Zavéredna zprava ZkousSeni zpusobilosti pro oblast kvantitativniho
vySetfeni bunééného chimerizmu po alogenni transplantaci krvetvornych
bunék pro rok 2019

Varianty:

1. Zakladni — obsahuje vzorek DNA pifjemce, darce a 5 kvantifikacnich vzork
2. RozsiFen4 — obsahuje vzorek DNA pfijemce, darce a 10 kvantifika¢nich vzorki

Material:

DNA izolované z buffycoatt dle piilohy ¢. 01 SOP 01
prijemce — X186

darce — X191

radné kolo:

3TP — X186/X191 na olekavanych 73 % genotypu piijemce
4TP — X186/X191 na o oCekavanych 23 % genotypu piijemce
5TP — X186/X191 na o¢ekavanych 5 % genotypu pfijemce
6TP — X186/X191 na oéekavanych 0 % genotypu piijemce
7TP — X186/X191 na oéekavanych 2 % genotypu piijemce
8TP — X186/X191 na oCekavanych 0,3 % genotypu piijemce
9TP — X186/X191 na oCekavanych 8 % genotypu piijemce
10TP — X186/X191 na oéekavanych 23 % genotypu piijemce
11TP - X186/X191 na oéekdvanych 66 % genotypu piijemce
12TP — X186/X191 na o¢ekdvanych 41 % genotypu piijemce
dopliikové kolo:

3TP+ - X186/X191 na olekavanych 10 % genotypu piijemce
4TP+ — X186/X191 na ofekavanych 0 % genotypu piijemce
5TP+— X186/X191 na oéekavanych 25 % genotypu piijemce
6TP+ — X186/X191 na ofekavanych 34 % genotypu piijemce
7TP+ — X186/X191 na oéekavanych 75 % genotypu piijemce



Problematikou kola bylo:

1. Vysetieni informativity (uréeni referenénich alel) na zékladé vySetieni vzorkii DNA pfijemce
(vzorek 1P) a jeho darce (vzorek 2D) — 2 vzorky — nepovinna &4st

2. Kvantitativni vySetfeni chimerizmu stejného pacienta - 5 vzorkl zékladni varianta (10
vzorkil roz§ifena varianta) na zaklad& vybraného (nych) DNA polymorfizmu (1), resp. i sex
specifickych lokustl véetng interpretace (pomér piijemce/darce) — povinna ast

Zcéastnéné laboratore — radné kolo:

Tuzem§ti ucastnici:

Ustav klinické biochemie a diagnostiky LF UK a FN Hradec Krélové
Laboratof molekularni genetiky, Hematologicko-onkologické oddéleni FN Plzefi

Laboratof molekularni biologie, HOK FN Olomouc

Zahrani¢ni udastnici:

Medirex a.s., odd. GENETIKA, Bratislava, Slovenska republika

Laboratérium klinickej a molekulovej genetiky, Pracovisko genetickej diagnostiky Detskej
kliniky LFUK a NUDCH, Nérodny tstav detskych chorob, Bratislava, Slovenska republika

NZOZ Medigen Diagnostyka Molekularna, Warszawa, Polsko

Laboratory of Molecular Genetics, Central Hospital of Southern Pest, National Institute of
Hematology and Infectious Diseases, Budapest, Mad’arsko

2201 Tissue Typing Laboratory, National Almazov Medical Research Cetre, Saint Petersburt,
Rusko

Molecular Biology, Immunophenotyping and Pathology, Laboratory of Regional Children’s
Hospital #1, Ekaterinburg, Rusko

Bone Marrow Transplant Unit Laboratory, Aghia Sophia Children’s Hospital, Athens, Recko
Tissue Typing Laboratory, Gayrettepe Florence Nightingale Hospital, Istanbul, Turecko

SBT laboratory, Istanbul Tip Fakiiltesi Temel Bilimler Binasi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali
Doku tipleme laboratuvari, Istanbul, Turecko

Ukastnici ptihl4seni po deadline ¥adného kola (bez certifikatu, testovani zavedené metody):

Department for Blood Group Serology &Transfusionsmedicine, Medical University Vienna,
General Hospital Vienna, Vienna, Rakousko

Laboratory of Applied Immunogenetics, Kirov scientific-research institute of hematology and
blood transfusion of FMBA of Russia, Rusko



Zxcastnéné laboratore — dopliikové kolo:
NZOZ Medigen Diagnostyka Molekularna, Warszawa, Polsko

Tissue Typing Laboratory, Gayrettepe Florence Nightingale Hospital, Istanbul, Turecko

Celkové se ucastnilo 12 laboratofi (oznaeni G¢astnikd A az L) — 5 v zékladni varianté, 7 ve
varianté rozsifené + organizator, 2 laboratofe pro kontrolu testovani zavedené metody
(oznadeni ucastnikd M a N — laboratof N si pfala otestovat ob& metody zvlast — STR a qPCR)
a 2 laboratofe dopliikového kola.

Vysledky:
Nepovinné Easti, vySetieni informativity, se zaCastnilo celkem 6 laboratofi.

Vysledky byly statisticky vyhodnoceny pomoci medidnu ziskanych hodnot a smérodatné
odchylky.

Smérodatna odchylka byla uréena na zékladé statistického zpracovani vysledki z ptedchozich

let EPT (rozptyl hodnot, regrese) a piepo¢itina na hodnotu Z-score (¢im je hodnota bliZe nule,
tim je vysledek spravné&jsi). Pfehled je uveden v Tabulce 1, Tabulce 2 pro dopliikové kolo.

Hodnoceni na kategorie:

* vyborné ([z] <1)

* dobré(1<[z]<2)

* akceptovatelné (2 <[z] <3)

« kritické ([z] > 3) - nespravny vysledek

* pod detekéni limit laboratore (Citlivost pouZivané metody ucastnika neni schopna
zachytit minoritni genotyp — piiklad: ofekavané procento minoritniho genotypu je
0,2 % a udastnik s citlivosti 1 % detekuje pouze majoritni genotyp — tento vysledek je
povazovéan za spravné ureny. Ale v pfipad€, Ze ucastnik detekuje oba genotypy a
kvantifikuje ho, je vysledek hodnocen dle Z-skore.)

Pro splnéni uéasti EPT byla nutnd minimalné 80% aspéSnost (tzn. 8/10 vzorki v rozirené
varianté, 4/5 vzorku v zakladni varianteé).

V #4dném kole bylo 71 % vysledki v kategorii Vyborné, 15 % v Kkategorii Dobré, 6 %
v kategorii Akceptovatelné, 6 % v kategorii Kritické a 2 % v kategorii Pod detekéni limit
laboratofre.

Jeden z iéastniki nesplnil podminky aspéSné icasti, tii 80% uspéSnosti a ostatnich deset
dosahlo 100% tspéSnosti. Pro netspésnou laboratof a laboratofe s 80% uspé&Snosti bylo
nabidnuto nové dodateéné kolo, tedy zaslani dal3ich 5 kvantifikaénich vzorkl. Této nabidky se
zucastnily 2 laboratofe.

V doplitkovém kole bylo 53 % vysledki v kategorii Vyborné, 13 % v kategorii Dobré,
20 % v kategorii Akceptovatelné, 13 % v kategorii Kritické a 0 % v kategorii Pod
detekéni limit laboratofre.

Obé laboratore v dopliikovém kole dosahly 80% tspéSnosti.



Diéle byly vysledky jednotlivych ugastnikid hodnoceny podle percentill. Graf znézorfiujici
percentily (25%, 50%, 75% a 100%) ukazuje usp&$nost viech Gcastnikd navzdjem. Vzhledem
k nabidce 2 variant (zékladni a rozsitend) ucastnik zékladni varianty obdrZel 1 a rozsifené
varianty 2 grafy. Prvni graf porovnava 5 kvantifikaénich vzorkia (3TP — 7TP) vSech tcastniki
letosniho kola, druhy graf pak vSech 10 vzork® (3TP — 12TP), ale pouze u laboratofi uastnicich
se roz§ifené varianty.

Cim ma ulastnik niZ$i percentil, tim je v porovnani s ostatnimi laboratofemi Usp&Sn&jsi.
Vysledky jsou uvedeny v Grafu 1 a Grafu 2 pro dopliikové kolo.

Piehled pouzitych metod pro kvantitativni vySetieni bunééného chimerizmu a jejich citlivosti a
interpretace jsou uvedené v Tabulce 3 a Tabulce 4 pro doplrikové kolo.

Nejcéastéjsi chyby, eventuelné doporudceni:

- TFale$nad negativita — pouZiti méné citlivych polymorfizmd (typu VNTR) pro
kvantifikaci.

- Fale$na pozitivita — detekovan smiSeny chimerizmus ve vzorku, kde byla pfitomna
pouze DNA dérce.

- Nevhodny vybér polymorfizmu pro kvantifikaci (o repetici kratsi — tzv. stutter peak).

Zpracovala: Mgr. Hana Cechovém_ﬂ
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Graf 1
‘ Rozsifena varianta
laboratof N qPCR I:I 20,0%
laboratof N STR Ajl:] 10,0%
laboratoi M 7L ] 60,0%
laborator L —f( 90,07
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laboratorJ | ] 40,0%
laboratofr | 10%
laboratof G I 1 30,0%
laboratof F [ T 80,0%
laborator C | ] 70,0%
organizator %‘1 50,0%
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Zakladni varianta

i
|
[ laboratoi N qPCR [ [20,0%
| laboratoF NSTR == 13,3%
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organizator | ] 146,6%
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Graf znézorfivjici percentily (25%, 50%, 75% a 100%) ukazuje uspéSnost vSech ucastnikl
navzajem. Vzhledem k nabidce 2 variant (zakladni a roz$ifend) obdrzi t€astnik zékladni varianty
1 a rozsifené varianty 2 grafy. Prvni graf porovnava 5 kvantifikaénich vzorkt (3TP — 7TP) vSech
ucastnikl letodniho kola, druhy graf pak vSech 10 vzorkd (3TP — 12TP), ale pouze u laboratoii

ucastnicich se rozsifené varianty.

vvvvvv

Napt. 25% percentil v zdkladni varianté znamend, Ze 75 % ucastnikd (9 laboratofi) dosahlo

horsich vysledki.



Doplrikové kolo

laborator B 50%
laborator A 100%
organizator 0%
25 50 75 100
Cim ma4 uéastnik niz$i percentil, tim je v porovnani s ostatnimi laboratofemi Usp&$n&;si.




