ je vtomto kroku u pacienta, jeho rodi¢li a vSech sourozencu provedena
genotypizace HLA-A, -B, -DRB1 na trovni uréeni alelickych skupin (low resolution) a
stanoveni haplotypti. Pfi nejasnostech v ur€eni haplotypii je provedena i genotypizace na
urovni urceni jednotlivych alel (high resolution).

Ze vSech vySetfeni v tomto kroku je vydan souhrnny vysledek véetné urc¢eni HLA haplotypt
pacienta, definovani HLA shody s vySetfenymi ptibuznymi, ptipadné doporuceni pro dalsi
postup.

Pozndamka: Vysledky vySetfeni jednotlivych vySetfenych osob jsou vydavany na Protokolu o vysledku laboratornich
zkousek C_F 17B/0S.

Tyto vysledky jsou zasilany zadavateli a ostatnim kompetentnim osobam ucastnicim se procesu vyhledavani darct dle
rozdélovniku.

Kompetentnimi osobami v procesu vyhleddvani darct jsou:

Dr. Vitek — hlavni transplantolog UHKT

Doc. Sedlacek — hlavni transplantolog KDHO FN Motol

Pi Waldmannova — transplantaéni koordinator UHKT

Pi Cerna — transplantaéni koordinator Linterni kliniky VFN

Pi Hrab&tova - transplantaéni koordinator FN Kralovské Vinohrady

Dr. Ivaskova, ( vz.Ing.Kupkova )— prazsky registr neptibuznych darct (+ komunikace se zahrani¢nimi registry)

Dr. Pittrova — plzenisky registr neptibuznych darct

Souhrnny vysledek typizace pacienta a pro néj typizovanych darct je vydavan jako piiloha k Protokolu o vysledku
laboratornich zkousek C_F_17B/05 a neni veden v akreditovaném rezimu.



2. po urceni shody/neshody s pfimymi pokrevnimi pribuznymi

a. Nalezen HL A shodny piibuzny ddrce— odbéry pro konfirmacni vySetieni
Pacient  bez odbéru
—vysetieni je provedeno z DNA z diive dodaného 2. nezavislého odbéru pacienta (viz vyse)

Vybrany darce druhy nabér krve do EDTA  (pokud nebylo provedeno diive)
Konfirmace je provedena genotypizaci na urovni urceni alelickych skupin (low resolution)
v lokusech HLA-A,-B,-C,-DRB1,-DQBI.

b. Nenalezen vhodny darce:
—hledani v §irsi rodiné (nutna soucinnost s oddélenim HLA analyzy)

—Dle dohody na indikacnim seminari na zakladeé klinického stavu pacienta a jeho HLA
feno/genotypu

Vybrani darci 1x krev do EDTA (2 ml)

U darcii je provedena genotypizace HLA-A, -B, -DRBI1 na trovni ur€eni alelickych skupin
(low resolution), u darcti shodnych s pacientem pokracuje typizace jako u darct
nepiibuznych.

— nebo indikace k nepribuzenské alloHSCT
— Doplneni vysetieni HLA genotypu na urovni high resolution z_diive dodanych vzorkii_
pacienta provadi NRL na zdkladé rozhodnuti z indikacniho semindre.

Nahlédnuti do registru, vybér a objednani nepribuznych darcii pro konfirmacni vysetieni
provadi transplantacni koordinator v soucinnosti s Dr. Vitkem/ Doc. Sedlackem na
zaklade vysledkiit HLA genotypizace pacienta dodanych z NRL.

3. Po nalezeni alternativniho darce
a. Nalezen dérce v SirSi rodin¢ — odbéry pro konfirmaéni vySeti-eni:

Pacient  bez odbéru
—vySetteni je provedeno z DNA z diive dodaného 2. nezavislého odbéru pacienta (viz vyse)

Vybrany darce druhy nabér krve do EDTA  (pokud nebylo provedeno drive)

b. Nalezen vhodny neptibuzny darce dle vypisu z registru — odbéry pro konfirmacni
vySetieni:

Pacient  bez odbéru

—vySetteni je provedeno z DNA z diive dodaného 2. nezavislého odbéru pacienta (viz vyse)

Ddrce: organizuje trnasplantaéni koordinator UHKT —pi. Waldmannova

U pacienta 1 vybraného darce je provedena v ramci konfirmacniho vySetfeni genotypizace
lokusit HLA-A, -B, -Cw, -DRB1 a —DQB1 na arovni urceni jednotlivych alel (high
resolution). Plati pro déarce v §irsi rodiné i pro neptibuzné darce.



Kontakt:

RNDr. Marie Dobrovolna — vedouci oddéleni HLA analyzy:
telefon: 2219773484,

*e-mail: marie.dobrovolna@uhkt.cz

Prijem vzorkd a objednavani vySetreni:

telefon: 221977397

*E-mail: 306-hla@uhkt.cz



mailto:306-hla@uhkt.cz
mailto:marie.dobrovolna@uhkt.cz

}

}

Vzor radné vyplnéné zadanky

C_F_17A/05s

Ustav hematologie a krevni transfuze
Narodni referencni laborator pro DNA diagnostiku
Oddéleni HLA analyzy

vEDOUCI LABORATORE: RNDr. Marie Dobrovolna
U Nemocnice 1, 128 20 Praha 2
Tel: 221977-397,-484 , fax: 221977371, e-mail:marie.dobrovolna@uhkt.cz

Protokol o pievzeti primdarniho vzorku

Pozadované vysetieni: HLA genotypizace

[ZADAVATEL (razitko a podpis)

Jméno a adresa: ICP: Odbornost:

Tel./fax/mail:

VYSETROVANY MATERIAL

Vysetifovany jedinec: VIckova Markéta
Diagnoza: 7523 Rodné ¢islo: 715508/1598 Pojistovna: 211
L1 Pacient  [XIPotencionalni darce: Jeho ptijemce( jméno+r.¢.)Novak Ivo(6801021453)

Pfibuzensky vztah: sestienice [ ze strany matky
ze strany otce

Cislo materialu zadavatele:
Odebrany material: [X] periferni krev v EDTA Ojiny....cooooenennn.

Datum a ¢as odbéru: 15.3.2006 7:50

Pfedchdzejici typizace (v¢. rodinné studie): [X] ne [Jano — p¥iloZte itelnou kopii vysledkii

Pozadované vySeti‘eni:
[ low resolution HLA II. tiidy: -DRBI1; -DQB1 [ high resolution HLA II. tiidy: -DRBI; -DQB1

L] low resolution HLA 1. tfidy: -A; -B; -C L] high resolution HLA 1. tfidy: -A; -B; -C
[J izolace DNA I jiné/zdivodnéni:..............
Indikace vySetieni:

O piibuzenska alloHSCT O neptibuzenska alloHSCT

[1 konfirmace pted alloHSCT potencialni alloHSCT

LIjind. ..o

Pozndamka: Odbér primdarniho vzorku byl proveden s informovanym souhlasem pacienta a
podle pokynit Prirucky pro odbér primdrniho vzorku.

Pii prevzeti v NRL:
Cislo NRL materialu:

Datum a ¢as dodani do laboratore:

Material prevzal a pirezkoumal dle Smérnic o pifezkoumani objednavek:




