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1 UvoD

Oddéleni molekularni genetiky je ve struktuie Ustavu hematologie a krevni transfuze (UHKT) samostatnym
oddé&lenim v ramci Vyzkumného Useku a je souéasti Komplementu laboratofi UHKT (zdravotnicka laboratof
¢. 8081, kontinualné obhajujici nezavislé a nestranné posouzeni odborné zptisobilosti dle normy CSN EN ISO
15189, jejiz aplikaci ovéfuje Cesky institut pro akreditaci). VySetfovaci metody v rozsahu akreditace jsou
definovany prilohou Osvédceni o akreditaci v aktudlni verzi. Tyto metody maiji ptiznany flexibilni rozsah
akreditace, o nichZ je zadavatel informovan prostrednictvim webovych stranek (www.uhkt.cz). Zde je k
dispozici aktudlni Osvédceni o akreditaci, Seznam c¢innosti provadénych v ramci flexibilniho rozsahu a dale
v pfiloze Osvédceni o akreditaci je uveden stupen volnosti kazdého vysSetfeni, v samostatném oddilu i
upresnéni rozsahu akreditace.

K zajisténi trvalé dostupnosti a integrity uchovanych vzorkul a zaznamu pacientl v pfipadé uzavreni, akvizici,
nebo fluze laboratore bude uzaviena dohoda s partnerskou spolecnosti, ktera prevezme veskeré zavazky
souvisejici s uchovanim vzork( biologického materialu a papirové ci elektronické dokumentace.

Hlavni odbornou ¢innosti Oddéleni molekularni genetiky je molekuldrni monitorovani minimalni rezidudlni
nemoci (MRN) u pacientl s onemocnénim chronické myeloidni leukémie (CML) a Ph+ akutni lymfoblastové
leukémie (ALL). Oddéleni molekularni genetiky organizuje mezilaboratorni porovnavani zkousek, slouzi jako
Skolici pracovisté, poskytuje konzultacni sluzby a zabyva se i vyzkumnou ¢innosti.

2 VSEOBECNE INFORMACE O LABORATORI

2.1 Zakladni informace o laboratofi

Nazev organizace: Ustav hematologie a krevni transfuze
Adresa organizace: U Nemocnice 1/2094, 128 00 Praha 2
web: www.uhkt.cz

ICO: 00023736

Nazev laboratofe: Oddéleni molekularni genetiky

Adresa a umisténi: U Nemocnice 2094/1, Praha 2, PSC 128 00,

budova C, 1. nadzemni podlazi, mistnosti ¢. C 151-C 186

budova C, 1. podzemni podlazi, mistnosti ¢. CS 17, CS 22, CS 29, CS 34

Vedouci laboratore: doc. Mgr. Katefina Machova Poldkova, Ph.D.
Telefon: 221977 181
FAX: 221977 371
E-mail laboratore: katerina.machova@uhkt.cz
portale SMK
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Provozni doba laboratore: 8.00-16.00 hodin (pracovni dny, pondéli az patek)

2.2 Zaélenéni laboratofe v organizaéni strukture UHKT a vedeni laboratore
Oddéleni molekularni genetiky je sou¢asti Komplementu laboratofi UHKT.

2.3 Zaméreni laboratore

Laborator se zabyva molekularné-genetickymi analyzami vzorkd krve, kostni diené, eventuelné jiného
biologického materidlu pacientli prevainé s chronickou myeloidni leukémii a Ph-pozitivnimi akutnimi
leukémiemi. Vétsina analyz je zaloZena na rliznych typech vysetfeni polymerazové fetézové reakce (PCR),
a na dalsi praci s PCR produkty (sekvenovani). Laboratof provadi zakladni molekuldrné-geneticka vysetreni,
potfebnd pro diagnostiku, prognostiku a sledovani minimalniho rezidudlniho onemocnéni u vybranych
onkohematologickych onemocnéni. Rovnéz vyzkumna ¢innost se tyka uvedenych onemocnéni.

v s v

2.4 Organizace laboratore, vnitini ¢clenéni a pfistrojové vybaveni

Vsichni pracovnici laboratofi maji vymezené odpovédnosti a pravomoci a jsou definovany instancni vztahy
pracovnikd. Pracovnici prochazeji systémem kontinudlniho vzdélavani a podléhaji dozoru priméreného
jejich zkuSenostem a odpovédnostem. Vedeni laboratofe odpovida za vytvareni a zajistovani takovych
technickych zdrojq, které jsou nezbytné k zabezpeceni poZzadované kvality provadénych vysetreni.

Vedouci laboratore: doc. Mgr. Katefina Machova Polakova, Ph.D., Katerina.Machova@uhkt.cz

Technickd vedouci: Mgr. Hana Zizkova. Ph.D., Hana.Zizkova@uhkt.cz

Zastupce technické vedouci: Mgr. Vaclava Polivkova, Ph.D., Vaclava.Polivkova@uhkt.cz
Telefon: 221 977 221, 221 977 397, 221 977 181

Laborator ma k dispozici prostory striktné rozdélené na praci v pre-PCR a post-PCR zéné, tak aby nemohlo
dojit ke kontaminaci PCR produkty. Tyto zdny jsou jednoznacné definované prostorové a barevné.

Vsechny pfistroje a pomlcky, jejichz vystupy mohou ovlivnit vysledky provadénych vysetfeni, podléhaji
pravidelnym kalibracim, validacim nebo ovérenim.

2.5 Spektrum nabizenych vysetfeni

Diagnostické vysetieni BCR::ABL1 (fusion gene: breakpoint cluster region — abelson) -
NRL_03_SOP_14 01

Vysetieni hladiny transkriptu BCR::ABL1 -NRL_04_SOP_14 01a13100_SOP_21 01
VysetFeni mutaci v kindzové doméné BCR::ABL1 -NRL_04_SOP_14 01 a 13100 _SOP_19 01
Vysetfeni panelu 28 fuznich genli metodou real-time RT-PCR — 13100_SOP_21_02

Oddéleni molekuldrni genetiky nevyuziva sluzeb jinych laboratofi pro provadéni nabizenych vysetreni.
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Stranka 3z 15


file://synology4/komplement/DokumentaceLaboratori/
mailto:Katerina.Machova@uhkt.cz
mailto:Hana.Zizkova@uhkt.cz
mailto:Vaclava.Polivkova@uhkt.cz

Laboratorni pfirucka é U h kt

Oddéleni molekularni genetiky 13100_LP_15_01

3 ODBER PRIMARNICH VZORKU
3.1 Pokyny pro ziskavani vzorkl pacienta

Periferni krev a kostni dren se standardné odebira do protisrazlivého roztoku EDTA, pripadné ACD. Nelze
pouzit vzorky odebrané do heparinu (heparin inhibuje PCR reakce, vySetfeni tedy nelze provést z takto
odebranych vzorka).

Pfesné pozadavky na mnozstvi odebiraného materidlu je pro jednotliva vySetreni v kapitole INFORMACE K
NABIZENYM VYSETRENIM

Kazda zkumavka se vzorkem musi byt nalezZité oznacena identifikacnimi Gdaji vySetfované osoby. Vzorky s
fadné vyplnénou Zadankou (viz kapitola 3.2) musi byt dodany na Oddéleni molekularni genetiky, budova C,
pfizemi.

Pokyny pro ptipravu pacienta

Odbér periferni krve ani kostni dfené pro provadéna vysetfeni nevyZaduje zvlastni pfipravu pacienta pred
odbérem. Specifikace jsou uvedeny u jednotlivych vy$etfeni v kapitole INFORMACE K NABIZENYM
VYSETRENIM v &asti Platnost postupu/faktory ovliviiujici vy$etieni.

3.2 Pokyny pro vyplnéni Zzadanky

Ke kazdému provedenému odbéru je tfeba dodat fadné vyplnénou Zadanku o vySetfeni. Tu je mozné najit
na internetovych strankach www.uhkt.cz.

Na Zadance musi byt nalezité identifikovan lékar opravnény indikovat vysetreni (véetné adresy klinického
adatele a jeho telefonniho, ev. e-mailového spojeni). Zadanka musi obsahovat jednozna¢nou identifikaci
vysSetfované osoby, véetné Cisla zdravotni pojistovny a ¢iselného oznaceni diagndz, a udaj o datu a pfip.
¢asu odbéru primarniho vzorku.

3.3 Informovany souhlas s vysetienim

Veskera vysetreni lze provést pouze na zakladé informovaného souhlasu pacienta. PoZadavky na obsah
informovaného souhlasu pro genetickd vy$etieni jsou specifikovdna odbornou spoleénosti SLG CLS JEP.

Informované souhlasy pro provadéna vysetfeni je mozné najit na internetovych strankach www.uhkt.cz. K
vySetfeni je mozné prijmout vzorek s informovanym souhlasem dle vzoru zadavatele, pokud obsahuje
véechny potfebné tdaje dle pozadavk( SLG CLS JEP.

Pokud neni k Zadance pfiloZzen informovany souhlas pacienta nebo jeho kopie, je tfeba vyznacit na Zadance
poZadované nakladani se vzorkem po vysetieni dle aktualniho informovaného souhlasu pacienta. Zadavajici
|ékar je zodpovédny za prenos spravné informace o nakladani se vzorkem od pacienta do laboratore.

Il POKUD PACIENT NESOUHLASi S UCHOVANIM VZORKU, PRIPADNE JEHO DALSIM VYUZITIM PRO
VEDECKE UCELY, JE TREBA NA ZADANCE ZASKRTNOUT ,,NE“ V PRISLUSNEM RADKU!!!
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3.4 Odvolani informovaného souhlasu s uchovanim vzorku

Zadavatel zodpovida za predani informaci laboratofi v pripadé, Zze dojde k odvolani informovaného
souhlasu pacienta v souvislosti s uchovanim vzorku.

3.5 Pokyny pro ¢innosti pfi odbéru
Pti provedeni odbéru musi byt splnény tyto pozadavky:

e Qvéreni totoZnosti pacienta
e Qvéreni, Ze pacient splnil poZadavky pred vySetfenim
e  Musi byt proveden zaznam o totoznosti osoby, kterd primarni vzorek odebrala, datum a ¢as odbéru

3.6 Dodani vzorki do laboratofe a podminky transportu

Vzorek musi byt pro prepravu zabezpecCen tak, aby nemohlo dojit k rozliti, potfisnéni biologickym
materidlem nebo jinému znehodnoceni vzorku.

Vzorek periferni krve/kostni dfené by mél byt dorucen do laboratore co nejdfive po jeho odbéru. Maximalni
doba uchovani a transportu vzorkd periferni krve/kostni dfené je dva dny od nabéru. Neni zapotrebi
zvlastnich opatreni pro transport, vzorek se pouze nesmi vystavit zahfati (napr. vystaveni slunci, drzeni v
ruce apod.) a teplotdm pod bodem mrazu. Presahuje-li doba od nabéru 3 hodiny, je vhodné jej
transportovat pfi 4 °C. Pfi této teploté je mozné jej skladovat az 2 dny. Transport vzorku zajistuje zadavatel
a odpovida za néj. Laborator nekontroluje hodinu odbéru. Systém vnitfni kontroly vySetfovanych vzork( je
totiz na laboratofti nastaven tak, aby odhalil pochybeni v kvalité vySetfovaného materialu.

Ke kazdému dodanému vzorku je tfeba dodat radné vyplnénou Zadanku o vySetfeni (viz kapitola
Informovany souhlas s vySetfenim).

Vzorky jsou pfijimany v provozni dobé laboratofe, a to v pracovni dny v ¢ase 8.00-16.00 hodin.
MozZné chyby pfi skladovani a transportu:

e pouziti nevhodné zkumavky

e pouziti nespravného protisrazlivého Cinidla

e nedostate¢né oznaceni zkumavek s materidlem

e potfisnéni zkumavky s materidlem (anebo privodni Zadanky) krvi
e vystaveni vzorku teplu, pfimému slune¢nimu svétlu, nebo mrazu

3.7 Zakladni informace k bezpecnosti pfi praci se vzorky

Obecné zdasady strategie bezpecnosti prace s biologickym materidlem vychazeji z pfislusnych pravnich
predpisti a smérnic, tj. predeviim z vyhlasky Mz CR €& 195/2005 Sb. a jejich piiloh, kterou se upravuiji
podminky predchazeni vzniku a Sifeni infekénich onemocnéni a hygienické poZadavky na provoz
zdravotnickych zafizeni. VSichni zaméstnanci jsou povinni postupovat pfi vySetfovani pacientl tak, aby
nedochazelo ke vzniku a Siteni nozokomialnich ndkaz ve smyslu pfislusnych ustanoveni této vyhlasky.

portdle SMK
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Na zakladé této vyhlasky byly stanoveny tyto zasady pro bezpecnost prace s biologickym materidlem:

e Kazdy vzorek krve je nutné povaZzovat za potencialné infekéni.
e Zadanky ani vn&jsi strana zkumavky nesmi byt kontaminovany biologickym materidlem — toto je
dlvodem k odmitnuti vzorku.

Vzorky jsou prepravovany v uzavienych zkumavkach, které jsou vloZzeny do stojanku nebo prepravniho
kontejneru tak, aby béhem prepravy vzorku do laboratofe nemohlo dojit k rozliti, potfisnéni biologickym
materialem nebo jinému znehodnoceni vzorku.

4 ZPRACOVANI PRIMARNICH VZORKU PRED DODANIM DO LABORATORE

Do laboratofe mohou byt pfijimany i vzorky, které byly pfipraveny z primarniho vzorku v jiné laboratofi. K
takovym vzorkim je tfeba dodat Zadanku na vySetfeni od zadavatele a soucasné radné vyplnénou
PRUVODKU VZORKU. Typy vzork(, které lze pfijimat pro jednotlivd vysetieni, jsou uvedeny v kapitole
INFORMACE K NABIZENYM VYSETRENIM v &asti Typy vzork(, které Ize pro vysetfeni pouZit.

Formulai PRUVODKA VZORKU je mozné najit na internetovych strankach www.uhkt.cz. Véechny nadobky
se vzorky pripravenymi v jiné laboratofi musi byt oznaceny minimalné identifikacnimi Udaji uvedenymi v
PRUVODCE VZORKU. Znaceni zpracovanych vzorkd musi byt jednoznaéné, aby nemohlo dojit k zaméné s
jinymi vzorky.

5 FAKTORY OVLIVNUJICi VYSETRENI

Predpokladem uspésného vysetieni primarniho vzorku je pfitomnost dostatecného mnoiZstvi jadernych
bunék v periferni krvi odebirané osoby. PoZadavek dostate¢nosti jadernych bunék plati i pro primarni
vzorky kostni dfené. V pripadé hypocelularity periferni krve ¢i kostni dfené (zejména v raném obdobi po
alHSCT a v prlibéhu chemoterapie) je Zadouci odebrat vétsi mnoZstvi primarniho vzorku prislusné tkané,
neZ je vyse uvedeno.

6 KRITERIA PRO PRIJETI A ODMITNUTI VZORKU

Do laboratofe mohou byt prijaty pouze vzorky, které splfuji vyse uvedena kritéria. Prehled postupu pfi
nesplnéni téchto kritérii uvadi nasledujici tabulka.

Nesoulad v zakladnich identifikacnich znacich pro
pridéleni Zadanky ke vzorku biologického » Lo . o
o ” , . - - material neni pfijat k dalSimu zpracovani
materialu (jméno a pfijmeni pacienta, rodné Cislo

pacienta nebo cislo pojistky pacienta)

Je porusen obal (¢ast materidlu vytekla pfi » . . L
—> materidl neni pfijat k dalSimu zpracovani
transportu apod.)

Neni spravné proveden odbér -> materidl neni pfijat k dalSimu zpracovani
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Zadanka neni Fadné vyplnéna (schazi nékteré
povinné udaje (diagndza, ICP ordinujiciho Iékafe, | - biologicky material je pfijat
odbornost)

Ve zvlast vyjimecnych pripadech (napf. z divodu vitalni indikace) lze vzorky potfisnéné biologickym
materidlem ¢i vzorky s mensim neZ doporu¢enym mnozZstvim materidlu vysetfit. Pracovnik prejimajici
takové vzorky o tomto neprodlené informuje oSetfujiciho lékare. Pouze na vyslovnou Zadost Iékare, ktery
vySetfeni poZaduje, budou tyto vzorky vysetfeny. VySe uvedené skutecnosti budou zaznamenany v
komentatri a Protokolu o vysledku vysetreni.

Za zavazné se vidy povazuji Udaje uvedené na stitku vzorku. O odmitnuti vadnych (koliznich) primarnich
vzork( je v laboratofi veden zdznam.

PFi pfijimani nového odbéru u dfive odmitnutych vzorku je nutno, aby zadavatel zaslal novou Zadanku.

7 ODBORNE KONZULTACE

V pfipadé potreby jsou zakaznikdm poskytovany dalsi konzultace a navody v odborné oblasti souvisejici s
provadénymi ¢innostmi.

Pracovnici Oddéleni molekularni genetiky nekomunikuji pfimo s pacienty. Vysledky provadénych vysetreni
jsou preddvany pfimo osetrujicimu |ékati (zdkaznikovi), ktery je rovnéz zodpovédny za dalsi komunikaci s
pacientem.

Zasadni informace a konzultace k provadénym vysetienim podava predevsim vedeni laboratore. Informace
ke klinickym interpretacim provadénych vysetieni jsou v kompetenci prislusnych Iékafl. Informace tykajici
se technickych detail(, predevsim preanalytické faze —tj. zplsobu odbéru, transportu vzorkd apod. podavaji
vsichni opravnéni pracovnici.

Vedouci laboratofe je dostupny v laboratofi (tel. 221 977 181).
8 RESENI STIZNOSTI
Stiznosti mohou byt adresovany na vedeni laboratore, pripadné dalsi pracovniky. Neni-li stiznost k praci

laboratore adresovana pfimo vedoucimu laboratore, fesi ji pracovnik, ktery ji pfijal, a informuje vedouciho
laboratore. Vysledek a zplsob feseni je evidovan. Vidy je nutné jednat s dostate¢nou vstficnosti.

Drobné pfipominky k praci laboratore prijima a okamzité resi kterykoliv pracovnik laboratore a nasledné
informuje svého nadtizeného. Vytizovani vSech ostatnich stiznosti je véci vedouciho laboratore. Postup se
Fidi SR-UHKT VyFizovani stiznosti.

Zameéstnanci oddéleni jsou vazani prfisnou mlcenlivosti, cti prava stéZzovatelli a regulacnich organd.
TotozZnost zdroje stiznosti zlstava vidy uchovavana v tajnosti a bez pisemného souhlasu nemuze byt

portdle SMK
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prolomena. Prosetfovdni a Feseni stiznosti nesmi vést k diskriminaénim opatfenim. Re$eni stiznosti
provadéji nebo prezkoumavaiji a schvaluji osoby, které nejsou zapojeny do dané stiznosti. Pokud to zdroje
neumozni, nesmi zadny alternativni pfistup ohrozit nestrannost.

9 OCHRANA INFORMACI

Vsichni pracovnici laboratore jsou si védomi povinnosti zachovavat mlcenlivost o veskerych informacich
ziskanych v pribéhu poskytovani sluzby a své povinnosti chovat se tak, aby prava zakaznika a pacienta
nebyla poskozena.

Ochrana informaci se fidi platnymi pravnimi predpisy a vnitinimi predpisy UHKT. Pravidla pro zachovani
dlvérnosti informaci a ochranu elektronicky ukladanych dat jsou zavedena ve dvou Urovnich:

e Kazdy pracovnik se podpisem zavazku dlvérnosti a mléenlivosti zavazuje k milcenlivosti o
skutecnostech, o nichz se dozvédél v souvislosti s vykonem svého povolani s vyjimkou pfipadd, kdy
skutecnost sdéluje na zakladé oznamovaci povinnosti dle zvlastnich predpisu.

e V laboratofi jsou zavedena a dodriovdna systémova a technickd opatfeni pro zabezpecleni
dlvérnosti informaci, predevsim ochrana pisemnych i elektronickych dokument( pomoci fizeného
pristupu se specifickymi opravnénimi pro jednotlivé skupiny pracovnika.

e Zaméstnanci pracuji v souladu s nastavenymi predpisy v oblasti GDPR.

10 INFORMACE K NABIiZENYM VYSETRENIM

Veskery material, ktery je doddn do laboratore, se zpracovava co mozno nejdfive s prihlédnutim na pracovni
postupy jednotlivych vysetreni. Vysledky se po kontrole odpovédnym pracovnikem vydavaji v pisemné
formé&, na oddélenich klinického Useku UHKT jsou k dispozici v elektronické formé, jakmile jsou
kontrolujicim uvolnény v UNISu. V pripadé telefonického sdéleni vysledku provede opravnéna osoba
laboratore zaznam. Zaznamena datum, cas, kdo vysledek ohlasil a komu byl vysledek ohlasen.

V pripadé, Ze byl prijat vzorek nesplnujici kritéria pro prijem vzorku ale jedna se oklinicky vyznamny, kriticky,
nebo nenahraditelny biologicky material), musi byt ve vysledkovém listu po zvazeni rizik pro bezpecnost
pacienta uvedenatato skutec¢nost a pripadné doporucena opatrnost pfi interpretaci téch vysledkd, které
mohou byt ovlivnény.

Komplement laboratofi zpfistupni prislusSné informace k nabizenym vySetfenim pacientovi a jakémukoli
jinému poskytovateli zdravotnich sluzeb na zakladé Zadosti pacienta, nebo na Zadost poskytovatele
zdravotnich sluzeb, ktery jedna jménem pacienta.
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10.1 Diagnostické vySetieni BCR::ABL1
10.1.1 Princip

Chronickd myeloidni leukémie je charakterizovdna chromozomalni translokaci t(9;22)(q34;q11), kterd na
molekuldrni Grovni dava vznik fiznimu genu BCR::ABL1. Ke Stépeni genu BCR dochdazi v nékolika oblastech.
Nejcastéji je to oblast major (M-BCR), dale pak oblast minor BCR (m-BCR) a oblast mikro (u-BCR).

Pti diagnostickém vysetfeni je tfeba a) potvrdit pfitomnost transkriptu BCR::ABL1, b) urcit typ prestavby.
To je nutné pro vybér primert a proéb, s jejichZ pouzitim je v pribéhu lIécby hladina transkriptu fuzniho genu
BCR::ABL1 monitorovana.

Metodu Ize tedy pouZit k priikazu exprese variant fuzniho genu BCR::ABL1 pro Ucely stanoveni diagndzy.
10.1.2 Platnost postupu/faktory ovliviujici vysetieni

Postup lze uzit pro primarni vzorky nesrazlivé periferni krve nebo kostni dfené a zpracované vzorky (lyzat
leukocytd, celkova RNA, cDNA).

Pro spolehlivou detekci transkriptu BCR::ABL1 je nutnd intaktni RNA. Proto vzorky periferni krve (kostni
drené) musi byt odebirdny a transportovany tak, aby nedochazelo k odumirani bunék a nebyly zahdjeny
degradacni procesy (v chladu, nikoli zmrazeny). Vzorky jsou zpracovdvany maximalné 3. den po odbéru.

Vzorky periferni krve (kostni dfené) musi byt odebirdny do protisrazlivého Cinidla (nejlépe EDTA nebo
citratové antikoagulans, napf. ACD, neni doporucen heparin!), které zabezpecuje dlouhou Zivotaschopnost
leukocytl a zamezuje degradaci vzorku. Nutnym predpokladem uUspésného vysetreni primarniho vzorku je
pfitomnost dostatecného mnozZstvi Zivych bunék (leukocytl). V pripadé periferni krve je pozadovano
mnozstvi 5-10 ml, které by mélo zajistit nejméné 2x107 leukocytl pro analyzu.

Validni vysledek vySetfeni neni garantovan, pokud byl vzorek odebran po zahajeni [éCby.
Informace Ize ziskat na telefonnich ¢islech 221 977 221, 221 977 181, 221 977 397.

Primarni a zpracované vzorky jsou na Oddéleni molekuldrni genetiky zna¢eny a uchovany dle platnych
internich predpisu.

10.1.3 Typy vzorkQ, které Ize pro vysetfeni pouZit
Primarni vzorky:

e Periferni krev
e Kostni dren

Zpracované vzorky:

o Lyzat leukocytl
e Celkova RNA
e cDNA

portdle SMK
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10.1.4 Doba vydani vysledku
BéZna doba: 10 dni od dodani vzorku
Statim: 2 dny od dodani vzorku

Uvedeny pocet dni znamena pocet pracovnich dni od dodani primarniho vzorku (odebraného dle této LP) s
fadné vyplnénou Zadankou do laboratore do data uvolnéni vysledku.

10.2 Vysetieni hladiny transkriptu BCR::ABL1
10.2.1 Princip

Metoda se pouzivd ke stanoveni mnoiZstvi transkriptl BCR::ABL1 (varianty major; MBCR::ABL1 nebo
varianty minor; mBCR::ABL1) v periferni krvi nebo kostni dreni pacientl s chronickou myeloidni leukemii
(CML) nebo Ph+ akutni lymfoblastickou leukemii (Ph+ ALL). U téchto pacientl je moZino pomoci
monitorovani hladiny transkriptl BCR::ABL1 sledovat priibéh onemocnéni.

Pro vySetieni je pouzivdna metoda real-time RT-PCR (NRL_04_SOP_14_01) umoZnujici presnou kvantifikaci
amplifikacnich produktl a to, jak fuzniho genu BCR::ABL1, tak kontrolniho genu, na ktery je mnoZstvi
produktu fuzniho genu normalizovano. Vysledky jsou vydavany v mezinarodni stupnici (IS).

Dale je mozné pouzit metodu digitalni PCR umoZiujici velice citlivou a pfesnou absolutni kvantifikaci, ktera
je vhodnda zejména pro monitorovani pacientll v hlubokych molekularnich odpovédich, u kterych je
vysazovana lécba inhibitory tyrozinovych kinaz.

10.2.2 Platnost postupu/faktory ovliviiujici vysetieni

Postup lze uZit pro primarni vzorky nesrazlivé periferni krve nebo kostni dfené a zpracované vzorky (lyzat
leukocytd, celkova RNA, cDNA).

Pro spolehlivé vysetieni hladiny transkriptu BCR::ABL1 a uréeni mutaci v kindzové doméné BCR::ABL1 je
nutna intaktni RNA. Proto vzorky periferni krve (kostni dfené) musi byt odebirany a transportovany tak, aby
nedochazelo k odumirani bunék a nebyly zahajeny degradacni procesy (v chladu, nikoli zmraZeny).

Vzorky periferni krve (kostni dfené) musi byt odebirdny do protisrazlivého cinidla (nejlépe EDTA nebo
citratové antikoagulans, napf. ACD, neni doporucen heparin!), které zabezpecuje dlouhou Zivotaschopnost
leukocytl a zamezuje degradaci vzorku. Nutnym predpokladem Uspésného vysetteni primarniho vzorku je
pritomnost dostateného mnoiZstvi Zivych bunék (leukocytl). V pfipadé periferni krve je poZadovano
mnozstvi 10 ml, které by mélo zajistit nejméné 2x107 leukocyt( pro analyzu.

Informace lze ziskat na telefonnich cislech 221 977 221, 221 977 397, 221 977 181.

Primdrni a zpracované vzorky jsou na Oddéleni molekularni genetiky znaceny a uchovany dle platnych
internich predpis0.
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10.2.3 Typy vzorka, které lze pro vySetfeni pouZit
Primarni vzorky:

e Periferni krev

e Kostni dfen
Zpracované vzorky:

o Lyzat leukocytl
e Celkova RNA
e cDNA

10.2.4 Doba vydani vysledku
Bé&Zna doba: 20 dni od dodani vzorku
Statim: 3 dny od dodani vzorku

Uvedeny pocet dni znamena pocet pracovnich dni od dodani primarniho vzorku (odebraného dle této LP) s
radné vyplnénou zddankou do laboratore do data uvolnéni vysledku.

10.3 Vysetfeni mutaci v kinazové doméné BCR::ABL1
10.3.1 Princip

Metoda se pouziva ke zjisténi bodovych mutaci v cDNA kodujici BCR::ABL1, které vedou k aminokyselinové
zaméné v tyrozinkinazové doméné fuazniho proteinu BCR::ABL1. Tyto mutace jsou jednim z
nejvyznamnéjsich mechanismG rezistence k cilené 1é¢bé pomoci tyrozinkindzovych inhibitorG (TKI) u
pacientld s chronickou myeloidni leukemii (CML), pfipadné BCR::ABL1 pozitivni akutni lymfoblastickou
leukemii (Ph+ALL) a akutni myeloidni leukemii (Ph+AML). Metoda umoZiuje zjiSténi typu mutace a uréeni
zastoupeni BCR::ABL1 transkriptu s mutaci z celkové hladiny BCR::ABL1 transkriptu. Detekce bodovych
mutaci kindzové domény BCR::ABL1 je zaloZena na sekvenacni analyze Useku cDNA kddujiciho kindzovou
doménu BCR::ABL1 a porovnani ziskané sekvence s referencni sekvenci.

10.3.2 Platnost postupu/faktory ovliviujici vysetieni

Postup lze uZit pro primarni vzorky nesrazlivé periferni krve nebo kostni dfené a zpracované vzorky (lyzat
leukocytd, celkova RNA, cDNA).

Pro spolehlivé vysetieni hladiny transkriptu BCR::ABL1 a urceni mutaci v kindzové doméné BCR::ABL1 je
nutna intaktni RNA. Proto vzorky periferni krve (kostni dfené) musi byt odebirany a transportovany tak, aby
nedochazelo k odumirdni bunék a nebyly zahajeny degradacni procesy (v chladu, nikoli zmrazeny).

Vzorky periferni krve (kostni dfené) musi byt odebirdany do protisrazlivého cinidla (nejlépe EDTA nebo
citratové antikoagulans, napf. ACD, neni doporucen heparin!), které zabezpecuje dlouhou Zivotaschopnost
leukocytl a zamezuje degradaci vzorku. Nutnym predpokladem uUspésného vysetreni primarniho vzorku je
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pfitomnost dostatecného mnozstvi Zivych bunék (leukocytl). V pripadé periferni krve je pozadovano
mnozstvi 10 ml, které by mélo zajistit nejméné 2x10’ leukocytl pro analyzu. Pokud si zadavatel 74da
soucasné vysetreni hladiny transkriptu BCR::ABL1 a vySetfeni mutaci v kindzové doméné BCR::ABL1, neni
pro toto vysetfeni nutné dodani vétSiho mnozstvi primarniho vzorku.

Informace Ize ziskat na telefonnich ¢islech 221 977 221, 221 977 181.

Primdrni a zpracované vzorky jsou na Oddéleni molekuldrni genetiky znaceny a uchovany dle platnych
internich predpisu.

10.3.3 Typy vzorkaQ, které Ize pro vysetfeni pouzit
Primarni vzorky:

e Periferni krev
e Kostni dren

Zpracované vzorky:

o  Lyzat leukocytl
o Celkova RNA
e cDNA

10.3.4 Doba vydani vysledku
BéZzna doba: 20 dni od dodani vzorku
Statim: 4 dny od dodani vzorku

Uvedeny pocet dni znamena pocet pracovnich dni od dodani primarniho vzorku (odebraného dle této LP) s
fadné vyplnénou Zadankou do laboratore do data uvolnéni vysledku.

10.4 Vysetieni panelu 28 fuznich genli metodou Real-time RT-PCR
10.4.1 Princip

Pro vysetfeni je pouzivdn HemaVision®-28Q CE IVD kit, ktery je uréeny pro kvalitativni skrinink 28
chromozomalnich translokaci, které jsou asociovany s chronickou a akutni leukémii. Vysetreni se tedy
pouziva k prikazu exprese fuznich genl uvedenych niZe pro ucely stanoveni diagndzy.

HemaVision®-28Q kit umoZniuje detekci nasledujicich 28 translokaci (fuzi):
t(1;11) (p32;923.3) (KMT2A-EPS15)
t(1;11) (921;G23.3) (KMT2A-MLLT11)
t(1;19) (g23;p13) (TCF3-PBX1)
t(3;5) (g25;934) (NPM1-MLF1)
t(3;21) (926;G22) (RUNX1-MECOM)

portdle SMK
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t(4;11) (921;923.3) (KMT2A-AFF1)

t(5;12) (933;p13) (ETV6-PDGFRB)

t(5;17) (935;921) (NPM1-RARA)

t(6;9) (p23;934) (DEK-NUP214)

t(6;11) (927;923.3) (KMT2A-AFDN)

t(8;21) (922;922) (RUNX1-RUNX1T1)

t(9;9) (g34;934) (SET-NUP214)

t(9;11) (p21.3;923.3) (KMT2A-MLLT3)

t(9;12) (q34;p13) (ETV6-ABL1)

t(9,22) (934;q11) (BCR-ABL1)

t(10;11) (p12;923.3) (KMT2A-MLLT10)

t(11;17) (923.3;921) (KMT2A-MLLT6)

t(11;17) (923;921) (ZBTB16-RARA)

t(11;19) (923.3;p13.1) (KMT2A-ELL)

t(11;19) (923.3;p13.3) (KMT2A-MLLT1)

t(12;21) (p13;922) (ETV6-RUNX1)

t(12;22) (p13;q11) (ETV6-MN1)

t(15;17) (924;921) (PML-RARA)

inv(16) (p13;q22) (CBFB-MYH11)

t(16;21) (p11;922) (FUS-ERG)

t(17;19) (g22;p13) (TCF3-HLF)

t(X;11) (913;923.3) (KMT2A-FOX04)
10.4.2 Platnost postupu/faktory ovliviujici vysetieni

Postup lze uzit pro primarni vzorky nesrazlivé periferni krve nebo kostni dfené.

Pro spolehlivou detekci transkriptu BCR::ABL1 je nutnd intaktni RNA. Proto vzorky periferni krve (kostni
drené) musi byt odebirany a transportovany tak, aby nedochazelo k odumirdni bunék a nebyly zahajeny
degradacni procesy (v chladu, nikoli zmrazeny). Vzorky jsou zpracovavany maximalné 3. den po odbéru.

Vzorky periferni krve (kostni dfené) musi byt odebirdny do protisrazlivého Cinidla (nejlépe EDTA nebo
citratové antikoagulans, napf. ACD, neni doporucen heparin!), které zabezpecuje dlouhou Zivotaschopnost
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leukocytl a zamezuje degradaci vzorku. Nutnym predpokladem Uspésného vysetteni primarniho vzorku je
pfitomnost dostatecného mnozstvi Zivych bunék (leukocytl). V pripadé periferni krve je poZadovano
mnozstvi 5-10 ml, které by mélo zajistit nejméné 2x10’ leukocyt( pro analyzu.

Validni vysledek vySetfeni neni garantovan, pokud byl vzorek odebran po zahajeni IéCby.
Informace Ize ziskat na telefonnich Cislech 221 977 221, 221 977 181, 221 977 397.

Primarni a zpracované vzorky jsou na Oddéleni molekuldrni genetiky znaceny a uchovany dle platnych
internich predpisu.

10.4.3 Typy vzorkQ, které Ize pro vysSetfeni pouzit
Primarni vzorky:

e Periferni krev
e Kostni dren

Zpracované vzorky:

o  Lyzat leukocytl
e Celkova RNA

10.4.4 Doba vydani vysledku
BéZnd doba: 5 dni od dodani vzorku
Statim: 2 dny od dodani vzorku
Uvedeny pocet dni znamena pocet pracovnich dni od dodani primdrniho vzorku (odebraného dle této LP) s
radné vyplnénou zddankou do laboratore do data uvolnéni vysledku.
11 ZBYTKOVA RIZIKA
Laboratof si je védoma existence zbytkovych rizik, ktera se pokusila snizit na minimum. Zbytkova rizika jsou
dostupna v laboratofi na pozadani, pokud je to relevantni v ramci daného vysetreni.
12 SOUVISEJiCi DOKUMENTACE
PRIRUCKA KVALITY PRO KOMPLEMENT LABORATORI PRO CSN EN ISO 15 189:
SMJ_PK_15_01
STANDARDNI OPERACNI POSTUPY:
NRL_03_SOP_14 01
NRL_04_SOP_14_01

13100_SOP_19_01
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13100_SOP_21 01

13100_SOP_21_02

Privodka vzorku F_SMJ_88

Zadanky

13 Rozdélovnik

Cislo vytisku | UloZeni
1 Portal SMK
2. WEB UHKT
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