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Oddéleni genomiky je ve struktufe Ustavu hematologie a krevni transfuze (UHKT) samostatnym oddélenim
v rdmci Vyzkumného Useku a je soucasti Komplementu laboratofi UHKT (zdravotnicka laboratof ¢. 8081,
kontinudlné obhajujici nezavislé a nestranné posouzeni odborné zplisobilosti dle normy CSN EN 1SO 15189,
jejiz aplikaci ovétuje Cesky institut pro akreditaci). VySetfovaci metody v rozsahu akreditace jsou definovany
prilohou Osvédcéeni o akreditaci v aktualni verzi. Tyto metody maji pfiznany flexibilni rozsah akreditace, o
nichz je zadavatel informovan prostfednictvim webovych stranek (www.uhkt.cz). Zde je k dispozici aktualni
Osvédceni o akreditaci, Seznam cCinnosti provadénych v ramci flexibilniho rozsahu a dale v pfiloze Osvédceni
o akreditaci je uveden stupen volnosti kazdého vysSetreni, v samostatném oddilu i upfesnéni rozsahu
akreditace.

K zajisténi trvalé dostupnosti a integrity uchovanych vzork( a zaznam pacient( v pfipadé uzavieni, akvizici,
nebo fuze laboratofe bude uzaviena dohoda s partnerskou spolec¢nosti, ktera prevezme veskeré zavazky
souvisejici s uchovanim vzork( biologického materidlu a papirové i elektronické dokumentace.

Hlavni odbornou cinnosti Oddéleni genomiky je molekuldrni diagnostika, stanoveni hladin expresi
prognostickych faktord, monitorovani minimalni rezidudlni nemoci a detekce mutaci u vybranych
hematologickych a onkohematologickych onemocnéni.

Oddéleni genomiky se zabyva i vyzkumnou ¢innosti a slouzi jako Skolici pracovisté.

VSEOBECNE INFORMACE O LABORATORI

Zakladni informace o laboratofi

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

ICO: 00023736

Nazev laboratofe: Oddéleni genomiky

Sou¢ast Komplementu laboratofi UHKT

Adresa a umisténi: U Nemocnice 2094/1, Praha 2, PSC 128 00,
Provozni doba pro pfijem vzorku: 8.00-15:00 hodin (pracovni dny, pondéli az patek)
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Zaélenéni laboratore v organizaéni struktufe UHKT a vedeni laboratore

Oddéleni genomiky je samostatnym oddélenim v ramci Vyzkumného Useku a je soucdsti Komplementu
laboratoii UHKT. Vedenf laboratofe:

Vedouci oddéleni: RNDr. Monika Belickova, Ph.D.
Telefon: 221977 305
FAX: 221977 371
E-mail: Monika.Belickova@uhkt.cz
Zastupce vedouci oddéleni: Ing. Michaela Dostalova Merkerovd, Ph.D.
Telefon: 221977 369
E-mail: Michaela.Merkerova@uhkt.cz

Mgr. Ela Cerovska
Telefon: 221977 231

E-mail: ela.cerovska@uhkt.cz

Zaméreni laboratore

Laboratot se zabyvd molekuldarné genetickymi analyzami vzorkl krve, kostni dfené, eventudlné jiného
biologického materidlu pacientll prevainé s hematologickymi malignitami a myeloproliferativnimi
syndromy. Vétsina analyz je zaloZena na rlznych typech vysetfeni polymerazové retézové reakce (PCR), a
na dalsi praci s PCR produkty (sekvenovani). Laboratof provadi zakladni molekularné-geneticka vysetreni,
potfebna pro diagnostiku, prognostiku a sledovani minimalniho rezidudlniho onemocnéni u vybranych
onkohematologickych onemocnéni. Rovnéz vyzkumna ¢innost se tyka uvedenych onemocnéni.

Organizace laboratofe, vnitini clenéni a pfistrojové vybaveni

Vsichni pracovnici laboratofi maji vymezené odpovédnosti a pravomoci a jsou definovany instancni vztahy
pracovnikd. Funkéné je laboratof ¢lenéna na pracovni skupiny podle typu provadénych vySetreni, kazda
skupina je vedena odbornym vedoucim, ktery je zodpovédny za ¢innost své pracovni skupiny po odborné i
organizacni strance.

Pracovnici prochazeji systémem kontinudlniho vzdéldvani a podléhaji dozoru pfiméreného jejich
zkusenostem a odpovédnostem. Vedeni laboratoti odpovida za vytvareni a zajistovani takovych technickych
zdroju, které jsou nezbytné k zabezpeceni pozadované kvality provadénych vysSetreni.
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Pracovni skupiny:

Kvantifikace WT1 a NPM1 (SOP 02, 10) kontakt Mgr. Ela Cerovska
Telefon: 221977 231
e-mail: Ela.Cerovska@uhkt.cz

Vysetieni mutaci v genu HBB (SOP 06), v genech HBA1 a HBA2 (SOP 12)
kontakt Mgr. Martin Vostry

Telefon: 221977 306
e-mail: Martin.Vostry@uhkt.cz

Vysetieni NPM1 (SOP 09) kontakt Ing. Eliska Cechova

Telefon: 221977 231
e-mail: Eliska.Cechova@uhkt.cz

Vysetreni variant lidského genomu metodou masivné paralelniho sekvenovdni — myeloidni panel (SOP 13)
kontakt Mgr. Jitka Veseld

Telefon: 221977 306
e-mail: Jitka.Vesela@uhkt.cz

Vysetreni variant germindlniho genomu metodou masivné paralelniho sekvenovdni (SOP 14)
kontakt Ing. Michaela Dostdlova Merkerova, Ph.D.
Telefon: 221977 369

e-mail: Michaela.Merkerova@uhkt.cz

Laboratof 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 pomucky, jejichz vystupy mohou ovlivnit vysledky provadénych vysetieni, podléhaji
pravidelnym kalibracim, validacim nebo ovérenim.

Spektrum nabizenych vysSetieni

Vysetifeni mnozstvi transkriptu WT1 (wilms tumor 1) SOP 02
Vysetifeni mnozstvi transkriptu NPM1 (nukleofosmin 1) SOP 10
Vysetfeni pfitomnosti mutaci v genu NPM1 (nukleofosmin 1) SOP 09
Vysetfeni mutaci v genu HBB SOP 06
Vysetifeni mutaci v genech HBA1 a HBA2 SOP 12

Vysetreni variant lidského genomu metodou masivné paralelniho sekvenovani — myeloidni panel SOP 13
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Vysetreni variant germindlniho genomu metodou masivné paralelniho sekvenovani SOP 14

Oddéleni genomiky nevyuziva sluzeb jinych laboratofi pro provadéni nabizenych vysetreni.

ODBER PRIMARNICH VZORKU
Pokyny pro ziskavani vzorki pacienta

Periferni krev a kostni diefi se standardné odebira do protisrazlivého roztoku EDTA, ptipadné ACD. Nelze
pouzit vzorky odebrané do heparinu (heparin inhibuje PCR reakce, vysetfeni tedy nelze provést z takto
odebranych vzorkd).

Stér bukalni sliznice se provadi pouze pomoci k tomu urcené jednorazové odbérové sady.

Presné pozadavky na mnoistvi odebiraného materialu je pro jednotliva vysetieni v kapitole INFORMACE
K NABIZENYM VYSETRENIM.

Kazda zkumavka se vzorkem musi byt nalezZité oznacena identifikacnimi Udaji vySetfované osoby, datem.
Vzorky s fadné vyplnénou zadankou (viz kapitola 3.3) musi byt dodany na oddéleni genomiky, budova C,
pfizemi.

Pokyny pro pripravu pacienta

Odbér periferni krve ani kostni dfené pro provadéna vysetreni nevyZaduje zvlastni pfipravu pacienta pred
odbérem. Néktera vySetreni nelze provést u pacientl po provedené allogenni transplantaci krvetvornych
bunék a po infuzi darcovskych lymfocytd. Specifikace jsou uvedeny u jednotlivych vysetfeni v kapitole
INFORMACE K NABIZENYM VYSETRENIM v €asti Platnost postupu/faktory ovliviiujici vy$etteni.

Pro ziskani kvalitniho vzorku DNA ze stéru bukalni sliznice je tfeba, aby pacient minimalné jednu hodinu
pred odbérem nejedl, nepil, nekouril, nezvykal Zvykacku a nedistil si zuby. Pro dosazeni nejlepsich vysledkd
doporucujeme tésné pred odbérem vyplachnout Usta ¢istou vodou.

Pokyny pro vyplnéni Zadanky

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

V ném musi byt naleZité identifikovan lékar opravnény indikovat vysSetfeni (véetné adresy klinického
7adatele a jeho telefonniho, ev. faxového spojeni). Zddanka musi obsahovat jednoznaénou identifikaci
vysetfované osoby, véetné Cisla zdravotni pojistovny a Ciselného oznaceni diagndz, a Udaj o datu a ¢asu
odbéru primarniho vzorku.

Samoplatci

Laborator poskytuje své sluzby i samoplatcim. Pti zaslani vzorku na vySetfeni samoplatce je nutno na
zadanku uvést adresu, na kterou se provede fakturace. Cena vySetifeni pro samoplatce je dana dle bodové
hodnoty vysettfeni v platném Seznamu vykon(. Aktuaini cenik poskytne laboratof na pozadani. Nasledné
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bude provedena platba v pokladné UHKT v jejich ufednich hodinach. Vysledky jsou zasilany doporucenou
postou zadavateli vySetfeni.

Informovany souhlas s vySetfenim

Veskera vysetreni lze provést pouze na zakladé informovaného souhlasu pacienta. PoZadavky na obsah
informovaného souhlasu pro genetickd vysetfeni jsou specifikovdna odbornou spole¢nosti 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 potiebné Udaje dle pozadavkd SLG CLS JEP. Za podpis informovaného souhlasu s provedenym
vySetfenim a archivaci biologického materidlu zodpovida indikujici 1ékaf. Pokud neni k Zadance ptilozen
informovany souhlas pacienta nebo jeho kopie, je tfeba vyznacit na Zadance pozadované nakladani se
vzorkem po vysetfeni dle aktualniho informovaného souhlasu pacienta. Zadavajici |ékar je zodpovédny za
prenos spravné informace o nakladani se vzorkem od pacienta do laboratore.

Il POKUD PACIENT NESOUHLASIi S UCHOVANIM VZORKU, PRIPADNE JEHO DALSIM VYUZITiM PRO
VEDECKE UCELY, JE TREBA NA ZADANCE ZASKRTNOUT ,,NE“ V PRISLUSNEM RADKU!!!

Odvolani informovaného souhlasu s uchovanim vzorku

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

Pokyny pro ¢innosti pfi odbéru
Pti provedeni odbéru musi byt splnény tyto pozadavky:
¢ Qvéreni totoznosti pacienta

e Qvéreni, Ze pacient spinil poZadavky pred vysSetfenim
e Musi byt proveden zdznam o totoZnosti osoby, ktera primdrni vzorek odebrala, datum a ¢as odbéru

Dodani vzorkt do laboratofe a podminky transportu

Vzorek musi byt pro prepravu zabezpeclen tak, aby nemohlo dojit k rozliti, potfisnéni biologickym
materialem 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 vzork( periferni krve/kostni dfené je dva dny od nadbéru. Pro SOP 06 - VySetreni
mutaci v genu HBB a SOP 12 - Vysetifeni mutaci v genech HBA1 a HBA2 je mozZné primarni vzorek dorucit do
14 dni od jeho odbéru. Pro SOP 13 - Vysetfeni variant lidského genomu metodou masivné paralelniho
sekvenovani — myeloidni panel je mozné primarni vzorek dorucit do 7 dni od jeho odbéru.

Neni zapotrebi zvlastnich opatfeni pro transport, vzorek se pouze nesmi vystavit zahrati (napf. vystaveni
slunci, drZzeni v ruce apod.). Pfesahuje-li doba od nabéru 3 hodiny, je vhodné jej transportovat pfi 4°C. Pri
této teploté je mozné jej skladovat az 14 dnU. Vzorky pro vysetfeni WT1, mutovaného NPM1 (SOP02 a 10)
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Ize skladovat pfi 4°C maximalné 2 dny (o vikendu do rdna nasledujiciho pondéli, pro pfipad nové
diagnostikovaného pacienta. Transport vzorku zajistuje zadavatel a odpovida za néj. Laborator nekontroluje
hodinu odbéru. Systém vnitini kontroly vySetfovanych vzorkd je totiZz na laboratofi nastaven tak, aby odhalil
pochybeni v kvalité vysetfovaného materidlu.

Ke kazdému dodanému vzorku je tfeba dodat fadné vyplnénou Zadanku o vysetteni (viz kapitola 3.3).
Vzorky jsou pfijimany v ¢ase 8.00—15.00 hodin v pracovni dny.
MozZné chyby pfi skladovani a transportu:

e pouziti nevhodné zkumavky/odbérové sady

* poutZiti nespravného protisrazlivého cinidla

¢ nedostatecné oznaceni zkumavek s materidlem

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

Zakladni informace k bezpecnosti pfi praci se vzorky

Obecné zasady strategie bezpecnosti prace s biologickym materidlem vychazeji z pfisluSnych pravnich
predpisdi a smérnic, tj. predeviim z vyhlasky Mz CR €. 306/2012 Sb. a jejich ptiloh, 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.

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

e Kazdy vzorek krve je nutné povaZovat za potencidlné infekéni.
e Zadanky ani vnéjii 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 pfepravniho
kontejneru tak, aby béhem prepravy vzorku do laboratofe nemohlo dojit k rozliti, potfisnéni biologickym
materidlem nebo jinému znehodnoceni vzorku.

ZPRACOVANI PRIMARNICH VZORKU PRED DODANIM DO LABORATORE

Do laboratofe mohou byt prijimany i vzorky, které byly pfipraveny z primarniho vzorku v jiné laboratofi. K
takovym vzorklm je tfeba dodat zadanku na vySetfeni od zadavatele a soucasné radné vyplnénou
PRUVODKU VZORKU. Typy vzorkd, které lze piijimat pro jednotlivd vysetteni, jsou uvedeny v kapitole
INFORMACE K NABIZENYM VYSETRENIM v €asti Typy vzorkd, které Ize pro vysetfeni pouZit.

Formula? PROVODKA VZORKU je mozné najit na internetovych strankach www.uhkt.cz. Véechny nadobky
se vzorky ptipravenymi v jiné laboratofi musi byt oznaceny minimalné identifikacnimi Udaji uvedenymi v
PRUVODCE VZORKU. Znaceni zpracovanych vzorki musi byt jednoznaéné, aby nemohlo dojit k zaméné s
jinymi vzorky.
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FAKTORY OVLIVNUJICi VYSETRENI

Pfedpokladem uspésného vysetieni primdrniho vzorku je pfitomnost dostate¢ného mnoiZstvi jadernych
bunék v periferni krvi odebirané osoby (minimdlné 1.5 x 10° leukocyti/ml). PoZadavek dostate¢nosti
jadernych bunék plati i pro primarni vzorky kostni dfené i stéru bukalni sliznice. V ptipadé hypocelularity
periferni krve ¢i kostni dfené (zejména v raném obdobi po alHSCT a v pribéhu chemoterapie) je Zadouci
odebrat vétsi mnoiZstvi primarniho vzorku pfislusné tkané, nez je vyse uvedeno.

KRITERIA PRO PRUETIi A ODMITNUTI VZORKU

Do laboratofe mohou byt prijaty pouze vzorky, které splfiuji vySe uvedena kritéria. Pfehled postupu pfi
nesplnéni téchto kritérii uvadi nasledujici tabulka.

Nesoulad v zdkladnich identifikacnich znacich pro
pridéleni zadanky ke vzorku biologického materialu By . » .
., » ) . s . -> materidl neni pfijat k dalSimu zpracovani
(jméno a prijmeni pacienta, rodné Cislo pacienta nebo

Cislo pojistky pacienta)

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

Neni spravné proveden odbér - materidl neni pfijat k dalSimu zpracovani

Zadanka neni fadné vyplnéna (schazi nékteré povinné . L o
-> biologicky material je pfijat

Udaje (diagnéza, ICP ordinujiciho Iékare, odbornost)

Ve zvlast vyjimecnych pfipadech (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 lékafe. Pouze na vyslovnou Zadost Iékare, ktery
vySetfeni poZaduje, budou tyto vzorky vysetfeny. VySe uvedené skutecnosti budou zaznamenany v
komentati 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 vzorkl je nutno, aby zadavatel zaslal novou Zadanku.

ODBORNE KONZULTACE
V pfipadé potreby jsou zakaznikdm poskytovany dalsi konzultace a navody v odborné oblasti souvisejici s
provadénymi ¢innostmi.
O konzultaci Ize pozadat na vsech laboratornich Usecich. Prislusnou informaci podd vidy kompetentni

zdravotnicky pracovnik pro danou problematiku (laborant, VS nebo lékai). Odborné informace jsou
poskytovany vedoucim laboratore.

portdle SMK
Stranka 8z 19


file://synology4/komplement/DokumentaceLaboratori

LABORATORNI PRIRUCKA 3 U h kt

13500_LP_15 01

ODDELENi GENOMIKY

Pracovnici Oddéleni genomiky nekomunikuji pfimo s pacienty. Vysledky provadénych vysSetreni jsou
predavany pfimo osetfujicimu lékati (zdkaznikovi), ktery je rovnéz zodpovédny za dal$i komunikaci s
pacientem.

Zasadni informace a konzultace k provadénym vysetfenim podava predevsim vedouci laboratore.
Informace a konzultace k jednotlivym vySetfenim podavaji vedouci ptislusnych pracovnich skupin nebo
jejich zastupci. Informace ke klinickym interpretacim provadénych vysetieni jsou v kompetenci ptislusnych
lékarll. Informace tykajici se technickych detail(i, predevsim preanalytické faze — tj. zplsobu odbéru,
transportu vzork( apod. podavaji vSichni opravnéni pracovnici pfislusnych pracovnich skupin.

Vedouci laboratofe je dostupny v laboratofi (tel. 221 977 305).
RESENI STIZNOSTI
Stiznosti mohou byt adresovany na vedeni laboratore, pripadné dalsi pracovniky. Neni-li stiznost k praci

laboratore adresovana pfimo vedoucimu laboratore, resi ji pracovnik, ktery ji pfijal a informuje vedouciho
laboratore. Vysledek a zpUsob rfeseni je evidovan.

Drobné pfipominky k praci laboratofe pfijima a okamZité resi kterykoliv pracovnik laboratofe a ndsledné
informuje svého nadrizeného. Vytizovani vSech ostatnich stiznosti je véci vedouciho laboratore. Postup se
Fidi Smérnice feditele UHKT Vyfizovani stiznosti.

Zaméstnanci KL jsou vazani pfisnou mlcenlivosti, cti prava stéZovatell a regulacnich organ(. TotoZnost
zdroje stiznosti z(stava vidy uchovavana v tajnosti a bez pisemného souhlasu nemUzZe byt prolomena.
Prodetiovani a Feseni stiznosti nesmi vést k diskriminaénim opatfenim. Redeni stiznosti provadéji nebo
prezkoumavaji a schvaluji osoby, které nejsou zapojeny do dané stiznosti. Pokud to zdroje neumozni, nesmi
Zadny alternativni pfistup ohrozit nestrannost.

OCHRANA INFORMACI

Vsichni pracovnici oddéleni genomiky jsou si védomi povinnosti zachovdvat mlcenlivost o veskerych
informacich ziskanych v priibéhu poskytovani sluzby a své povinnosti chovat se tak, aby prava zdkaznika a
pacienta nebyla poskozena.

Ochrana informaci se fidi platnymi pravnimi pfedpisy a vnitfnimi predpisy UHKT. Pravidla pro zachovani
dlveérnosti informaci a ochranu elektronicky ukladanych dat jsou zavedena ve dvou urovnich:

e Kazdy pracovnik se podpisem zavazku davérnosti a mlcéenlivosti 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 dodrZovana systémovad a technicka opatfeni pro zabezpeceni
dlvérnosti informaci, pfedevsim ochrana pisemnych i elektronickych dokumentd pomoci fizeného
pfistupu se specifickymi opravnénimi pro jednotlivé skupiny pracovnikd.

e Zameéstnanci pracuji v souladu s nastavenymi predpisy v oblasti GDPR.
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VYDAVANI VYSLEDKU A KOMUNIKACE S LABORATORI

Veskery material, ktery je doddn do laboratofe, se zpracovava co mozno nejdfive s pfihlédnutim na pracovni
postupy jednotlivych vysetieni. Vysledky se po kontrole odpovédnym pracovnikem vydavaji v pisemné
formé, tzn., Ze na oddélenich klinického uUseku UHKT jsou k dispozici v elektronické formé, jakmile jsou
kontrolujicim uvolnény do UNISu. V pfipadé telefonického sdéleni vysledku provede oprdvnéna osoba
laboratore zaznam. Zaznamena cas, kdo vysledek ohlasil a komu byl vysledek ohlasen.

V pfipadé, Ze byl pfijat pochybnosti budici, klinicky vyznamny, kriticky, nebo nenahraditelny vzorek, musi byt
v zavéreCné zpravé po zvazeni rizik pro bezpecnost pacienta uvedena podstata problému a pfipadné
doporucena opatrnost pfi interpretaci téch vysledkd, které mohou byt ovlivnény.

Komplement laboratofi zpfistupni pfislusné informace pacientovi a jakémukoli jinému poskytovateli
zdravotnich sluzeb na zakladé Zadosti pacienta, nebo na Zadost poskytovatele zdravotnich sluzeb, ktery
jednd jménem pacienta.

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 vysetfeni.

INFORMACE K NABiZENYM VYSETRENIM
Vysetieni mnozstvi transkriptu WT1
Princip

Odbér primarnich vzorkd periferni krve a kosti dfené se provadi pro Ucely ziskani RNA a nasledné cDNA a
nasledné stanoveni hladiny exprese genu WT1. Primarné je vySetfeni uréeno k monitorovani hladiny
exprese genu WTI1 jakozto markéru minimalni rezidudlni nemoci v obdobi pfi diagndze a nasledné po
indukéni terapii a po jednotlivych konsolidacnich terapiich a déle ve specifikovanych intervalech. Vysetreni
umoznuje monitorovani Uspésnosti lécby a zejména vcasné odhaleni nastupu relapsu onemocnéni — tj. pfi
narlstu exprese genu WT1 nad horni normalni limit. Rovnéz byl prokazan prognosticky vliv miry exprese
genu WTI1 pred allogenni transplantaci a vhodnost sledovani exprese genu WT1 po transplantaci, kde opét
narlst exprese genu WT1 nad horni normalni limit indikuje relaps onemocnéni umoziujici preemptivni
lécbu.

Platnost postupu/faktory ovliviujici vySetieni

Ptijem vzorkd na urceni exprese genu WT1 neni nutno objednavat. Odbéry se provadéji podle nasledovné
popsaného harmonogramu. PFi diagndze musi byt primarni vzorek odebran pfed zapocetim indukéni
terapie, nasledné vidy pred zapocetim konsolidacni terapie. Poté 1x mési¢né v prvnim roce lécby a dalsi
roky jednou za 3 mésice. Pokud je pacient indikovan k transplantaci je nutno vysetfeni provést pred
pfipravnou terapii. Vysetieni se provadi u pacientd s AML a MDS z periferni krve pacientl. Senzitivita
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stanoveni exprese genu WT1 je vyssi v periferni krvi a je rovnéz méné zatéZujici pro pacienta nezZ aspirace z
kostni dfené. Dle Zadosti zaddvajiciho |ékare |ze provést i vySetieni z kostni dfené. Vzorek musi pro ptipravu
lyzatu jako zdroje RNA a nasledné cDNA pro kvantitativni PCR obsahovat nejméné 106 mononuklearnich
bunék. Kvalita vzorku je rovnéz nasledné urcena kvantifikaci kontrolniho genu ABL, kde je ur¢en minimalni
limit-pocet kopii genu ABL.

Informace lze ziskat na telefonu 221 977 231 (interni linka UHKT).

Lyzaty bunék, vyizolovand RNA a prepsana cDNA vyizolovana z primarnich vzork( jsou na Oddéleni
genomiky znaceny a uchovany dle platnych internich predpisi. Doba skladovani téchto vzorkl je
neomezend. RNA je pfi skladovani vice citliva k degradaci. VysSetreni Ize z téchto vzorkd pripadné opakovat.

Typy vzorka, které Ize pro vySetfeni pouZit
Primarni vzorky:

e periferni krev 5-10 ml odebrano do ACD nebo roztoku EDTA
Zpracované vzorky:

e |yzat bunék,
e izolovana celkova RNA
e prepsana cDNA

Doba vydani vysledku
20 dni od dodani vzorku

Uvedeny pocet dni znamena pocet pracovnich dni od dodani primarniho vzorku (odebraného dle této LP) s
fadné vyplnénou zadankou na Oddéleni genomiky do data uvolnéni vysledku.

VYSETRENI MNOZSTVi TRANSKRIPTU NPM1
Princip

Odbér primarnich vzorkl periferni krve a kosti dfené se provadi pro ucely ziskani RNA a nasledné cDNA a
nasledné stanoveni hladiny exprese mutovaného genu NPM1 —tj. tfi majoritni mutace: NPM1mutA,
NPM1mutB a NPM1mutD. Vysetfovani jsou pacienti s AML, u nichz byla pfi diagndze detekovana ptislusna
mutace genu NPM1. Primarné je vySetfeni uréeno k monitorovani hladiny exprese mutovaného genu NPM1
jakoZzto markéru minimalni rezidualni nemoci v obdobi pfi diagndze a nasledné po indukéni terapii a po
jednotlivych konsolidaénich terapiich a dale ve specifikovanych intervalech. VySetfeni umoZniuje
monitorovani Uspésnosti IéCby a zejména véasné odhaleni nastupu relapsu onemocnéni — tj. pfi nardstu
exprese genu NPM1 nad nulovou hodnotu. Molekularni relaps je dfive detekovan v KD. Rovnéz byla
prokazana vhodnost sledovani exprese mutovaného genu NPM1 po transplantaci, kde opét narUst exprese
mutovaného genu NPM1 nad nulovou hodnotu indikuje relaps onemocnéni umoziujici preemptivni |écbu.
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Platnost postupu/faktory ovliviujici vySetfeni

Ptijem vzork( na urceni exprese mutovaného genu neni nutno objednavat. Odbéry se provadéji podle
nasledovné popsaného harmonogramu. Pfi diagnéze musi byt primarni vzorek odebran pred zapocetim
indukéni terapie, nasledné vidy pred zapocetim konsolidacni terapie. Poté 1x mésicné v prvnim roce lécby
a dalsi roky jednou za 3 mésice. Pokud je pacient indikovan k transplantaci je nutno vySetieni provést pred
pfipravnou terapii. Podle pfedbéznych vysledkl je detekce mutovaného genu NPM1 senzitivnéjsi v kostni
dreni, proto je vhodné analyzovat vzorky z kostni dfené soubézné s vzorky z periferni krve v dobé, kdy je
indikovana punkce KD. Vzorek musi pro pfipravu lyzatu jako zdroje RNA a nasledné cDNA pro kvantitativni
PCR obsahovat nejméné 106 mononuklearnich bunék. Kvalita vzorku je rovnéz nasledné uréena kvantifikaci
kontrolniho genu ABL, kde je uréen minimalni limit-pocet kopii genu ABL.

Informace lze ziskat na telefonech telefonu 221 977 231 (interni linka UHKT).

Lyzaty bunék, vyizolovand RNA a prepsana cDNA vyizolovana z primarnich vzork( jsou na Oddéleni
genomiky znaceny a uchovany dle platnych internich predpist. Doba uchovani téchto vzorkl je neomezena.
Pouze RNA je vice citlivd na degradaci. VysSetreni Ize z téchto vzorkl pfipadné opakovat.

Typy vzorkd, které Ize pro vySetfeni pouZit
Primarni vzorky:

e periferni krev 5-10 ml odebrano do ACD nebo roztoku EDTA
¢ Kostni dfert 1-3 ml odebrano do ACD nebo roztoku EDTA

e Zpracované vzorky:

e |yzat bunék,

¢ izolovana celkova RNA

e prepsana cDNA

Doba vydani vysledku
20 dni od dodani vzorku

Uvedeny pocet dni znamena pocet pracovnich dni od dodani primarniho vzorku (odebraného dle této LP) s
fadné vyplnénou zadankou na Oddéleni genomiky do data uvolnéni vysledku.

P

VYSETRENI PRITOMNOSTI MUTACI NPM1
Princip

Nukleofosmin (NPM1) je jednim z nejcastéji mutovanych genl spojenym s akutni myeloidni leukemii (AML).
Detekce mutace (jedna se o inzerci 4bp) genu NPM1 v exonu 12 je zalozena na PCR z DNA s fluorescencéné
znacenym primerem. PCR produkt je analyzovdn kapilarni elektroforézou, kterd probiha automaticky v
genetickych analyzatorech ABI3500 nebo ABI3500XL (AB Applied Biosystems) a vyhodnocuje se s pouZzitim
softwaru GeneMapper (AB Applied Biosystems). Jedna se o tzv. fragmentacni analyzu, kde se alely lokus(
projevi jako piky v pfislusném velikostnim pasmu (bp), uréeném prostrednictvim velikostniho standardu.
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Vysledek pacienta z fragmentacni analyzy je porovnavan s vysledkem pozitivni a negativni kontroly. Touto
metodou nelze urcit typ mutace, vysledkem je pouze potvrzend pozitivita nebo negativita mutace v
analyzovaném vzorku. Pro presné urceni typu mutace (v pfipadé pozitivniho vysledku) je vzorek vySetfovan
metodou NGS-myeloidni panel (SOP13). NejcastéjsSimi mutacemiexonu 12 jsoutyp A (c.860_863dup TCTG),
typ B (c.863_864ins CATG), typ D (c860_863dup CCTG). Toto vysetieni je dlleZité pro volbu terapie a pro
sledovani rezidualniho onemocnéni u pacientd pomoci real-time PCR, tedy kvantitativniho stanoveni
vyskytu patologickych klon s mutovanou NPM1.

Platnost postupu/faktory ovliviiujici vySetfeni

Protokol o prevzeti primarniho vzorku (Zadanka) je nezbytny pro provedeni detekce mutaci NPM1. Pro
vySetreni je vyzadovan vzorek ze zachytu onemocnéni pred nasazenim indukéni 1éCby. Po nasazeni 1éCby
hladiny mutaci vétSinou klesaji.

Informace Ize ziskat na telefon. Cislech 221 977 231

Primdarni a zpracované vzorky jsou na Oddéleni genomiky znaceny a uchovany dle platnych internich
predpist.

Typy vzorka, které Ize pro vySetfeni pouZit

Primarni vzorky:

¢ 3 ml kostni dfené v dfeflovém médiu nebo roztoku EDTA
e periferni krev (5-10 ml odebrano do roztoku EDTA)

e Zpracované vzorky:

¢ Izolovana celkova DNA

Doba vydani vysledku
20 dnl od dodani primarniho vzorku nebo 10 dnli od obdrZzeni DNA.

Uvedeny pocet dni znamend pocet pracovnich dni od dodani primarniho vzorku (odebraného dle této LP) s
radné vyplnénou zadankou na Oddéleni genomiky do data uvolnéni vysledku.

P

VYSETRENi PRITOMNOSTI MUTACI V GENU HBB METODOU PRIMEHO SEKVENOVANI
Princip

Metoda je zaloZena na sekvenaci genu HBB. Pomoci PCR amplifikujeme Usek genu HBB zahrnujici 3 exony a
Casti 2 intron(, které jsou po amplifikaci sekvenovany. Pfipadné mutace jsou detekovany porovnanim
sekvence PCR produktu s referencni sekvenci. Vlivem mutaci dochazi bud k poruse syntézy B-globinového
fetézce, jejimz dlsledkem vznikd dédicné onemocnéni krve B — talasemie nebo poruse struktury B —
globinového fetézce, jejimz disledkem vznika dédi¢né onemocnéni krve srpkovitd anémie a jiné strukturni
hemoglobinopatie. Tato onemocnéni jsou zarodec¢na a dédi se autosomalné recesivhim zplsobem.
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Platnost postupu/faktory ovliviujici vySetfeni

Protokol o prevzeti primarniho vzorku (Zddanka) je nezbytny pro provedeni detekce mutaci HBB. Postup Ize
uzit pro primarni vzorky nesrazlivé periferni krve.

Informace Ize ziskat na telefonnim Cisle: 221 977 306.
Primdarni a zpracované vzorky jsou na Oddéleni genomiky znaceny a uchovany dle platnych internich
predpist.
Typy vzorkQ, které lze pro vysSetfeni pouzit
Primarni vzorky:
e Periferni krev

Periferni krev se odebira v mnoiZstvi 2 ml do protisrdZlivého roztoku EDTA, pfipadné ACD. Je nutné
dostateéné mnoistvi jadernych bunék v krvi pfi odbéru (min. 1,5 x 10%/I leukocyt(, pFi niz8im poctu
leukocytl je tfeba odebrat vétsi mnozstvi krve, cca 10 ml). Krev v EDTA je mozZno skladovat pfi 2-8 °C az 14
dni.

Zpracované vzorky:
¢ DNA izolovana z jadernych bunék
Doba vydani vysledku
20 dn0 od dodani primarniho vzorku
Uvedeny pocet dni znamena pocet pracovnich dni od dodani primarniho vzorku (odebraného dle této LP) s
radné vyplnénou Zzadankou na Oddéleni genomiky do data uvolnéni vysledku.
VYSETRENI PRITOMNOSTI MUTACI V GENECH HBA1 A HBA2 DETEKCNIM KITEM a-GLOBIN STRIPASSAY
Princip

Metoda je zaloZena na polymerazové retézové reakci (PCR) a reverzni hybridizaci. Pomoci PCR
amplifikujeme vybrané tseky genli HBA1, HBA2 a prilehlych oblasti za poufZiti biotinylovanych primer(. Pfi
nasledné reverzni hybridizaci dochazi ke specifické vazbé amplifikacnich produkt(i na oligonukleotidové
sondy imobilizované na testovacim stripu. Alelové specifickd vazba je detekovana diky navazanym
biotinylovanym sekvencim pomoci streptavidin alkalické fosfatazy a barevného substratu. Vlivem mutaci
dochazi k poruse tvorby a-globinového fetézce, ¢imz je poskozena tvorba fetadlniho i dospélého
hemoglobinu. Takto zplsobené onemocnéni krve, a-talasémie, je zarodecné a dédi se autosomalné
recesivnim zplsobem.

Platnost postupu/faktory ovliviujici vysetieni

Protokol o prevzeti primdrniho vzorku (Zadanka) je nezbytny pro provedeni detekce mutaci HBA1 a HBA2.
Postup lze uzit pro primdrni vzorky nesrazlivé periferni krve.
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Informace lze ziskat na telefonnim cisle: 221 977 306.

Primdarni a zpracované vzorky jsou na Oddéleni genomiky znaceny a uchovany dle platnych internich
predpis.
Typy vzorkQ, které lze pro vysSetfeni pouzit
Primarni vzorky:
e  Periferni krev

Periferni krev se odebira v mnozstvi 2 ml do protisraZlivého roztoku EDTA, pfipadné ACD. Je nutné
dostateéné mnoistvi jadernych bunék v krvi pfi odbéru (min. 1,5 x 10%/I leukocyt(, pFi niz8im poctu
leukocytl je tfeba odebrat vétsi mnozZstvi krve, cca 10 ml). Krev v EDTA je moZno skladovat pfi 2-8 °C az 14
dni.

Zpracované vzorky:

¢ DNA izolovana z jadernych bunék
Doba vydani vysledku
20 dnl od dodani primarniho vzorku

Uvedeny pocet dni znamena pocet pracovnich dni od dodani primarniho vzorku (odebraného dle této LP) s
fadné vyplnénou Zzadankou na Oddéleni genomiky do data uvolnéni vysledku.

VYSETRENi VARIANT LIDSKEHO GENOMU METODOU MASIVNE PARALELNiIHO SEKVENOVANI -
MYELOIDNi PANEL

Princip

Metoda je zaloZena na masivné paralelnim sekvenovani genli myeloidniho panelu, kdy je béhem jediného
experimentu zaroven sekvenovano velké mnozstvi vybranych Usek( DNA. Ze vstupni DNA je pripravena
knihovna, kterd je slozena z kratkych usek( zajmu ROI (Region of Interest) o délce nékolika stovek par( bazi.
Pti pripravé knihovny jsou pro kaZdy vzorek diky znaceni jednotlivych Usekd pomoci index primerd
pfipraveny unikatné znacené fragmenty DNA. Tyto kratké fragmenty jsou béhem sekvenovani ¢teny a
zpracovany paralelné za vzniku velkého mnozstvi Cteni, tzv. readl. Samotné urcovani bazi DNA na
sekvenatorech nové generace spociva v sekvenovani syntézou vyuzivajici DNA polymerazu, ktera postupné
syntetizuje vldkno komplementarni k pripravenému jednovldaknovému templatu sekvenovaného
fragmentu. PouZité chemické slouceniny zajisti, Ze po zaclenéni kazdé nové baze do vznikajiciho retézce
DNA je pfimo z mista zaclenéni uvolnén svételny fluorescencni signal, ktery je nasledné zachycen CCD
(charge-coupled device) kamerou a zpracovan sekvenatorem. Nasledné jsou data z ptistroje ulozena na disk
pro uchovavani NGS dat a vyhodnocena.

Citlivost metody je definovana primérnou hloubkou pokryti (average depth of coverage), kdy se jednd o
pramérny pocet kopii vzorku DNA (read() ziskanych sekvenovanim. Vyssi pokryti zajisti eliminaci chyb
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pfistroje a zaroven zvysi citlivost metody. Zejména v pripadé cileného resekvenovani (targeted
resequencing) mensiho poctu presné definovanych Usekl (panely genl) dosahuje hloubky pokryti (depth
of coverage) vice nez 1000x. Tim Ize detekovat somatické mutace v komplexnim biologickém vzorku s
velkou citlivosti.

Platnost postupu/faktory ovliviiujici vySetfeni

Protokol o prevzeti primarniho vzorku (zZaddanka) je nezbytny pro provedeni vysetfeni variant liského
genomu metodou masivné paralelniho sekvenovani — myeloidni panel. Postup lze uzit pro primarni vzorky
nesrazlivé kostni diené a periferni krve.

Informace lIze ziskat na telefonnim Cisle: 221 977 305

Primarni a zpracované vzorky jsou na Oddéleni genomiky znaceny a uchovany dle platnych internich
predpist.

Typy vzorkdQ, které lze pro vysetfeni pouzit

Primarni vzorky:

e 1 ml kostni dfené v drefiovém médiu nebo roztoku EDTA
e periferni krev (2-5 ml odebrano do roztoku EDTA)

Periferni krev se odebira v mnozstvi 2-5 ml do protisrazlivého roztoku EDTA. Je nutné dostate¢né mnozstvi
jadernych bunék v krvi pfi odbéru (min. 1,5 x 10%/I leukocytd, pFi niZzdim poctu leukocytd je tfeba odebrat
vétsi mnozstvi krve, cca 10 ml). Krev v EDTA je mozno skladovat pti 2-8 °C az 14 dni.

Zpracované vzorky:

¢ DNA izolovana z jadernych bunék
Doba vydani vysledku
40 dni od zadani pozadavku na vysetfeni

Uvedeny pocet dni znamend pocet pracovnich dni od schvaleni vedouci laboratofe a zahajeni vySetreni
primarniho vzorku (odebraného dle této LP) s fadné vyplnénou Zzadankou na Oddéleni genomiky do data
uvolnéni vysledku.

VYSETRENI VARIANT GERMINALNIHO GENOMU METODOU MASIVNE PARALELNIHO SEKVENOVANI
Princip

Metoda je zaloZzena na masivné paralelnim sekvenovani gen(, kdy je béhem jediného experimentu zaroven
sekvenovano velké mnozstvi vybranych usekll DNA. Ze vstupni DNA je pfipravena knihovna, ktera je sloZzena
z kratkych Usekt zajmu ROI (Region of Interest) o délce nékolika stovek para bazi. Pri pripravé knihovny jsou

pro kazdy vzorek diky znaceni jednotlivych Usekl pomoci index primerl pripraveny unikatné znacené
fragmenty DNA. Tyto kratké fragmenty jsou béhem sekvenovani ¢teny a zpracovany paralelné za vzniku
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velkého mnoiZstvi ¢teni, tzv. readll. Samotné uréovani bazi DNA na pfistrojich pro masivné paralelni
sekvenovani spociva v sekvenovani syntézou vyuzivajici DNA polymerazu, ktera postupné syntetizuje vliakno
komplementarni k pfipravenému jednovldknovému templatu sekvenovaného fragmentu. Pouzité chemické
slouceniny zajisti, Ze po zaclenéni kazdé nové baze do vznikajiciho fetézce DNA je pfimo z mista zaclenéni
uvolnén svételny fluorescencni signal, ktery je nasledné zachycen CCD (charge-coupled device) kamerou a
zpracovan. Nasledné jsou data z pfistroje uloZena na disk pro uchovavani NGS dat a vyhodnocena.
Citlivost metody je definovana priimérnou hloubkou pokryti (average depth of coverage), kdy se jedna o
pramérny pocet kopii vzorku DNA (read() ziskanych sekvenovanim. Vyssi pokryti zajisti eliminaci chyb
pfistroje a zaroven zvysi citlivost metody.

Platnost postupu/faktory ovliviujici vysetfeni

Protokol o prevzeti primarniho vzorku (Zddanka) je nezbytny pro provedeni vysetireni variant germinalniho
genomu metodou masivné paralelniho sekvenovani. Postup lze uzit pro primarni vzorky nesrazlivé kostni
drené a periferni krve. Provedeni vySetieni je podminéno dodanim vzorku periferni krve nebo kostni
diené a zaroven stéru bukalni sliznice pacienta pro pripadné ovéreni zachycené varianty.

Vysetreni je indikovano klinickym genetikem. OSetfujici |ékar musi dolozit vyplnény informovany souhlas
pacienta, ktery je dostupny na strankach www.uhkt.cz a klinickou zprdvu s rodinnou anamnézou pacienta.

V pripadé nedodani kompletni sady vzork(l a dokument( potrebnych pro provedeni vysetrfeni je toto
pozastaveno. Pracovnici laboratore kontaktuji zadavatele s poZadavkem na dodani chybéjicich naleZitosti,
po jejich obdrZeni je zahajeno vysetreni. Z prvotné dodanych vzorkl je vyizolovana DNA, ktera je uskladnéna
az do doby radného zahajeni vysetieni.

Informace Ize ziskat na telefonnim &isle: 221 977 305

Primarni a zpracované vzorky jsou na Oddéleni genomiky znaceny a uchovany dle platnych internich
predpisa.

Typy vzorkQ, které lze pro vysetfeni pouzit

Primarni vzorky:

e 1 ml kostni dfené v drenovém meédiu nebo roztoku EDTA
e periferni krev (2-5 ml odebrano do roztoku EDTA)
e stér bukalni sliznice

Periferni krev se odebira v mnozstvi 2-5 ml do protisrazlivého roztoku EDTA. Je nutné dostatecné mnozstvi
jadernych bunék v krvi pfi odbé&ru (min. 1,5 x 10%/I leukocyt(, pFi niZz8im poctu leukocytd je tieba odebrat
vétsi mnozstvi krve, cca 10 ml). Krev v EDTA je mozno skladovat pfi 2-8 °C az 14 dni.

Zpracované vzorky:

e DNA izolovana z jadernych bunék
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Doba vydani vysledku
12 mésicl od obdrZeni Zadanky, informovaného souhlasu a klinické zpravy pacienta spole¢né se vzorky

Uvedeny termin znamend obdobi od schvaleni vedouci laboratore a zahajeni vySetfeni primarniho vzorku
(odebraného dle této LP) s fadné vyplnénou zadankou na Oddéleni genomiky do data uvolnéni vysledku.

SOUVISEJiCi DOKUMENTACE

NRL_02_SOP_14 01 Vysetieni mnoizstvi transkriptll genu WT1 pomoci real-time RT-PCR u pacientl s
akutnimi leukémiemi a MDS, MPN

NRL_06_SOP_14 01 Vysetfeni mutaci v genu HBB metodou pfimého sekvenovani
NRL_09_SOP_20_01 Vysetfeni pfitomnosti mutaci v genu NPM1 pomoci fragmentacni analyzy

NRL_10_SOP_14_ 01 Vysetfeni mnoZstvi transkriptd mutovaného genu NPM1 pomoci real-time RT-PCR u
pacientd s AML

NRL_12_SOP_16_01 VYSETRENI MUTACI V GENECH HBA1 A HBA2 DETEKCNIM KITEM A-GLOBIN
STRIPASSAY

NRL_13_SOP_18 01 VYSETRENI VARIANT LIDSKEHO GENOMU METODOU MASIVNE PARALELNIHO
SEKVENOVANI — MYELOIDNI PANEL

13500_F _15_03 ZADANKA
13500_F_20_01 ZADANKA
13500_F_15_05-06 INFORMACE PRO PACIENTY

13500 _SOP_26_14 VYSETREN{ VARIANT GERMINALNIHO GENOMU METODOU MASIVNE PARALELNIHO
SEKVENOVANI

13500 _F _26_01 Zadanka GERM

ROZDELOVNIK

Cislo vytisku | UloZeni
1 Portal SMK
2. WEB UHKT
portdle SMK
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