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Veskeré transplantace probihaji v souladu s Clinical Protocol — Guidelines for HSCT donor search,
odsouhlasenym klinickymi pracovniky (MUDr. Jan Vydra, Ph.D.; Prof. Petr Sedlaéek, MD, Ph.D.). Tento
dokument 13900 _F 23 01 Transplantaéni protokol je uloZen ve sloZce U:\Dokumentacelaboratori\
HLA\3_SOP\SOP 05\Formulare.

1 PRIMARNI{ ZPRACOVANI VZORKU A TYPIZACE HLA

e lIzolace DNA ze dvou nezavislych primarnich vzorkd pfi diagnéze u vsech pacientd potencidlné
indikovanych k HSCT.

Soucasné izolace DNA z primarnich vzorkd vSech dostupnych sourozenc(, rodi¢l a pfipadné déti
pacienta, ktefi mohou byt potencidlnimi darci HSCT.

e  Genotypizace pacienta v lokusech HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQB1, -DPB1 na urovni high resolution (HR).
U dospélych pacient z UHKT genotypizace také v lokusu HLA-DQA1, u jinych pacientd na vyzadani
klinického zadavatele.

e  Soucasné genotypizace HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQB1 a -DPB1 na Urovni low/high resolution (LR/HR) u
vsech dostupnych sourozencl, rodi¢d a déti, ktefi mohou byt potencialnimi darci HSCT. Genotypizace
lokusu HLA-DQA1 u darcd dospélych pacientd UHKT, u jinych pacientd na vyzadéani klinického
zadavatele.

e  Urceni miry genotypové shody HLA mezi pacientem a vSemi pro néj testovanymi darci.

e  Genotypizace rodica détskych pacientl pro urceni haplotyptd (HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQB1, -DPB1) na
urovni low resolution (LR).

e  Stanoveni haplotypl, pokud jsou vysledky rodinné studie informativni.

Predikce imunogenicity lokusu HLA-DPB1

Stejné jako u ostatnich lokusU je z hlediska vybéru vhodného darce nejlepsi shoda v lokusu HLA-DPB1.
V pripadé tohoto lokusu maji rzné typy neshod odlisny vliv a nékteré z nich jsou tolerovatelné (1).

Dle HLA-DPB1 genotypu pacienta a jeho pfibuznych darcl je provedena predikce imunogenicity neshod
mezi pacientem a darcem v HLA-DPB1 lokusu. Ta je vyhodnocena pomoci databaze DPB1 T-Cell Epitope
Algorithms Version 2.0 (http://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/dpb.html) a dérce je zafazen do jedné ze tfi

kategorii dle vlivu neshody (Non-Permissive GvH, Non-Permissive HvG, Permissive), na vysledkovém
protokolu uvedeno v Komentati.

KIR genotypizace u déarch dospélych pacientdl UHKT, u darcd jinych pacientd na vyzadéni klinického
zadavatele.

Predikce vhodnosti darce dle pfitomnych KIR genotypl

Urcité KIR genotypy se podileji na ochrané pred relapsem a zlepSeném preziti pacienta (2).
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Po urceni pfitomnosti jednotlivych KIR lokust pouZiti online kalkulatoru Prospective Donor KIR Typings

(http://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/donor b content.html) pro zafazeni darce do jedné ze tfi kategorii dle

vhodnosti darce (Neutral, Better, Best), na vysledkovém protokolu uvedeno v Komentari.

DALSI TYPIZACE PROBIHA AZ PO INDIKACI PACIENTA K HSCT!!!

e Indikace k HSCT transplanta¢nim centrem — tabulka vedena transplanta¢nim koordinatorem UHKT
v elektronické verzi na sdileném disku M, komentovand na pravidelnych zasedanich interni
indikaéni komise UHKT pro dospélé pacienty UHKT a spolupracujicich center a tzv. waiting list
détskych pacientll KDHO FN Motol.

Poznamka: Pokud nejsou dostupni Zzadni pfibuzni (sourozenci, rodice, déti), typizace neni provedena, dokud

neni pacient indikovan k HSCT.

2 PACIENT INDIKOVANY K HSCT OD HLA SHODNEHO SOUROZENCE

2.1 Typizace pacienta

Konfirmace vysledku z nezdvislého primarniho vzorku v lokusech HLA-A, -B, -C, -DRB1,- DQB1 a -DPB1
minimalné na drovni low resolution (LR), standardné ale na high resolution (HR). (Pokud byly do
laboratofe jiz doddny dva nezdvislé nabéry a vyizolovana DNA v dostatecné kvalité, provadi se
genotypizace z téchto nabérl a neni tfeba dodavat do laboratore novy vzorek.)

Pokud byla provedena typizace HLA vsech testovanych lokusl na jiném pracovisti, provadi se
genotypizace HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQB1 a -DPB1 na urovni high resolution (HR) a konfirmace
predchozich vysledkl z jednoho primarniho vzorku. V takovém pripadé je mozné vydat vysledek na
urovni high resolution pouze v pfipadé, Ze jsou znamy vysledky predchozi typizace a jsou v souladu
s nasi typizaci. Neni-li spInén néktery z téchto bodd, je tfeba vyZzadat nezavisly primarni vzorek a ovérit
ziskané vysledky. Pokud predchozi vysledky nejsou znamy &i nebyl dodan druhy nezavisly vzorek pro
konfirmaci je mozZno vydat vysledky pouze na Urovni low resolution.

Genotypizace lokusu HLA-DQA1 (high resolution) se provadi pouze u dospélych pacienti UHKT, u jinych
pacientl na vyzadani klinického zadavatele.

Pokud je do laboratofe dodan z externiho pracovisté vysledek typizace high resolution ve vsech
testovanych lokusech, provedeme konfirmaci vysledki na Urovni high resolution (v urgentnich
pfipadech je minimalni poZadavek typizace na low resolution).

U détského pacienta je provedena rodinnd studie pacienta a pfibuznych darct (otec, matka,
sourozenci) pro stanoveni paternalnich a maternalnich haplotypU, pokud jsou vysledky rodinné studie
informativni.

Pokud jsou k dispozici rodice dospélého pacienta, ovéfujeme haploidentickou shodu se sourozencem
provedenim rodinné studie.
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2.2 Typizace sourozencli

e  Konfirmace vysledkl z druhého nezavislého nabéru v lokusech HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQB1 a -DPB1
minimalné na low resolution u vybraného sourozence shodného na urovnilow/high resolution. (Pokud
byly do laboratore jiz dodany dva nezavislé ndbéry a byla vyizolovdna DNA v dostatecné kvalité,
provadi se genotypizace z téchto nabérl a neni tfeba dodavat do laboratofe novy vzorek.)

e Pokud byla provedena typizace HLA vSech testovanych lokusi na jiném pracovisti, provadi se
dotypizovani a konfirmace predchozich vysledk( z jednoho primarniho vzorku. Postup konfirmace je
identicky jako u pacienta (viz bod 2.1).

e  Genotypizace lokusu HLA-DQAL1 se provadi pouze u darct dospélych pacientt UHKT, u jinych darcl na
vyzadani klinického zadavatele.

e Urceni miry genotypové shody HLA mezi pacientem a vSemi pro néj testovanymi darci.

2.3 Konfirmace pred HSCT

e Pokud genotypizace pacienta nebo darce indikovaného k HSCT neprobéhla ze dvou vzijemné
nezavislych primarnich vzork(l, je tfeba pfed HSCT vyZadat nezavisly primarni vzorek. Z tohoto
nezavislého vzorku je provedena konfirmace vSech lokustd minimalné na low resolution.

3 PACIENT INDIKOVANY K HSCT OD NEPRIBUZNEHO DARCE

3.1 Typizace pacienta

e  Genotypizace pacienta dle postupu popsaném v kapitole 2.1.

e  Genotypizace lokusu HLA-DQA1 (high resolution) u dospélych pacientd UHKT, u jinych pacientdl na
vyzadani klinického zadavatele.

e  Odeslani vysledk( do registru nepribuznych darcl pro vyhledani nepfibuzného darce.

3.2 Predikce imunogenicity neshod v HLA-DPB1 lokusu

e Dle genotypu pacienta a vysledkl darcl v lokusu HLA-DPB1 (pokud jsou dostupné) z dodanych vypist
z registru je provedena predikce imunogenicity v DPB1 lokusu dle postupu popsaném v kapitole 1.

e Vysledky jsou odeslany transplantacnimu koordinatorovi a klinickym zadavatelem je wvybran
nejvhodnéjsi darce.

3.3 Typizace vybraného nepfibuzného darce

e  Qvéfeni a upresnéni vysledku typizace z registru nepfibuznych darc lokusd HLA-A, -B, -C, -DRB1, -
DQB1, -DPB1 na high resolution (HR). Genotypizace lokusu HLA-DQA1 u nepfibuznych darct dospélych
pacientl UHKT, u jinych pacientl na vyzadani klinického zadavatele.

e  Urceni miry genotypové shody HLA mezi pacientem a vSemi pro néj testovanymi darci.

e  KIR genotypizace u darct dospélych pacientd UHKT dle postupu popsaném v kapitole 1, u darcd jinych
pacientd na vyzadani klinického zadavatele.
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3.4 Konfirmace pied HSCT

Pokud genotypizace pacienta indikovaného k HSCT neprobéhla podle kapitoly 2.1 ze dvou vzajemné
nezavislych primarnich vzorkl, je tfeba prfed HSCT vyzadat nezdvisly primarni vzorek. Z tohoto
nezavislého vzorku je provedena konfirmace vsech lokusi minimalné na low resolution (LR),
standardné ale na high resolution (HR).

Konfirmace vysledkl nepfibuznych darcl vsSech lokusd minimalné na urovni low resolution
z nezavislého nabéru spolecného pro konfirmaci HLA a stanoveni informativity pro monitorovani
chimerismu.

4 PACIENT INDIKOVANY K HAPLOIDENTICKE HSCT

4.1 Typizace pacienta

Genotypizace pacienta dle postupu popsaném v kapitole 2.1.

4.2 Typizace pfibuznych darci pro haploidentickou HSCT

Genotypizace vSech dostupnych sourozenc(, rodic¢l a déti, ktefi mohou byt potencidlnimi darci HSCT
v lokusech HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQB1, -DPB1 minimalné na Urovni low resolution (LR). U dospélych
pacientd z UHKT genotypizace také v lokusu HLA-DQA1, u jinych pacientd na vyzadéni klinického
zadavatele.

Urceni miry genotypové shody HLA mezi pacientem a vSemi pro néj testovanymi darci (ve vétsiné
pfipadl provedeno jiz v prvnim kroku typizace pacienta a pribuznych darca).

KIR genotypizace u darct dospélych pacientt UHKT dle postupu popsaném v kapitole 1, u darcd jinych
pacientd na vyzadani klinického zadavatele.

Po rozhodnuti indikaéni komise dotestovani a konfirmace vybraného pribuzného darce dle postupu
v kap. 2.2.

U potencidlné haploidentickych sourozenc(, ktefi byli vybrani jako vhodni darci je tfeba provést
ovéreni haploidentické shody vysetfenim jejich rodic¢li a stanovenim haplotypt

4.3 Konfirmace pred HSCT

Pokud genotypizace pacienta nebo darce indikovaného k HSCT neprobéhla ze dvou vzajemné
nezavislych primarnich vzorkl, je tfeba prfed HSCT vyzadat nezavisly primarni vzorek. Ztohoto
nezavislého vzorku je provedena konfirmace vSech lokust na high resolution (u darcli, pokud byla
z prvniho nabéru provedena typizace na HR, postaci provést konfirmaci na low resolution).

5 POZADAVKY NA NABERY PRO HSCT v UHKT / KDHO FN MOTOL

5.1 P¥i stanoveni diagnosy potencialné indikované k HSCT

e  Prvni ndbér pacienta: 1x 2-10 ml periferni krve v EDTA
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Periferni krev se odebira v mnozstvi 2 ml do protisrazlivého roztoku EDTA, pfipadné ACD. Je nutné
dostateéné mnoiZstvi jadernych bunék v krvi p¥i ndbéru (min. 1,5 x 10%/I leukocytd, pfi nizsim poctu
leukocytl je tfeba odebrat vétsi mnoZstvi krve, cca 10 ml).

Krev v EDTA je mozZno skladovat pfti 2-8 °C az 10 dni.

Kazda zkumavka musi byt nalezité oznacena identifikacnimi udaji vySetfované osoby, datem a
¢asem nabéru.

Druhy NEZAVISLY nabér pacienta: 1x 2-10 ml periferni krve v EDTA

Druhy den nebo pfi nasledujici navétévé. POUZE V PRIPADE, ZE HROZI EXTREMNI SNIZENI POCTU
JADERNYCH BUNEK V KRVI, LZE PROVEST DRUHY NABER VE STEJNY DEN S NOVOU IDENTIFIKACI
PACIENTA A S JASNYM ROZLISENIM NABEROVYCH ZKUMAVEK.

Pozadavky na odebirany material stejné jako u prvniho nabéru.

Nabér sourozenci a dalSich pfimych pFibuznych (rodice a déti pacienta — pokud jsou dostupni):
1x 2 ml periferni krve v EDTA

Pozadavky na nabirany materidl stejné jako u pacienta.

5.2 P¥i indikaci pacienta k pfibuzenské HSCT

Druhy NEZAVISLY nabér vybraného pribuzného darce: 1x 2 ml periferni krve v EDTA

Pozadavky na odebirany material stejné jako u pacienta.

Neni pozadovan zadny dalsi nabér pacienta

V ptipadé, Ze byly provedeny dva nezavislé ndbéry pacienta pfi stanoveni diagnosy a izolovana DNA
ma dostatecnou koncentraci a kvalitu, je typizace provedena z téchto DNA.

5.3 P¥i indikaci pacienta k nepfibuzenské HSCT

Konfirmaéni NEZAVISLY nabér vybraného neptibuzného darce: 1x 2 ml periferni krve v EDTA
Pozadavky na odebirany material stejné jako u pacienta.

Neni pozadovan Zadny dalsi nabér pacienta

V pripadé, Ze byly provedeny dva nezavislé nabéry pacienta pfi stanoveni diagnosy a izolovana DNA
ma dostatecnou koncentraci a kvalitu, je typizace provedena z téchto DNA.

Dodani vzorkd nepfibuznych darct fesi transplantaéni koordinator.

6 POZADAVKY NA VZORKY NEPRIBUZNYCH DARCU Z REGISTRU

6.1 Dotestovani vybraného darce z registru

1x 2 ml periferni krve v EDTA

6.2 Konfirmace HLA a stanoveni chimerismu — informativita darce pfed HSCT

1x 10 ml periferni krve v EDTA
jeden spolecny vzorek se dvéma Zadankami souc¢asné s materialem k prevodu
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