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01.03.2016 A2 |Zména vptiloze 01 - zména rozlideni typizace lokusu|V. Siffnerova
HLA-DQBL1 z high resolution na low resolution

30.06.2016 A2 | Beze zmén Ing. M. Vrana

30.06.2018 A3 | Doplnéni postupl C a D do souvisejici dokumentace, bod | Ing. M. Vrana
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28.06.2019 A3 | Pravidelnad revize- beze zmén Ing. M. Vrana

01.03.2021 A4 | Zména loga UHKT a verze u tohoto dokumentu a jeho|Ing. M. Vrana
pfilohy.

10.05.2022 A5 | Aktualizace provozni doby laboratofre, tel. Cisel, aktualizace | Ing. M. Vrana
typu primarniho vzorku pro vysetfeni CHIM (vyrazeni
nehtl), vySetfovaného lokusu HLA-DPB1.

13.02.2023 A6 |Zména zastupce vedouci, zména adresy oddéleni,|Ing. M. Vrana
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18.4.2024 A8 | Aktualizace obsahu dokumentu str. 2-3, zména stafi|Ing. M. Vrana
dodaného vzorku ze 2 na 10 dni a upresnéni prepravni
teploty str. 7, doplnéni pupecnikové krve do primarnich
vzorkd str. 11, smazana kapitola ,Odbéry pacientl
s nedostateénym mnozZstvim jadernych bunék vkrvi“ a
»Pokyny pro provedeni kozni biopsie pro dlouhodobou
kultivaci fibroblastd” str. 11-12. Doplnéni vét o
»informovany souhlas” a prodlouzeni doby dodani vysledku
z10na 15 dnistr. 11,13 a 14.

31.3.2025 A9 | Zapracovani pozadavkd normy CSN EN ISO 15189:2023,|Ing. M. Vrand
oprava alely u predispozice celiakie str. 13, oprava znéni
bodu v Zadance pro vysetieni celiakie a narkolepsie str. 13,
drobné upravy slov a interpunkce, aktualizace obsahu
dokumentu.

1.6.2026 A10 |Testovani HLA-B*57:01 nyni pouze na vyZadani zadavatele | Ing. M. Vrana
str. 15. Oprava souvisejici dokumentace str. 16.
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ROZDELOVNIK 17

uvoD

Oddéleni HLA je ve struktufe Ustavu hematologie a krevni transfuze (UHKT) samostatnym oddélenim
v rdmci Vyzkumného useku a je soucasti Komplementu laborato¥i UHKT (zdravotnicka laborator €. 8081,
kontinudlné obhajujici nezavislé a nestranné posouzeni odborné zp(isobilosti 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 vySetfeni, 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 materialu a papirové ¢i elektronické dokumentace.

Oddéleni HLA je od roku 2007 akreditovano u mezinarodni odborné organizace European Federation for
Immunogenetics. V ramci této organizace se pravidelné Uspésné zucastnujeme mezinarodnich kontrol
kvality prace pro vSechna provadéna vysetieni.

Zakladnim zamérenim oddéleni jsou vysetfeni pacientl a spojena s vyhledavanim vhodnych darct pro
transplantace hematopoetickych kmenovych bunék a sledovani potransplantacniho pribéhu. Pro tyto
Ucely provadime genotypizaci HLA (Human Leukocyte Antigens) na Urovni vysokého rozliseni a testovani
KIR gena (killer cell immunoglobulin-like receptors).

Dale se specializujeme na testovani vazby HLA s chorobami, pfedevsim HLA geny spojené s rizikem celiakie.
Pro tato vysetfeni slouzime jako referencni pracovisté, zajistujici koordinaci a vyménu informaci s ostatnimi
DNA laboratofemi v CR. Poskytujeme konzultaéni sluiby a organizujeme mezilaboratorni porovnavani
zkousek. VSechna vysetieni jsou provadéna metodami molekularni genetiky. Oddéleni HLA se zabyva i
vyzkumnou ¢innosti a slouZi jako Skolici pracovisté.

VSEOBECNE INFORMACE O ODDELENI

Zakladni informace o oddéleni

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

ICO: 00023736

Nazev oddéleni: Oddéleni HLA

Soucast Komplementu laboratofi UHKT
portdle SMK
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Adresa a umisténi: Katerinska 521/19, 120 00 Praha 2
Provozni doba oddéleni: 7.00 — 14.00 hodin (pracovni dny, pondéli az patek)

Zaélenéni oddéleni v organizaéni strukture UHKT a vedeni oddéleni

Oddéleni HLA je samostatnym oddélenim v rdmci Vyzkumného useku a je soucasti Komplementu laboratofi
UHKT.

Vedeni oddéleni:

Vedouci Oddéleni HLA: Ing. Milena Vrana
Telefon: 221977 430

E-mail: Milena.Vrana@uhkt.cz

Zastupce vedouci Oddéleni HLA: Mgr. Radek Plachy
Telefon: 221977 430

E-mail: Radek.Plachy@uhkt.cz

Zaméreni oddéleni

Oddéleni se zabyvd molekuldrné genetickymi analyzami vzork( periferni krve, kostni dfené, eventudlné
jiného biologického materidlu, prevainé pacientld indikovanych ktransplantaci hematopoetickych
kmenovych bunék, vyhledanim vhodnych darcG a sledovanim potransplantac¢niho priibéhu. Dale jsou
vySetfovany HLA geny pro diagnostiku nékterych chorob, které jsou s nimi vazany.

Vétsina analyz je zaloZena na rlznych typech polymerazové fetézové reakce (PCR) a na dalsi praci s PCR
produkty (sekvenovani). Oddéleni provadi zakladni molekuldarné-genetickd vysetreni, potfebnd pro
diagnostiku, prognostiku a sledovani minimalniho rezidudlniho onemocnéni uvybranych
onkohematologickych onemocnéni, urcovani genotypl hlavniho histokompatibilitniho systému c¢lovéka
(HLA) pro ucely transplantace hematopoetickych kmenovych bunék, pro predispozici k vybranym
autoimunitnim onemocnénim a pro farmakogenetiku. Rovnéz vyzkumna cinnost se tyka prevainé
uvedenych onemocnéni.

v s v

Organizace oddéleni, vnitfni ¢lenéni a pristrojové vybaveni

Vsichni pracovnici oddéleni maji vymezené odpovédnosti a pravomoci a jsou definovany instanc¢ni vztahy
pracovnikd. Oddéleni je vedeno odbornym vedoucim, ktery je ¢lenem vedeni laboratore a je zodpovédny
za C¢innost oddéleni po odborné i organizacni strance.

Pracovnici prochazeji systémem kontinudlniho vzdélavani a podléhaji dozoru pfiméreného jejich
zkusenostem a odpovédnostem. Vedeni oddéleni odpovida za vytvareni a zajistovani takovych technickych
zdroju, které jsou nezbytné k zabezpeceni poZzadované kvality provadénych vysetreni.
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Vedeni:
Vedouci Oddéleni HLA: Ing. Milena Vrana

Telefon: 221977 430 e-mail: Milena.Vrana@uhkt.cz

Zastupce vedouci Oddéleni HLA: Mgr. Radek Plachy

Telefon: 221977 430 e-mail: Radek.Plachy@uhkt.cz

Oddéleni ma k dispozici prostory striktné rozdélené na praci v pre-PCR a post-PCR zdné, tak aby nemohlo
dojit ke kontaminaci PCR produkty. Tyto zény jsou jednoznacné definované prostorové a barevné.
Vsechny pfistroje a pomlcky, jejichz vystupy mohou ovlivnit vysledky provadénych vysetfeni, podléhaji
pravidelnym kalibracim, validacim nebo ovérenim.

Spektrum nabizenych vysSetieni

Vysetfeni genotypu HLA (human leukocyte antigens) pro potfeby HSCT (hematopoietic stem cell

transplantation) SOP 05
Vysetieni genotypu HLA pro vazbu s chorobami SOP 05
Vysetfeni genotypu HLA pro farmakogenetiku SOP 05

Oddéleni HLA nevyuZziva sluzeb jinych laboratofi pro provadéni nabizenych vysetieni.

ODBER PRIMARNICH VZORKU
Pokyny pro ziskavani vzorkt pacienta

Periferni krev a kostni dfen se standardné odebird do protisrazlivého roztoku EDTA, pfipadné ACD. Nelze
pouzit vzorky odebrané do heparinu (heparin inhibuje PCR reakce, vySetfeni tedy nelze provést z takto
odebranych vzorkd).

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

Pro vysSetfeni lze pfijimat i jiny biologicky materiadl dle specifikaci uvedenych pro jednotlivd vySetieni
v kapitole INFORMACE K NABIZENYM VYSETRENIM.

Kazda zkumavka se vzorkem musi byt nalezité oznacena identifikacnimi Udaji vySetfované osoby a datem
odbéru. Vzorky s fadné vyplnénou zddankou musi byt dodany na Oddéleni HLA, budova G, 6. patro.

Pokyny pro pripravu pacienta

Odbér periferni krve ani kostni dfené pro provadéna vysetieni nevyzaduje zvlastni pfipravu pacienta pred
odbérem. Nékterd vysetreni nelze provést u pacientll po provedené alogenni transplantaci krvetvornych
bunék a po infuzi darcovskych lymfocytll. Specifikace jsou uvedeny u jednotlivych vySetreni v kapitole
INFORMACE K NABIZENYM VYSETRENIM v €asti Platnost postupu/faktory ovliviiujici vy$etienti.
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Pokyny pro vyplnéni Zadanky

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

V zadance musi byt nélezZité identifikovan lékar opravnény indikovat vySetfeni (véetné adresy klinického
7adatele a jeho telefonniho, ev. faxového spojeni). Zddanka musi obsahovat jednoznacnou identifikaci
vysetfované osoby, véetné Cisla zdravotni pojistovny a ¢iselného oznadeni diagndz, a Udaj o datu a ¢asu
odbéru primarniho vzorku.

Informovany souhlas s vySetfenim

Veskerd vySetifeni lze provést pouze na zdkladé informovaného souhlasu pacienta. Bez dodaného
informovaného souhlasu nejsou vydavany vysledky vysetfeni tam, kde nehrozi riziko komplikaci pfi zdrzeni
vysledku. U pacientl pred transplantaci kostni dfené a jejich darcd je zadavatel informovan o nutnosti
dodani informovaného souhlasu.

PoZzadavky na obsah informovaného souhlasu pro genetickd vysSetfeni jsou specifikovana odbornou
spole¢nosti SLG CLS JEP. Informované souhlasy pro provadénd vysetieni je mozné najit na internetovych
strankdch www.uhkt.cz. KvySetfeni je mozné prijmout vzorek sinformovanym souhlasem dle vzoru
zadavatele, pokud obsahuje véechny potfebné udaje dle pozadavkd SLG CLS JEP.

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

I1 POKUD PACIENT NESOUHLASI 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 ptedani informaci laboratofi v ptipadé, 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:

e Qvéfeni totoZnosti pacienta

e Qvéreni, Ze pacient splnil poZadavky pred vySetfenim

e Musi byt proveden zdznam o totoznosti osoby, kterd primarni vzorek odebrala, datum a ¢as
odbéru

Dodani vzorkii na oddéleni a podminky transportu

Vzorek musi byt pro prepravu zabezpeéen tak, aby nemohlo dojit krozliti, potfisnéni biologickym
materidlem nebo jinému znehodnoceni vzorku.
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Vzorek periferni krve/kostni dfené by mél byt doruc¢en na oddéleni co nejdfive po jeho odbéru. Maximalni
doba uchovani a transportu vzork( periferni krve/kostni dfené je deset dni od nabéru. Neni zapotrebi
zvlastnich opatteni pro transport, vzorek se pouze nesmi vystavit zahfati (napt. vystaveni slunci, drzeni v
ruce apod.). Pfesahuje-li doba od nabéru 3 hodiny, je vhodné vzorek transportovat pfi 2-8 °C. Pfi této
teploté je mozné jej skladovat az 10 dni. Transport vzorku zajistuje zadavatel a odpovida za néj. Oddéleni
nekontroluje hodinu odbéru. Systém vnitfni kontroly vySetfovanych vzork( je totiz na oddéleni nastaven
tak, aby odhalil pochybeni v kvalité vysetfovaného materialu.

Specifikace uchovani a prepravy pro jiny biologicky material, ktery mlze byt pouZzit pro jednotliva vysetfeni,
je uvedena v kapitole INFORMACE K NABIZENYM VYSETRENIM.

Ke kazdému dodanému vzorku je tfeba dodat fadné vyplnénou Zadanku o vysetreni.
Vzorky jsou pfijimany v provozni dobé oddéleni, a to v pracovni dny v ¢ase 7.00-14.00 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

Zakladni informace k bezpecnosti pfi praci se vzorky

Obecné zasady strategie bezpecnosti prace s biologickym materidlem vychdazeji z pfisluSnych pravnich
predpist a smérnic. VSichni zaméstnanci jsou povinni postupovat pfi vySetfovani pacientld tak, aby
nedochdzelo ke vzniku a Sifeni nozokomialnich ndkaz ve smyslu ptislusnych ustanoveni této vyhlasky.

Na zakladé této vyhlasky byly stanoveny tyto zdsady pro bezpecnost prace s biologickym materiadlem:

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

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

ZPRACOVANI PRIMARNICH VZORKU PRED DODANiIM NA ODDELENI

Na oddéleni 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 vypinénou
PRUOVODKU VZORKU. Typy vzork(, které Ize pfijimat pro jednotlivd vysetieni, jsou uvedeny v kapitole
INFORMACE K NABIZENYM VYSETRENIM v €asti Typy vzorkd, které Ize pro vysetfeni pouZit.

Formulai PRUVODKA VZORKU je mozné najit na internetovych strankach www.uhkt.cz. Véechny nadobky
se vzorky pfipravenymi v jiné laboratofi musi byt oznaceny minimalné identifikacnimi udaji uvedenymi
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v PRUVODCE VZORKU. Znadeni zpracovanych vzork(l musi byt jednoznaéné, aby nemohlo dojit k zdméné
s jinymi vzorky.

FAKTORY OVLIVNUJICi VYSETRENI

Pfedpokladem uspésného vysetieni primdrniho vzorku je pfitomnost dostate¢ného mnoiZstvi jadernych
bunék v periferni krvi odebirané osoby (minimalné 1.5 x 10° leukocytd/ml). PoZadavek dostateénosti
jadernych bunék plati i pro primarni vzorky kostni difené. V ptipadé hypocelularity periferni krve ¢i kostni
drené (zejména v raném obdobi po alogenni HSCT a v pribéhu chemoterapie) je Zadouci odebrat vétsi
mnozstvi primarniho vzorku prislusné tkané, nez je nize uvedeno.

KRITERIA PRO PRIJETI A ODMITNUTI VZORKU

Na oddéleni mohou byt pfijaty pouze vzorky, které spliuji vySe uvedena kritéria. Pfehled postupu pfi
nesplnéni téchto kritérii uvadi nasledujici tabulka.

Nesoulad v zékladnich identifikacnich znacich pro
pridéleni Zadanky ke vzorku biologického materidlu » — .. L
o, v , . Ly, . - material neni pfijat k dalSimu zpracovani
(jméno a pfijmeni pacienta, rodné Cislo pacienta

nebo Cislo pojistky pacienta)

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

Neni spravné proveden odbér - material neni pfijat k dalSimu zpracovani

Zadanka neni tadné vyplnénad (schazi nékteré
povinné Udaje (diagndza, ICP ordinujiciho lékare, | = biologicky material je pfijat
odbornost)

Ve zvlast vyjimecnych pripadech (napf. z divodu vitalni indikace) lze vzorky potfisnéné biologickym
materialem i vzorky s mensim nez doporu¢enym mnozstvim materidlu vySetfit. Pracovnik pfijimajici takové
vzorky o tomto neprodlené informuje oSetfujiciho |ékafe. Pouze na vyslovnou Zadost |ékare, ktery vySetreni
pozaduje, budou tyto vzorky vysetfeny. VysSe uvedené skutecnosti budou zaznamenany v komentafi a
Protokolu o vysledku vysetfeni.

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

PFi pfijimani nového odbéru u dfive odmitnutych vzork(l je nutné, aby zadavatel zaslal novou Zadanku.

ODBORNE KONZULTACE

V pfipadé potreby jsou zdkaznikiim poskytovany dalsi konzultace a ndvody v odborné oblasti souvisejici
s provadénymi ¢innostmi.
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O konzultaci Ize pozadat na vsech laboratornich Usecich. Prislusnou informaci podd vidy kompetentni
zdravotnicky pracovnik pro danou problematiku (laborant, VS nebo lékar). Odborné informace jsou
poskytovany vedoucim laboratore.

Pracovnici Oddéleni HLA nekomunikuji pfimo s pacienty. Vysledky provadénych vysetfeni jsou predavany
pfimo oSetfujicimu lékafi (zdkaznikovi), ktery je rovnéz zodpovédny za dalsi komunikaci s pacientem.

Zasadni informace a konzultace k provadénym vysetfenim podava predevsim vedouci oddéleni. Informace
a konzultace k jednotlivym vysetfenim podavaji vedouci pfislusnych pracovnich skupin nebo jejich zastupci.
Informace ke klinickym interpretacim provadénych vysetfeni jsou v kompetenci prislusnych lékard.
Informace tykajici se technickych detaill, predevsim preanalytické faze — tj. zplsobu odbéru, transportu
vzork( apod. podavaji vsichni opravnéni pracovnici pfislusnych pracovnich skupin.

Vedouci oddéleni je dostupna v laboratofi (tel. 221 977 430).
RESENI STiZNOSTI
Stiznosti mohou byt adresovany na vedeni laboratote, pfipadné dalsi pracovniky. Neni-li stiznost k praci

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

Drobné pfipominky k praci laboratore pfijima a okamZité resi kterykoliv pracovnik laboratofe a ndsledné
informuje svého nadtizeného. 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 zlistava vidy uchovavana v tajnosti a bez pisemného souhlasu nemlze 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 pristup ohrozit nestrannost.

OCHRANA INFORMACI

Vsichni pracovnici Oddéleni HLA jsou si védomi povinnosti zachovdvat mlcenlivost o veSkerych informacich
ziskanych v prlibéhu poskytovani sluzby a své povinnosti chovat se tak, aby prava zakaznika a pacienta
nebyla poskozena.

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

e Kazdy pracovnik se podpisem zdvazku dlvérnosti a mlcenlivosti zavazuje k ml¢enlivosti o
skutecnostech, o nichz se dozvédél v souvislosti s vykonem svého povolani s vyjimkou pfipada,
kdy skutecnost sdéluje na zakladé oznamovaci povinnosti dle zvlastnich predpisu.

’

e Na oddéleni jsou zavedena a dodrZovana systémova a technicka opatieni pro zabezpeceni
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.
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INFORMACE K NABiZENYM VYSETRENIM

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

VYSETRENi GENOTYPU HLA (HUMAN LEUKOCYTE ANTIGENS) PRO POTREBY HSCT
Princip

Odbér primarnich vzork( se provadi pro ucely ziskani DNA a stanoveni pfesného genotypu HLA pro potiebu
stanoveni shody mezi pacientem indikovanym k transplantaci hematopoetickych kmenovych bunék a jeho
darcem.

Platnost postupu/faktory ovliviiujici vySetreni

Pfijem vzorkli na genotypizaci neni nutno objednavat. Pro provedeni genotypizace je poZadovana
indikace k HSCT.

Postup HLA vysetieni pro alloHSCT je uveden v ptiloze Algoritmus vysetieni HLA p¥i vyhledavani darce
HSCT.

Bez této indikace bude provedena pouze izolace DNA. PoZadovana genotypizace bude ztéto DNA
provedena bezprostfedné po indikaci k HSCT na zakladé informace zindikaéniho seminaire UHKT (u
dospélych pacientl). Indikace k HSCT pro détské pacienty je v kompetenci hlavniho transplantologa
transplantacni jednotky KDHO Motol.

Informace lze ziskat na telefonech 221 977 -307, -430 nebo -484 (interni linky UHKT).

Vysetfeni nelze provést u pacientl po transplantaci hematopoetickych kmenovych bunék nebo po infuzi
darcovskych lymfocytd.

DNA vyizolovana z primarnich vzork( je v laboratofi znacena a uchovana dle platnych internich predpisu.
Doba jejiho uchovani je neomezena. Tuto DNA Ize po kontrole kvality (provedené interné) pouZit pro dalsi
genotypizaci HLA vyZzadanou zadavatelem. PoZadavky na takova vySetfeni jsou pfijimana na novém
Protokolu o prevzeti primarniho vzorku (Zzadanka), na zakladé rozhodnuti interni indikacni komise, ptipadné
telefonicky od hlavnich zadavateld (transplantologt UHKT a KDHO Motol, transplanta¢niho koordinatora a
koordinatoru registru nepfibuznych darca)

Typy vzorkd, které Ize pro vySetieni pouZit
Primarni vzorky:

e Periferni krev

e Kostni dren

e  Stér bunék z bukalni sliznice
e  Pupecnikova krev
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Periferni krev se odebird v mnoZstvi 2 ml do protisrazlivého roztoku EDTA, pfipadné ACD. Je nutné
dostateéné mnozZstvi jadernych bunék v krvi pfi odbéru (min. 0,5 x 10°%/I leukocytd, pfi niZzdim poctu
leukocytl je tfeba odebrat vétsi mnoZstvi krve, cca 10 ml). Krev v EDTA je moZno skladovat pfi 2-8 °C az 10
dni.

Zpracované vzorky:

e Fibroblasty kultivované z kozni biopsie
e DNA izolovana ze somatickych jadernych bunék
e DNA izolovana z bunécnych frakci

Doba vydani vysledku
Béznd doba: 15 dnl 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 fadné vyplnénou Zadankou a informovanym souhlasem pacienta do laboratore do data uvolnéni vysledku.

VYSETRENi GENOTYPU HLA PRO VAZBU S CHOROBAMI
Princip

Odbér primarnich vzork(l se provadi pro ucely ziskani DNA a stanoveni presného genotypu HLA pfi
diagnostice vybranych chorob (viz bod 8.8.2)

Platnost postupu/faktory ovliviiujici vySetieni

Na nasem pracovisti vySetfujeme HLA pro vazbu predevsim s chorobami uvedenymi déle. Pro tato vySetreni
pracujeme i jako referencni laboratof, tj. organizujeme kontroly kvality, poskytujeme konzultace a
konfirmacni vySetfeni u nejasnych vysledkd.

Celiakie

Celiakie je geneticky podminéné autoimunitni onemocnéni. Zakladnim predpokladem vzniku celiakie je
pritomnost specifickych HLA epitopl, které vazou gliadinové zbytky z lepku pfijimaného v potravé a tim
spoustéji vlastni onemocnéni. Genotyp HLA vétsiny pacient( s celiakii obsahuje HLA-DQA1*05 a HLA-
DQB1*02 (cca 95 %) nebo HLA-DQA1*03:01 a DQB1*03:02. U osob, které nemaji zddnou z téchto HLA-DQ
alel, je diagnéza celiakie nepravdépodobnd, to znamen3, Ze vySetfeni ma vysokou senzitivitu (96%). Proto
hlavni vyznam HLA-DQ typizace pro tuto diagndzu je vylouceni choroby u osob bez predisponujicich alel.

Uvedené genotypy HLA se viak vyskytuji i u zdravych osob (cca 20 % zdravé populace CR). Z toho plyne, 7e
pfitomnost HLA-DQA1*05 — DQB1*02 (DQ2) nebo HLA-DQA1*03:01 — DQB1*03:02 (DQ8) nelze
interpretovat jako potvrzeni této diagndzy bez dalSich vysetieni. Dle doporuceni Evropské spolecnosti pro
détskou gastroenterologii, hepatologii a vyZivu (ESPGHAN) z roku 2012 u pacient( s presvédcivym klinickym
obrazem a vysokou pozitivitou protilatek (TG 2 IgA> 10x nad normu), pozitivita HLA-DQA1*05 — DQB1*02
(DQ2) nebo HLA-DQA1*03:01 — DQB1*03:02 (DQ8) umoznuje stanovit diagndzu celiakie bez bioptického
vysetieni. Tento postup je viak v CR v soucasné dobé ve stadiu ovéfovani platnosti.
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V odborné literature je sporadicky uvadéna diagndza celiakie i u pacient(, ktefi maji pritomnu pouze jednu
z predispozicnich alel (nejcastéji HLA-DQA1*05 + DQB1*XX — vse kromé *02). U osob s takovym genotypem
proto nelze diagndzu celiakie vyloucit ani potvrdit.

Vyhody vysetieni HLA pro diagnostiku celiakie:

e vySetieni se provadi jednou za Zivot

o odbér biologického materidlu nezatéZuje pacienta

o vysledek vysetieni neovliviiuje bezlepkova dieta

e neprfitomnost zadné z predisponuijicich alel (HLA-DQA1*05/ DQB1*02;DQA1*03:01/ DQB1*03:02)
umoznuje vyloucit onemocnéni celiakie bez bioptického vySetfeni

Zadanka o vysetfeni a postup pro odbér vzorkd, uvedeny v Laboratorni pFiruéce (LP), je spole¢ny pro
vsechna vysetfeni HLA genotypu. Z nabidky pozadovaného vySetfeni na zaddance vyberte: ,HLA-DQA1/DQB1
pro diagnostiku celiakie”.

Narkolepsie

Neurologické onemocnéni s prevalenci 0,02 - 0,067 %, v CR podle epidemiologického odhadu existuje cca
2500-5000 osob stouto chorobou. Jednd se pravdépodobné o autoimunitni onemocnéni s urcitym
dédicnym sklonem nastartované vnéjsim faktorem (napf. streptokokova infekce), namifené proti
hypocretinovym neurontim, které maji budivou funkci.

Narkolepsie s kataplexii vznikd vymizenim hypocretinovych neuronl jednordazovym autoimunitnim
procesem, ve kterém HLA systém hraje vyraznou roli. HLA-DQB1*06:02 je pfitomen u 85-100 % pacientd
s diagndzou narkolepsie s kataplexii. Vétsina téchto pacientl je soucasné HLA-DQB1*06:03 negativnich.

Narkolepsie bez kataplexie je predmétem studie mechanismu vzniku. U této diagndzy je vazba s HLA-DQB1
predmétem celosvétovych studii.

Vysetfeni pritomnosti HLA-DQB1*06:02 a DQB1*06:03 je v nasi laboratofi provadéno na urovni
genotypizace.

Zadanka o vysetieni a postup pro odbér vzorki, uvedeny v Laboratorni pfiruéce (LP), je spole¢ny pro
vSechna vysSetfeni HLA genotypu. Z nabidky poZadovaného vySetfeni na Zadance vyberte: ,HLA-
DQB1*06:02 pro diagnostiku narkolepsie“.

HLA-B*27 — spojeno s Morbus Bechtérev, Reiterovym syndromem (reaktivni atritida), juvenilni
revmatoidni artritidou s uveitidou

HLA-B*27 se vyskytuje pfiblizné u 7 % obyvatel Ceské republiky.

U Morbus Bechtérev jej Ize prokazat az v 90 % pfipadud. Pravdépodobnost onemocnéni Morbus Bechtérev
je az 300krat vyssi oproti osobam, které tento antigen nemaji. Pfitomnost HLA-B*27 vsak jeSté neznameng,
Ze nositel bude Bechtérevovou nemoci postiZzen, jedna se pouze o zvysené riziko.

Reiterliv syndrom (reaktivni atritida) — u jedincG HLA-B*27 pozitivnich je vyssi riziko vzniku této choroby,

nicméné testovani tohoto znaku neni soucasti doporucenych vysetreni.
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Juvenilni revmatoidni artritida spojena s uveitidou, v takovych pripadech spojeno s HLA-B*27 pozitivitou.
Testovani tohoto znaku je pro tuto diagndzu doporuceno jako doplnkové vysetreni.

Vysetreni prfitomnosti HLA-B*27 je v nasi laboratofi provadéno na Urovni genotypizace.

Zadanka o vysetieni a postup pro odbér vzork(, uvedeny v Laboratorni pfiruéce (LP), je spole¢ny pro
vsechna vysSetfeni HLA genotypu. Z nabidky poZzadovaného vysSetfeni na Zadance vyberte: ,,HLA-B*27 pro
diagnostiku revmatoidnich onemocnéni a dalSich souvisejicich diagndz”.

Dal3i

Na zakladé pozadavku lze provést genotypizaci kteréhokoliv vybraného znaku HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQA1,
-DQB1 a -DPB1.

V pripadé zajmu o vysetfeni dalSich HLA znak( ve vazbé s chorobami, kontaktujte prosim Ing. Milenu
Vranou telefonicky nebo e-mailem.

Typy vzorkd, které Ize pro vySetfeni pouZit
Primarni vzorky:

e Periferni krev
e Stér bunék z bukalni sliznice

Periferni krev se odebird v mnoZstvi 2 ml do protisradzlivého roztoku EDTA, pfipadné ACD. Je nutné
dostateéné mnozZstvi jadernych bunék v krvi pfi odbéru (min. 0,5 x 10°%/I leukocytd, pfi niZzdim poctu
leukocytl je tfeba odebrat vétsi mnozstvi krve, cca 10 ml). Krev v EDTA je mozZno skladovat pfi 2-8 °C az 10
dni.

Zpracované vzorky:

e DNA izolovand ze somatickych jadernych bunék
e DNAizolovana z bunécnych frakci

Doba vydani vysledku

BéZznd doba: 15 dnl od dodéni vzorku

Statim: 3 dny od dodani vzorku

Uvedeny pocet dni znamenad pocet pracovnich dni od dodani primdrniho vzorku (odebraného dle této LP) s
radné vyplnénou Zzadankou a informovanym souhlasem pacienta do laboratore do data uvolnéni vysledku.
VYSETRENI GENOTYPU HLA PRO FARMAKOGENETIKU

Princip

Odbér primarnich vzorkl se provadi pro Ucely ziskani DNA a stanoveni presného genotypu HLA pro prevenci
hypersensitivni reakce pred podanim Abacaviru, pfipadné pro dalsi ucely (viz 8.9.2).
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Platnost postupu/faktory ovliviiujici vySetreni

Studium HLA systému zacina byt i dlleZitym néastrojem farmakogenetiky, kdy HLA znak mUZe predikovat
odpovidavost/neodpovidavost ¢i senzitivitu pacienta na podani [é¢ebného preparatu.

V soucasné dobé testujeme pritomnost HLA-B*57:01 u HIV+ pacientli pfed podanim Abacaviru pro
vylouceni hypersenzitivni reakce na tento lék pouze na vyzadani klinického zadavatele. Typizace je
provadéna z dodané DNA vysSetfovanych pacient(.

Na zakladé pozadavku lze provést genotypizaci kteréhokoliv vybraného znaku HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQA1,
-DQB1 a -DPBL1.

V pfipadé zajmu o vysetfeni dalSich HLA znakd, kontaktujte prosim Ing. Milenu Vranou telefonicky nebo
e-mailem.

Typy vzorkd, které Ize pro vySetfeni pouZit
Primarni vzorky:

e Periferni krev
e Stér bunék z bukalni sliznice

Periferni krev se odebird v mnoZstvi 2 ml do protisrazlivého roztoku EDTA, pfipadné ACD. Je nutné
dostateéné mnoistvi jadernych bunék v krvi pfi odbéru (min. 0,5 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 10
dni.

Zpracované vzorky:
e DNA izolovana ze somatickych jadernych bunék
e DNA izolovana z bunécnych frakci

Doba vydani vysledku

Bézna doba: 15 dnl 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
fadné vyplnénou zadankou a informovanym souhlasem pacienta do laboratofe do data uvolnéni vysledku.

VYDAVANI VYSLEDKU

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.

Vydavani vysledk( z HLA databaze

Po provedeni testl jsou dosazené vysledky zaddny do HLA Databdze https://hla.uhkt.cz, umisténé na
serveru UHKT a pravidelné zalohované.
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Vydavani vysledk(l zadavateli vySetfeni je provedeno automaticky v elektronické formé pfi uzamceni
Protokolu o vysledku po kontrole odpovédnym pracovnikem (vedouci laboratore, zastupce vedouci
laboratore). Na ovéfenou emailovou adresu zadavatele je odeslan email s vysledky v heslem uzamcéeném
PDF formatu. Vysledky jsou vydavany zadavateli a dalSim opravnénym osobam uvedenym na Protokolu.

Vysledky nejsou sdélovany telefonicky. O opakované elektronické zaslani uzamcenych vysledkl zadavateli
(Ci o jejich zaslani postou) Ize zazadat telefonicky. O telefonnim hovoru se zadavatelem je proveden zaznam
v Evidenci telefonnich rozhovor( se zadavateli.

Protokoly o vysledku obsahuji odkaz na pfislusny standardni operacni postup (SOP).
Vydavani vysledk( z HLA ORPHEUS

Po provedeni testl jsou dosazené vysledky zadany do programu HLA ORPHEUS. Po kontrole odpovédnym
pracovnikem (vedouci laboratore, zastupce vedouci laboratofe) jsou uvolnény v elektronické formé.

Vysledky nejsou sdélovany telefonicky. O opakované elektronické zaslani uzaméenych vysledkl zadavateli
(Ci o jejich zaslani postou) Ize zazadat telefonicky. O telefonnim hovoru se zadavatelem je proveden zaznam
v Evidenci telefonnich rozhovor( se zadavateli.

Protokoly o vysledku obsahuji odkaz na pfislusny standardni operacni postup (SOP).

Zbytkova rizika

Laboratof si je védoma existence zbytkovych rizik, ktera se pokusila snizit na minimum. Zbytkova rizika jsou
dostupna v laboratofi na pozaddni, pokud je to relevantni v ramci daného vysetreni.

SOUVISEJiICi DOKUMENTACE

NRL_05_SOP 14 01 POSTUP A: VYSETRENi GENOTYPU HLAVNIHO HISTOKOMPATIBILNIHO SYSTEMU
CLOVEKA — HLA METODOU PCR-SSP

NRL_05_SOP_14 01 POSTUP C: VYSETRENI GENOTYPU HLAVNIHO HISTOKOMPATIBILITNIHO SYSTEMU
CLOVEKA — HLA METODOU REAL-TIME PCR

NRL_05_SOP_14 01 POSTUP D: VYSETRENI GENOTYPU HLAVNIHO HISTOKOMPATIBILITNIHO SYSTEMU
CLOVEKA — HLA METODOU MASIVNE PARALELNIHO SEKVENOVANI (VYSETRENI HLA - NGS)

NRL_05_SOP_14 01 POSTUP E: VYSETRENI GENOTYPU HLAVNIHO HISTOKOMPATIBILITNIHO SYSTEMU
CLOVEKA — HLA METODOU NANOPOROVEHO SEKVENOVANI NGS

13900 _F_15_03 ZADANKA O VYSETRENI GENOTYPU HLA A SOUVISEJICICH GENU
13900_F_15_05-07 INFORMACE PRO PACIENTY

F_SMJ_87 INFORMOVANY SOUHLAS - GENETICKE LABORATORNI VYSETREN{

PRILOHY

13900 LP_15_ 01 ptiloha 01 Algoritmus vySetfeni HLA pfi vyhledavani darce HSCT
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