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1 UvoD

Narodni referenéni laboratoi pro DNA diagnostiku je zku$ebni laboratof ¢. 1345, akreditovana Ceskym
institutem pro akreditaci, o.p.s. (CIA) podle CSN EN ISO/IEC 17025 a zdravotnickd laboratof &. 8001,
akreditovand CIA podle CSN EN I1SO 15189.

Hlavni odbornou ¢innosti NRL pro DNA diagnostiku je molekularni diagnostika a monitorovani vybranych
onkohematologickych onemocnéni a uréovani genotyp(ll pro ucely transplantace hematopoetickych kmenovych
bunék a identifikaci osob. NRL pro DNA diagnostiku je referencni laboratofi v oblasti onkogenetiky, zajistujici
koordinaci a vyménu informaci s ostatnimi DNA laboratoifemi v CR, poskytuje konzultaéni sluzby a organizuje

mezilaboratorni porovndvani zkousek.

NRL pro DNA diagnostiku se zabyva i vyzkumnou ¢innosti a slouzi jako Skolici pracovisté.

2 VSEOBECNE INFORMACE O LABORATORI

2.1 Zakladni informace o laboratofi

Nazev organizace: Ustav hematologie a krevni transfuze

Adresa organizace: U Nemocnice 1, 128 20 Praha 2

web: www.uhkt.cz

ICO: 00023736

Nazev laboratore: Narodni referencni laborator pro DNA diagnostiku
Adresa a umisténi: U Nemocnice 1, Praha 2, PSC 128 20,

budova C, 1. nadzemni podlaZi, mistnosti ¢. C 151- C 186
budova C, 1. podzemni podlazi, mistnosti ¢. CS 22, CS 29, CS35
budova B, 3. nadzemni podlazi, mistnosti ¢. B 364, B365

Vedouci laboratore: RNDr. Marie Dobrovolna
Telefon: 221977 484

FAX: 221977 371

E-mail laboratore: marie.dobrovolna@uhkt.cz

Provozni doba laboratofe: 8.00—16.30 hodin (pracovni dny, pondéli az patek)

2.2 Zadlenéni laboratofe v organizaéni struktuie UHKT a vedeni laboratore

NRL pro DNA diagnostiku je soucasti Vyzkumného UGseku UHKT. NRL pro DNA diagnostiku tvofi
oddéleni molekularni genetiky a oddéleni HLA analyzy.

Vedeni laboratofre:

Dobrovolna Marie, RNDr. vedouci laboratore
Vrand Milena, Ing. zastupkyneé vedouciho laboratofe, manazerka kvality
Belickova Monika, Mgr. metrolozka

technicti vedouci pracovnich skupin (viz kapitola 2.4)

2.3  Zaméreni laboratore
Laboratof se zabyvad molekularné genetickymi analyzami vzorkd krve, kostni dfené, eventuelné jiného
biologického materidlu pacientl prevainé s hematologickymi malignitami a myeloproliferativnimi syndromy.
Vétsina analyz je zaloZena na rdznych typech vysetfeni fetézové polymerazové reakce (PCR), a na dalsi préci
s PCR produkty (sekvenovani). Laboratof provadi zadkladni molekularné-genetickd vysSetreni, potfebnd pro
diagnostiku, prognostiku a sledovani minimalniho rezidualniho onemocnéni u vybranych onkohematologickych
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onemocnéni, uréovani genotypU hlavniho histokompatibilitniho systému ¢lovéka (HLA) pro ucely transplantace
hematopoetickych kmenovych bunék, pro predispozici k vybranym autoimunitnim onemocnénim a pro
farmakogenetiku. Rovnéz vyzkumna ¢innost se tyka prevazné uvedenych onemocnéni.

2.4  Organizace laboratore, vnitini ¢clenéni a pristrojové vybaveni

Vsichni pracovnici laboratofi maji vymezené odpovédnosti a pravomoci a jsou definovany instanc¢ni
vztahy pracovnikl. Funkéné je laborator ¢lenéna na pracovni skupiny podle typu provadénych vysetreni, kazda
skupina je vedena odbornym vedoucim, ktery je ¢lenem vedeni laboratore (viz kapitola 2.2) a je zodpovédny za
¢innost své pracovni skupiny po odborné i organizacni strance.

Pracovnici prochazeji systémem kontinudiniho vzdélavani a podléhaji dozoru pfiméreného jejich
zkusenostem a odpovédnostem. Vedeni laboratofi odpovida za vytvareni a zajistovani takovych technickych
zdrojU, které jsou nezbytné k zabezpeceni pozadované kvality provadénych vysetreni.

Pracovni skupiny:

Vysetieni chimerismu po HSCT (SOP 01, 07) technicka vedouci Mgr. Hana Cechova

Telefon: 221977 308 e-mail: hana.cechova@uhkt.cz
Kvantifikace WT1 a NPM1 (SOP 02, 10) technicky vedouci Mgr. Jaroslav Polak
Telefon: 221977 484 e-mail: Jaroslav.polak@uhkt.cz

Vysetfeni a kvantifikace BCR-ABL, detekce mutaci v kinazové doméné BCR-ABL (SOP 03, 04)
technicka vedouci Mgr. Karla Zemanova. Ph.D.

Telefon: 221977 221,221977 181 e-mail: karla.zemanova@uhkt.cz
Vysetieni genotypu HLA (SOP 05) technicka vedouci RNDr. Marie Dobrovolna
Telefon: 221977 484 e-mail: marie.dobrovolna@uhkt.cz

Vysetfeni mutaci v genu HBB (SOP 06) a klonality  technicka vedouci Mgr. Monika Belickova
Telefon: 221977 306 e-mail: monika.belickova@uhkt.cz

Vysetieni NPM1 a CEBPA (SOP 09, 11) technicky vedouci Ing. Ota Fuchs
Telefon: 221977512 nebo 221977313 e-mail: ota.fuchs@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 zény jsou jednoznacné definované prostorové a barevné.

VSechny pfistroje a pomlcky, jejichZ vystupy mohou ovlivnit vysledky provadénych vysetreni, podléhaji
pravidelnym kalibracim, validacim nebo ovérenim.

2.5 Spektrum nabizenych vysSetieni
Vysetieni bb. chimerismu po alogenni HSCT (transplantaci hematopoetickych kmenovych bunék) SOP 01, 07

Vysetfeni mnozstvi transkriptu WT1 (wilms tumor 1) SOP 02
Vysetfeni mnozstvi transkriptu NPM1 (nukleofosmin 1) SOP 10
Diagnostické vySetfeni BCR-ABL (fusion gene: breakpoint cluster region — abelson) SOP 03
Vysetieni mnoZstvi transkriptu BCR-ABL SOP 04
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Vysetfeni mutaci v kinazové doméné BCR-ABL SOP 04

Vysetieni genotypu HLA (human leukocyte antigens) pro potieby HSCT (hematopoietic stem cell

transplantation) SOP 05
Vysetfeni genotypu HLA pro vazbu s chorobami SOP 05
Vysetfeni genotypu HLA pro farmakogenetiku SOP 05
Vysetfeni pfitomnosti mutaci v genu NPM1 (nukleophosmin 1) SOP 09
Vysetfeni pfitomnosti mutaci CEBPA (CCAAT/enhancer bindig protein alpha) SOP 11

Vysetieni klonality pomoci STR (Short Tandem Repeats) polymorfismu v genu HUMARA (androgen
receptorovy gen) *

Vysetfeni mutaci v genu HBB (hemoglobin beta)* SOP 06
*neakreditované vysetreni

NRL pro DNA diagnostiku nevyuziva sluzeb jinych laboratofi pro provadéni nabizenych vysetreni.
3  ODBER PRIMARNICH VZORKU

3.1  Pokyny pro ziskavani vzorkl pacienta

Periferni krev a kostni dien se standardné odebira do protisrazlivého roztoku EDTA, pfipadné ACD.
Nelze pouzit vzorky odebrané do heparinu (heparin inhibuje PCR reakce, vySetieni tedy nelze provést z takto
odebranych vzorki).

Pfesné pozadavky na mnoistvi odebiraného materidlu je pro jednotlivda vySetieni v kapitole
INFORMACE K NABIiZENYM VYSETRENIM

Pro vysetfeni lze pfijimat i jiny biologicky materidl dle specifikaci uvedenych pro jednotlivd vySetfeni
v kapitole INFORMACE K NABIZENYM VYSETRENIM

Kazda zkumavka se vzorkem musi byt naleZité oznacena identifikacnimi Gdaji vySetfované osoby,
datem a ¢asem odbéru. Vzorky s fadné vyplnénou Zadankou (viz kapitola 3.3) musi byt dodany do NRL pro DNA
diagnostiku, budova C, pfizemi, pokud se tyka SOP9 a SOP 11 do laboratore ¢. 334 (Prognostické faktory AML a
MDS) ve 2.patte budovy B UHKT.

3.2  Pokyny pro pfipravu pacienta

Odbér periferni krve ani kostni difené pro provadéna vysetreni nevyzaduje zvlastni pfipravu pacienta
pred odbérem. Nékterd vysetreni nelze provést u pacientll po provedené allogenni transplantaci krvetvornych
bunék a po infuzi darcovskych lymfocytl. Specifikace jsou uvedeny u jednotlivych vySetfeni v kapitole
INFORMACE K NABIZENYM VYSETRENIM v &asti Platnost postupu/faktory ovliviiujici vysetfent.

3.3  Pokyny pro vyplnéni Zzadanky

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

V ném musi byt naleZité identifikovan lékaf opravnény indikovat vySetieni (véetné adresy klinického
7adatele a jeho telefonniho, ev. faxového spojeni). Zddanka musi obsahovat jednoznaénou identifikaci
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vySetfované osoby, véetné Cisla zdravotni pojistovny a Ciselného oznadeni diagndz, a Udaj o datu a ¢asu odbéru
primarniho vzorku.
3.4 Informovany souhlas s vysetienim

Veskera vySetfeni 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 provadénd vySetfeni je moiné najit na internetovych strankach www.uhkt.cz.
K vysetfeni je mozné pfijmout vzorek sinformovanym souhlasem dle vzoru zadavatele, pokud obsahuje
véechny potiebné Gdaje 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 vysetfeni dle aktudlniho informovaného souhlasu pacienta.
Zadavajici 1ékar je zodpovédny za pfenos spravné informace o nakladani se vzorkem od pacienta do laboratore.

11 POKUD PACIENT NESOUHLASI S UCHOVANIM VZORKU, PRIPADNE JEHO DALSIM VYUZITIM

PRO VEDECKE UCELY, JE TREBA NA ZADANCE ZASKRTNOUT ,, NE“ V PRiISLUSNEM RADKU!!!

3.5  Pokyny pro cinnosti pfi odbéru
Pti provedeni odbéru musi byt splnény tyto pozadavky:
e Ovérfeni totoZnosti pacienta
e Ovéreni, Ze pacient splnil poZzadavky pfed vySetfenim
e  Musi byt proveden zaznam o totoznosti osoby, ktera primarni vzorek odebrala, datum a ¢as
odbéru
3.6  Dodani vzorkd do laboratofe a podminky transportu

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

Vzorek periferni krve/kostni dfené by mél byt dorucen do laboratofe co nejdfive po jeho odbéru.
Maximalni doba uchovani a transportu vzorkd periferni krve/kostni difené je dva dny od nabéru. Neni zapotfebi
zvlastnich opatfeni pro transport, vzorek se pouze nesmi vystavit zahtati (napf. vystaveni slunci, drZeni v ruce
apod.). Presahuje-li doba od nabéru 3 hodiny, je vhodné jej transportovat pri 4°C. Pfi této teploté je mozné jej
skladovat aZz 2 dny. Transport vzorku zajistuje zadavatel a odpovida za néj. Laboratof nekontroluje hodinu
odbéru. Systém vnitrni kontroly vySetfovanych vzorkd je totiz na laboratofi nastaven tak, aby odhalil pochybeni
v kvalité vySetfovaného materidlu.

Specifikace uchovani a pfepravy pro jiny biologicky material, ktery mdZe byt pouZit pro jednotliva
vysetieni, je uvedena v kapitole INFORMACE K NABIZENYM VYSETRENIM.

Ke kazdému dodanému vzorku je tieba dodat fadné vyplnénou zadanku o vysetieni (viz kapitola 33).
Vzorky jsou pfijimany v provozni dobé laboratore, a to v pracovni dny v ¢ase 8.00-16.00 hodin.
MozZné chyby pfi skladovani a transportu:
e  poutziti nevhodné zkumavky
e  poutziti nespravného protisrazlivého cCinidla
e nedostatecné oznaleni zkumavek s materidlem
e  potFisnéni zkumavky s materidlem (anebo privodni Zadanky) krvi

e vystaveni vzorku teplu, pfimému slunecnimu svétlu, nebo mrazu
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3.7  Zakladni informace k bezpecnosti pfi praci se vzorky

Obecné zasady strategie bezpecnosti prace s biologickym materialem vychazeji z pfislusnych pravnich
predpisti a smérnic, tj. predeviim z vyhlasky Mz CR ¢. 195/2005 Sb. a jejich pfiloh, kterou se upravuji podminky
predchdzeni vzniku a Sifeni infekénich onemocnéni a hygienické pozadavky na provoz zdravotnickych zafizeni.
Vsichni zaméstnanci jsou povinni postupovat pfi vySetfovani pacientl tak, aby nedochdzelo ke vzniku a sifeni
nozokomialnich ndkaz ve smyslu pfislusnych ustanoveni této vyhlasky.

Na zakladé této vyhlasky byly stanoveny tyto zasady pro bezpecnost prace s biologickym materialem:
e Kazdy vzorek krve je nutné povaZovat za potencialné infekéni.

e Zadanky ani vn&jsi strana zkumavky nesmi byt kontaminovany biologickym materidlem — toto
je divodem 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
materidlem nebo jinému znehodnoceni vzorku.

4 ZPRACOVANI PRIMARNICH VZORKU PRED DODANIM DO LABORATORE

Do laboratofe mohou byt pfijimdny i vzorky, které byly pfipraveny z primdrniho vzorku v jiné
laboratofi. K takovym vzorkdm je tfeba dodat Zadanku na vySetfeni od zadavatele a soucasné radné vyplnénou
PRUVODKU VZORKU. Typy vzorkl, které lze pfijimat pro jednotlivd vySetfeni, jsou uvedeny v kapitole
INFORMACE K NABIZENYM VYSETRENIM v &asti Typy vzork(, které |ze pro vySetfeni poufit.

Formuldi PROVODKA VZORKU je moZné najit na internetovych strankdch www.uhkt.cz. Viechny
nadobky se vzorky pripravenymi v jiné laboratofi musi byt oznaceny minimalné identifikacnimi udaji uvedenymi
v PRUVODCE VZORKU. Znadeni zpracovanych vzork( musi byt jednozna¢né, aby nemohlo dojit k zaméné
s jinymi vzorky.

5 KRITERIA PRO PRUETI A ODMITNUTI VZORKU

Do laboratofe mohou byt pfijaty pouze vzorky, které splfiuji vyse uvedena kritéria. Pfehled postupu pfi
nesplnéni téchto kritérii uvadi ndsledujici tabulka.

Nesoulad v zakladnich identifikacnich znacich pro

pridéleni Zadanky ke vzorku biologického materialu » . .. .
L o , . L., . - material neni pfijat k dalSimu zpracovani
(jméno a prijmeni pacienta, rodné ¢islo pacienta nebo

Cislo pojistky pacienta)

Je porusen obal (¢ast materialu vytekla pfi transportu By Lo .. .
d) - material neni pfijat k dalSimu zpracovani
apod.

Neni spravné proveden odbér - material neni pfijat k dalSimu zpracovani

Z4adanka neni Fadné vyplnéna (schazi nékteré povinné . L o
A , . o - biologicky material je pfijat
udaje (diagnoza, ICP ordinujiciho Iékare, odbornost)

Ve zvlast vyjimecénych pfipadech (napf. z divodu vitélni indikace) Ize vzorky potfisnéné biologickym
materidlem ¢i vzorky s mensim, nez doporucenym mnozstvim materidlu vysetfit. Pracovnik pfejimajici takové
vzorky o tomto neprodlené informuje oSetfujiciho |ékafe. Pouze na vyslovnou Zadost Iékate, ktery vySetreni
pozaduje, budou tyto vzorky vysetieny. VySe uvedené skutecnosti budou zaznamendny v komentafi a
Protokolu o vysledku vysetreni.

Za zavazné se vidy povazuji udaje uvedené na Stitku vzorku. O odmitnuti vadnych (koliznich)
primarnich vzorku je v laboratofi veden zaznam.

PFi prijimani nového odbéru u dfive odmitnutych vzorkd je nutno, aby zadavatel zaslal novou Zadanku.
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6 ODBORNE KONZULTACE

V ptipadé potieby jsou zakaznikim poskytovany dalsi konzultace a navody v odborné oblasti
souvisejici s provadénymi ¢innostmi.

Pracovnici NRL pro DNA diagnostiku nekomunikuji pfimo s pacienty. Vysledky provadénych vysetreni
jsou predavany pfimo oSettujicimu lékafi (zakaznikovi), ktery je rovnéz zodpovédny za dalsi komunikaci s
pacientem.

Zasadni informace a konzultace k provadénym vySetfenim podava predevsim vedouci laboratore.
Informace a konzultace k jednotlivym vysSetfenim poddvaji vedouci prislusnych pracovnich skupin nebo jejich
zastupci. Informace ke klinickym interpretacim provadénych vysetreni jsou v kompetenci pfislusnych lékaru.
Informace tykajici se technickych detailli, predevsim preanalytické faze — tj. zpUsobu odbéru, transportu vzork(
apod. podavaji vSichni opravnéni pracovnici pfislusnych pracovnich skupin.

Vedouci laboratore je dostupny v laboratofi (tel. 221 977 484).

7 OCHRANA INFORMACI

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

Ochrana informaci se fidi platnymi pravnimi pFedpisy a vnit¥fnimi pFedpisy UHKT. Pravidla pro zachovani
dlvérnosti informaci a ochranu elektronicky ukladanych dat jsou zavedena ve dvou Urovnich:

e Kazidy pracovnik se podpisem zavazku dlvérnosti a mlcenlivosti zavazuje k milcenlivosti o
skute¢nostech, o nichZ se dozvédél v souvislosti s vykonem svého povolani s vyjimkou pfipadl, kdy
skuteénost sdéluje na zdkladé oznamovaci povinnosti dle zvlastnich predpisu.

e Vlaboratofi jsou zavedena a dodrZovana systémova a technicka opatreni pro zabezpeceni divérnosti
informaci, predevsim ochrana pisemnych i elektronickych dokumentl pomoci fizeného pfistupu se
specifickymi opravnénimi pro jednotlivé skupiny pracovnika.

8 INFORMACE K NABIiZENYM VYSETRENIM

8.1 VYSETRENi BUNECNEHO CHIMERISMU PO ALOGENNI HSCT

8.1.1  Princip

Odbér primarnich vzork( periferni krve a kosti diené, bukalni sliznice ¢i nehtl se provadi pro ucely
ziskani DNA a stanoveni genotypl polymorfnich lokust, kratkych inzerci a deleci (indels) a sex specifickych
lokusi DNA v ramci vysetieni bunécného chimerizmu po alogenni transplantaci hematopoetickych kmenovych
bunék (alHSCT). VysSetfeni umoZiiuje monitorovani Uspésnosti alHSCT, zejména pak dynamiku ptihojeni a
aktivitu ddrcova Stépu projevujici se jako urcity podil alogenni krvetvorby, videdlnim ptipadé jako kompletni
chimerizmus (CC — 100% alogenni krvetvorby). Znovuobjeveni se autologni krvetvorby, resp. jeji stoupajici podil
— progresivni smiseny chimerizmus (MC) je znamkou nebezpeci relapsu onemocnéni.

8.1.2 Platnost postupu/faktory ovliviiujici vySetfreni

Postup Ize uzit k odbéru primarnich vzorkd nesrazlivé periferni krve nebo kostni dfené, bukalni sliznice
a nehtl, rovnéz jako pro pofizeni krevni skvrny na FTA kartu (pro SOP 01). Primarni vzorky se odebiraji pro
Ucely:

e Vysetfeni informativity

tj. vybér polymorfnich lokusti DNA (VNTR, STR, SNP a indels), které se budou u pacienta po alHSCT vysetfrovat.
Jednd se o lokusy, kde je mozné odlisit konstitu¢ni genotyp pacienta a genotyp jeho darce.
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Primarni vzorky periferni krve (5 - 10 ml) se proto odebiraji pacientovi pred alHSCT a jeho darci. Je
Zadouci provést odbér ve stavu dostatecné bunécnosti krve pacienta, tj. jesté pred zahajenim ptipravného
rezimu transplantace.

V pfipadé, Ze nebylo moiné zajistit vySetfeni informativity u pacienta pfed alHSCT, odebere se
pacientovi po alHSCT primarni vzorek, ktery neobsahuje krevni, ¢i krvetvornou tkan (stér bunék vnitfni strany
dutiny Ustni - bukalni sliznice, ¢i nehty). Pokud nebylo moZné zajistit vysetfeni informativity u darce (u
nepfibuznych darcl z ciziny, kdyZz nebyl zaslan primarni vzorek periferni krve) primarni vzorek darce pro
vySetieni informativity pak nahrazuje vyplach transplantacniho vaku obsahujiciho zbytky prevadénych
hematopoetickych kmenovych bunék.

e  Monitoring chimerizmu u pacienta po alHSCT
Z principu vysSetreni bunécného chimerizmu po HSCT vyplyva jeho velmi variabilni charakter.

Postup vysetieni zavisi na DNA profilech darce a pfijemce, dobé vysetfeni od transplantace, stavu
pacienta i na specifickych poZadavcich oSettujicich Iékar(, tzn., Ze miZe byt kombinovano vysetfeni SOP 07 a
SOP 01. Vybér konkrétniho postupu muze byt tedy zavisly na diagndze pacienta, na existenci dalSich markeru
pro sledovani minimalni rezidualni nemoci, na stavu pacienta, na vysledku pfedchoziho vysetfeni atd.

O vybéru pouZitych metod rozhoduji s kone¢nou platnosti akreditovani VS pracovnici. V zdsadé pfi
vybéru a kombinaci zkusebnich metod prihlizi ke specifickym charakteristikam jednotlivych stanoveni.

8.1.3  Typy vzorkQ, které Ize pro vySetfeni pouZit
Primarni vzorky:
e  Periferni krev
e  Kostni dfen
e  Stér bukdlni sliznice
e Nehty
e Vyplach transplantacniho vaku
e Suspenze bunécné linie

Primarni vzorky periferni krve (5 - 10 ml) a/nebo kostni dfené (2 - 5 ml) se odebiraji vdohodnutém ¢asovém
sledu pacientovi po alHSCT. Pfedpokladem Uspésného vysetteni primarniho vzorku je pfitomnost dostatecného
mnozstvi jadernych bunék v periferni krvi odebirané osoby (minimalné 1.5 x 10° leukocytl/ml). PoZadavek
dostatecnosti jadernych bunék plati i pro primarni vzorky kostni dfené. V pfipadé hypocelularity periferni krve
¢i kostni drené (zejména v raném obdobi po alHSCT) je Zadouci odebrat vétsi mnozstvi primarniho vzorku
pfislusné tkané, nez je vyse uvedeno.

Zpracované vzorky:
e DNA izolovana ze somatickych jadernych bunék
e DNA izolovana z bunécnych frakci
e DNA izolovana ze stéru bukalni sliznice, z neht(
e DNA izolovana z bunécné linie

e  FTA skvrny

8.1.4 Doba vydani vysledku
BéZna doba: 10 pracovnich dni od dodani vzorku

Statim: 3 pracovni dny od dodani vzorku
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Uvedeny pocet dni znamena pocet pracovnich dni od dodani primarniho vzorku (odebraného dle této
LP) s fadné vyplnénou Zadankou do NRL do data uvolnéni vysledku.

8.2 VYSETRENi MNOZSTVi TRANSKRIPTU WT1

8.2.1  Princip

Odbér primarnich vzorkd periferni krve a kosti difené se provadi pro ucely ziskani RNA a nasledné cDNA
a nasledné stanoveni hladiny exprese genu WT1. Primarné je vySetreni uréeno k monitorovani hladiny exprese
genu WT1 jakozto markéru minimalni rezidualni nemoci v obdobi pfi diagndze a nasledné po indukcni terapii a
po jednotlivych konsolidacnich terapiich a dale ve specifikovanych intervalech. Vysetfeni umoznuje
monitorovani Uspésnosti |écby a zejména vcasné odhaleni ndstupu relapsu onemocnéni — tj. pfi narlstu
exprese genu WT1 nad horni normalini limit. Rovnéz byl prokazdn prognosticky vliv miry exprese genu WT1
pred allogenni transplantaci a vhodnost sledovani exprese genu WT1 po transplantaci, kde opét narlist exprese
genu WT1 nad horni normalni limit indikuje relaps onemocnéni umoziujici preemptivni [é¢bu.

8.2.2  Platnost postupu/faktory ovliviiujici vysetfeni

Pfijem vzork(l na urceni exprese genu WT1 neni nutno objedndvat. Odbéry se provadéji podle
nasledovné popsaného harmonogramu. Pfi diagnoze musi byt primani vzorek odebran pred zapocetim indukéni
terapie, nasledné vzdy pred zapocetim konsolidacni terapie. Po té 1x mési¢né v prvnim roce |éCby a dalsi roky
jednou za 3 mésice. Pokud je pacient indikovan k transplantaci je nutno vysetfeni provést pred pfipravnou
terapii. Vysetreni se provadi u pacientdl s AML a MDS z periferni krve pacient(. Senzitivita stanoveni exprese
genu WT1 je vyssi v periferni krvi a je rovnéZ méné zatéZujici pro pacienta nez aspirace z kostni dfené. Dle
zadosti zaddavajiciho Iékate Ize provést i vySetfeni z kostni dfené. Vzorek musi pro pfipravu 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 uréen minimalni limit-pocet kopii genu ABL

Informace lze ziskat na telefonech 221 977- 484, -231, ev.- 350 (interni linky UHKT)

Lyzaty bunék, vyizolovana RNA a prepsand cDNA vyizolovana z primarnich vzork( jsou v NRL pro DNA
diagnostiku znaceny a uchovany dle platnych internich predpist. Doba skladovani téchto vzork( je neomezena.
RNA je pfi skladovani vice citliva k degradaci. VySetteni Ize z téchto vzork( pfipadné opakovat.

8.2.3  Typy vzorka, které Ize pro vySetieni pouzit
Primarni vzorky:
e periferni krev 5-10 ml odebrano do ACD nebo roztoku EDTA
Zpracované vzorky:
o |lyzat bunék,
e izolovana celkovd RNA

e prepsana cDNA

8.2.4 Doba vydani vysledku

20 dni

Uvedeny pocet dni znamena pocet pracovnich dni od dodani primarniho vzorku (odebraného dle této
LP) s fadné vyplnénou Zadankou do NRL do data uvolnéni vysledku.
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8.3 VYSETRENi MNOZSTVi TRANSKRIPTU NPM1

8.3.1  Princip

Odbér primarnich vzork( 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 NPMmutD. Vysetfovani jsou pacienti s AML u nichZz byla pfi diagndze detekovana pfrislusna
mutace genu NPM1. Primarné je vySetreni ur¢eno k monitorovani hladiny exprese mutovaného genu NPM1
jakoZto markéru minimalni rezidualni nemoci v obdobi pfi diagnéze a nasledné po indukéni terapii a po
jednotlivych konsolidacnich terapiich a ddle ve specifikovanych intervalech. VySetfeni umoZiuje monitorovani
Uspésnosti IéCby a zejména vcasné odhaleni nastupu relapsu onemocnéni — tj. pfi narlstu exprese genu NPM1
nad nulovou hodnotu. Molekularni relaps je dfive detekovan v KD. Rovnéz byl prokdzana vhodnost sledovani
exprese mutovaného genu NPM1 po transplantaci, kde opét narlst exprese mutovaného genu NPM1 nad
nulovou hodnotu indikuje relaps onemocnéni umoznujici preemptivni [éCbu.

8.3.2  Platnost postupu/faktory ovliviiujici vysetfeni

Prijem vzork( na urceni exprese mutovaného genu neni nutno objednavat. Odbéry se provadéji podle
nasledovné popsaného harmonogramu. Pfi diagnoze musi byt primani vzorek odebran pred zapocetim indukéni
terapie, nasledné vzdy pred zapocetim konsolidacni terapie. Po té 1x mésicné v prvnim roce IéCby a dalsi roky
jednou za 3 mésice. Pokud je pacient indikovan k transplantaci je nutno vysetfeni provést pred pfipravnou
terapii. Podle predbéznych vysledkl je detekce mutovaného genu NPM1 senzitivnéjsi v kostni dfeni, proto je
vhodné analyzovat vzorky z kostni difené soubézné s vzorky z periferni krve v dobé, kdy je indikovana punkce
KD. Vzorek musi pro pfipravu lyzatu jako zdroje RNA a ndsledné cDNA pro kvantitativni PCR obsahovat nejméné
106 mononuklearnich bunék. Kvalita vzorku je rovnéz nasledné urcena kvantifikaci kontrolniho genu ABL, kde
je urc¢en minimalni limit-pocet kopii genu ABL

Informace lze ziskat na telefonech 221 977- 484, -231, ev.- 350 (interni linky UHKT)

Lyzaty bunék, vyizolovana RNA a prepsand cDNA vyizolovana z primarnich vzork( jsou v NRL pro DNA
diagnostiku znaceny a uchovany dle platnych internich pfedpist. Doba chovéni téchto vzorkl je neomezena.
Pouze RNA je vice citlivd na degradaci. VySetieni Ize z téchto vzork( pfipadné opakovat.

8.3.3  Typy vzorkd, které Ize pro vySetfeni pouZit
Primarni vzorky: :
e periferni krev 5-10 ml odebrano do ACD nebo roztoku EDTA
e  Kostni dfert 1 —3 ml odebrdno do ACD nebo roztoku EDTA
Zpracované vzorky:
o |lyzat bunék,
e izolovand celkova RNA

e  prepsand cDNA
8.3.4  Doba vydani vysledku

8.3.5 20dni

Uvedeny pocet dni znamena pocet pracovnich dni od dodani primarniho vzorku (odebraného dle této
LP) s fadné vyplnénou Zadankou do NRL do data uvolnéni vysledku.
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8.4 DIAGNOSTICKE VYSETRENI BCR-ABL

8.4.1  Princip

Chronicka myeloidni leukemie je charakterizovana chromozomalni translokaci t(9;22)(q34;q11), ktera
na molekuldrni drovni dava vznik fuznimu genu BCR-ABL. Ke Stépeni genu BCR dochazi v nékolika oblastech.
Nejcastéji je to oblast major (M-BCR), dale pak oblast minor BCR (m-BCR) a oblast mikro (u-BCR)

Pti diagnostickém vysetreni je tfeba a) potvrdit pritomnost transkriptu BCR-ABL, b) urcit typ prestavby.
To je nutné pro vybér primerl a prob, s jejichZ pouZitim je v pribéhu lécby hladina transkriptu fuzniho genu
BCR-ABL monitorovana.

Metodu lze tedy pouZit k prikazu exprese variant fuzniho genu BCR-ABL pro Ucely stanoveni diagndzy.

8.4.2  Platnost postupu/faktory ovliviiujici vysetfeni

Postup lze uZit pro primarni vzorky nesrazlivé periferni krve nebo kostni dfené,

Pro spolehlivou detekci transkriptu BCR-ABL je nutna intaktni RNA. Proto vzorky periferni krve (kostni
drené) musi byt odebirany a transportovany tak, aby nedochazelo k odumirani bunék a nebyly zahdjeny
degradacni procesy (v chladu, nikoli zmraZeny).Vzorky jsou zpracovavany maximalné 3. den po odbéru

Vzorky periferni krve (kostni dfené) musi byt odebirany do protisrazlivého cinidla (nejlépe EDTA nebo
citratové antikoagulans, napf. ACD, neni doporucen heparin!), které zabezpecuje dlouhou Zivotaschopnost
leukocytli a zamezuje degradaci vzorku. Nutnym predpokladem Uspésného vySetfeni primarniho vzorku je
pritomnost dostate¢ného mnoistvi Zivych bunék (leukocytll). V pfipadé periferni krve je poZzadovano mnozZstvi
5-10 ml, které by mélo zajistit nejméné 2x10’ leukocyti pro analyzu.

Validni vysledek vysetfeni neni garantovan, pokud byl vzorek odebran po zahajeni |écby.

8.4.3  Typy vzorkQ, které lze pro vySetfeni pouzit
Primarni vzorky:
e  Periferni krev
e  Kostni dfen
Zpracované vzorky:
e  Lyzat leukocytl
e Celkova RNA

e cDNA

8.4.4 Doba vydani vysledku

Doba odezvy u diagnostického vysetfeni je 10 pracovnich dnd od dodani vzorku, u statimového
vySetieni jsou to 2 dny od dodani vzorku.

Uvedeny pocet dni znamena pocet pracovnich dni od doddani primarniho vzorku (odebraného dle této
LP) s fadné vyplnénou Zadankou do NRL do data uvolnéni vysledku.
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8.5 VYSETRENi MNOZSTVi TRANSKRIPTU BCR-ABL

8.5.1  Princip

Metoda se pouzivd ke stanoveni mnoistvi transkriptd BCR-ABL (varianty major; MBCR-ABL nebo
varianty minor; mBCR-ABL) v periferni krvi nebo kostni dfeni pacientll s chronickou myeloidni leukemii (CML)
nebo Ph+ akutni lymfoblastickou leukemii (Ph+ ALL). U téchto pacientd je mozno pomoci monitorovani hladiny
transkriptd MBCR-ABL sledovat priibéh onemocnéni.

Real-time PCR umoZriuje presnou kvantifikaci amplifikacnich produkt( jak fuzniho genu BCR-ABL, tak
kontrolniho genu, na ktery je mnozstvi produktu fizniho genu normalizovano.

8.5.2  Platnost postupu/faktory ovliviiujici vySetieni
Postup lze uZit pro primarni vzorky nesrazlivé periferni krve nebo kostni drené.

Pro spolehlivé vysetreni hladiny transkriptu BCR-ABL a urceni mutaci v kinazové doméné BCR-ABL je
nutna intaktni RNA. Proto vzorky periferni krve (kostni dfené) musi byt odebirany a transportovany tak, aby
nedochdzelo k odumirani bunék a nebyly zahajeny degradacni procesy (v chladu, nikoli zmrazeny).

Vzorky periferni krve (kostni dfené) musi byt odebirany do protisrazlivého cinidla (nejlépe EDTA nebo
citratové antikoagulans, napf. ACD, neni doporucen heparin!), které zabezpecuje dlouhou Zivotaschopnost
leukocytll a zamezuje degradaci vzorku. Nutnym predpokladem Uspésného vysetieni primarniho vzorku je
pritomnost dostatecného mnozstvi Zivych bunék (leukocytll). V pfipadé periferni krve je pozadovano mnozZstvi
10 ml, které by mélo zajistit nejméné 2x10’ leukocytd pro analyzu.

8.5.3  Typy vzorkQ, které Ize pro vysetieni pouZit
Primarni vzorky:
e  Periferni krev
e  Kostni dfen
Zpracované vzorky:
e  Lyzat leukocytl
e Celkova RNA
e cDNA

8.5.4  Doba vydani vysledku

Bézna doba 20 dnf, statim 3 dny

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

8.6 VYSETRENi MUTACI V KINAZOVE DOMENE BCR-ABL

8.6.1  Princip

Metoda se pouziva ke zjisténi bodovych mutaci v cDNA kddujici BCR-ABL, které vedou
k aminokyselinové zaméné v tyrozinkindzové doméné fuzniho proteinu BCR-ABL. Tyto mutace jsou jednim
z nejvyznamnéjsich mechanism rezistence k cilené lé¢bé pomoci tyrozinkindzovych inhibitor( (TKI) u pacientt
s chronickou myeloidni leukemii (CML), pfipadné BCR-ABL pozitivni akutni lymfoblastickou leukemii (Ph+ALL) a
akutni myeloidni leukemii (Ph+AML). Metoda umoZriuje zjisténi typu mutace a urceni zastoupeni BCR-ABL
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transkriptu s mutaci z celkové hladiny BCR-ABL transkriptu. Detekce bodovych mutaci kindzové domény BCR-
ABL je zaloZena na sekvenacni analyze useku cDNA kédujiciho kinazovou doménu BCR-ABL a porovnani ziskané
sekvence s referenc¢ni sekvenci.

8.6.2  Platnost postupu/faktory ovliviiujici vysetieni

Postup lze uZit pro primarni vzorky nesrazlivé periferni krve nebo kostni diené,

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

Vzorky periferni krve (kostni dfené) musi byt odebirany do protisrazlivého cinidla (nejlépe EDTA nebo
citratové antikoagulans, napf. ACD, neni doporucen heparin!), které zabezpecuje dlouhou Zivotaschopnost
leukocytll a zamezuje degradaci vzorku. Nutnym predpokladem Uspésného vysetfeni primarniho vzorku je
pritomnost dostatecného mnozstvi Zivych bunék (leukocytll). V pripadé periferni krve je poZzadovano mnozstvi
10 ml, které by mélo zajistit nejméné 2x10’ leukocytll pro analyzu. Pokud si zadavatel Zadda soucasné vysetreni
hladiny BCR-ABL a vysetfeni mutaci v kindzové doméné BCR-ABL, neni pro toto vySetfeni nutné dodani vétsiho
mnozstvi primarniho vzorku.

8.6.3  Typy vzorkaq, které Ize pro vySetfeni pouzit
Primarni vzorky:
e  Periferni krev
e Kostni dfen
Zpracované vzorky:
e  Lyzat leukocytl
e Celkova RNA
e cDNA

8.6.4  Doba vydani vysledku

BéZnd doba 20 dnl, statim 4 dny

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

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

8.7.1  Princip

Odbér primarnich vzorkd se provadi pro ucely ziskdani DNA a stanoveni presného genotypu HLA pro
potfebu stanoveni shody mezi pacientem indikovanym k transplantaci hematopoetickych kmenovych bunék a
jeho darcem.

8.7.2  Platnost postupu/faktory ovliviiujici vysetfeni
PFijem vzorktli na genotypizaci neni nutno objedndvat. Pro provedeni genotypizace je poZadovana indikace

k HSCT.

Bez této indikace bude provedena pouze izolace DNA. PoZzadovana genotypizace bude z této DNA
provedena bezprostfedné po indikaci k HSCT na zékladé informace z indikaéniho seminaie UHKT (u dospélych
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pacienttl). Indikace k HSCT pro détské pacienty je v kompetenci hlavniho transplantologa transplantaéni
jednotky KDHO Motol.

Informace lze ziskat na telefonech 221 977- 307, -397, ev.- 484 (interni linky UHKT)
Vysetieni nelze provést u pacientl po transplantaci hematopoetickych kmenovych bunék nebo po infuzi

darcovskych lymfocyt(.

DNA vyizolovana z primérnich vzorkl je v NRL pro DNA diagnostiku znacena a uchovana dle platnych
internich predpist. Doba jejiho uchovani je neomezena. Tuto DNA Ize po kontrole kvality (provedené interné)
pouzit pro dalsi genotypizaci HLA vyzadanou zadavatelem. PoZadavky na takova vySetfeni jsou pfrijimana na
novém Protokolu o prevzeti primarniho vzorku (Zadanka), na zdkladé rozhodnuti interni indikacni komise,
pfipadné telefonicky od hlavnich zadavatel@l (transplantologd UHKT a KDHO Motol, transplantaéniho
koordinatora a koordinator( registru neptibuznych darct)

8.7.3  Typy vzorka, které lIze pro vysetieni pouzit
Primarni vzorky:
e  Periferni krev
e  Kostni dfen
e  Stéry bukalnich sliznic

Periferni krev se odebira v mnozstvi 2 ml do protisrazlivého roztoku EDTA, pripadné ACD. Je nutné dostatecné
mnozstvi jadernych bunék v krvi pfi odbéru (min. 1,5 x 109/ leukocytd, pfi niz$im poctu leukocytl je tfeba
odebrat vétsi mnozZstvi krve, cca 10 ml). Krev v EDTA je mozZno skladovat pfi 2-8°C aZz 10 dni.

Zpracované vzorky:
e  Fibroblasty kultivované z kozni biopsie
e DNA izolovana ze somatickych jadernych bunék

e DNA izolovana z bunécnych frakci

8.7.4  Odbéry u pacientl s nedostatecnym mnoistvim jadernych bunék v krvi

U pacientl s nedostatecnym mnozstvim jadernych bunék v krvi, kde neni moZné provést izolaci DNA
standardnim zpUsobem, je na vyzadani Iékafe moZno provést stéry bukalni sliznice nebo kultivaci fibroblastt
z kozni biopsie.

Stéry bukalni sliznice provadéji povéreni pracovnici NRL na zadost indikujiciho Iékare. Toto vysetieni je
tfeba predem objednat v NRL na telefonni lince 221977484 nebo 221977397 nebo 221977307. Stéry jsou
provadény v dohodnutém terminu u lizka pacienta.

Kultivace fibroblastt je provadéna ve spolupraci s Oddéleni lékarské cytogenetiky UBLG FN Motol.
Toto vysetreni je tfeba predem telefonicky objednat u vedouciho laboratore kultivaci, kontakt viz nize.
Indikujici IékaF soucasné informuje NRL pro DNA diagnostiku o pozadavku kultivace.

Kultivace zajistuje: RNDr. Daniel Chudoba

Oddéleni lékarské cytogenetiky

UBLG FN Motol

e-mail:  daniel.chudoba@Ifmotol.cuni.cz
tel. 22443- 1. 3539, |. 3560
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Pokyny pro provedeni koZni biopsie pro dlouhodobou kultivaci fibroblastt

e misto odbéru musi byt desinfikovdno pouze alkoholem, protoZe desinfekéni prostiedky
obsahujici jod znemoZiuji Uspésnou kultivaci

e odbér je nutné provést po vyprchani alkoholu

e odbér je nutné provést za absolutné sterilnich podminek, nebot kize je nasledné dlouhodobé
kultivovdna po nékolik tydn( a i ta nejmensi kontaminace se v tkdrové kultufe pomnoZi a
dojde ke znehodnoceni kultivovaného materialu

e je vhodné odebrat nejméné 2 x 5 mm kiZe bez podkozi, ndsledné vyplavovani tuku
znehodnocuje kultivacni médium a znesnadnuje kultivaci

e odebrany material je tfeba neprodlené premistit do transportni nddoby s kultivaénim médiem
(kultivacni plastové lahvi¢ky 25 cm2 s 10 ml transportniho media GPM 3E)

e nikdy se nesmi takto odebrana tkan transportovat nasucho a ani pouziti PBS nebo
fyziologického roztoku neni vhodné

e nadobka s odebranym materidlem by méla byt neprodlené transportovdana do FN Motol,
UBLG za podminek, kdy neni transportovany material vystaven mrazu nebo vysoké teploté,
doporucujeme pouzivat polystyrénové transportni tasky

e pokud nelze material odeslat neprodlené, je nutné uchovavat po dobu pred odeslanim pfri
teploté 4 — 8 st. C, nesmi byt zmrazZen, buriky by byly nevratné poskozeny a kultivace by byla
neuspésna

e prijem materidlu do laboratore: po - pa: 7:30-14:30 h

e vzhledem k délce kultivace (2 tydny - 3 mésice), ktera je tfeba k namnoZeni dostate¢ného
mnozZstvi bunék pro ndslednd vysetteni, je tfeba provést odbér v dostatecném predstihu pred
planovanym vykonem

8.7.5  Postup HLA vysetieni pro alloHSCT
pfi diagnoze/indikaci k HSCT
1. odbér pacienta: 1x krev do EDTA (2 ml)

2. nezdvisly odbér pacienta: 1x krev do EDTA (2ml)

*Oba odbéry mohou byt v pripadé potreby provedeny v jeden den, ale s oznacenim casu odbéru na
zkumavce i protokolu, respektive jasnym odliSenim obou odbért (pravd ruka, leva ruka,...).

Soucasné vzdy odbér pfimych pokrevnich pribuznych:

(sourozenci, rodice, pripadné déti pacienta) 2x krev do EDTA (2 ml)

*Oba odbéry mohou byt v pripadé potreby provedeny v jeden den, ale s oznacenim casu odbéru na
zkumavce i protokolu, respektive jasnym odliSenim obou odbért (pravd ruka, leva ruka,...).

- odbér Ize po dohodé provést mimo transplantacni centra, v misté bydlisté pfibuznych, musi byt dodrzeny
vySe uvedené podminky odbéru a dodani vzorkl, organizace takovych odbérti je v kompetenci
osetfujiciho Iékafe daného pacienta

Z odbérl je provedena izolace DNA a po indikaci k HSCT genotypizace HLA. Standardné je v tomto kroku u
pacienta, jeho rodi¢l a vSech sourozencl provedena typizace HLA-A, -B, -DRB1 na urovni urceni alelickych
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skupin (low resolution) a stanoveni haplotypU. Pfi nejasnostech v uréeni haplotypu je provedena i genotypizace
na urovni urceni jednotlivych alel (high resolution).

Ze vsech vysSetfeni vtomto kroku je vydan souhrnny vysledek véetné uréeni HLA haplotypl pacienta,
definovéni HLA shody s vy3etienymi piibuznymi, pfipadné doporuéeni pro dal$i VYSETRENI.

Tyto vysledky jsou zasilany zadavateli a ostatnim kompetentnim osobam uGcéastnicim se procesu

vyhledavéni darcd dle rozdélovniku.
Kompetentnimi osobami v procesu vyhledavani darct jsou:
Dr. Vitek — hlavni transplantolog UHKT
Prof. Sedlacek — hlavni transplantolog KDHO FN Motol
Pi Waldmannova — transplantaéni koordinator UHKT
Mgr.Kufikova — prazsky registr nepfibuznych darct (+ komunikace se zahrani¢nimi registry)

Dr. Pittrova — plzerisky registr nepfibuznych darcl

po uréeni shody/neshody s pfimymi pokrevnimi pfibuznymi
Nalezen HLA shodny pfibuzny dérce—> odbéry pro konfirmacni vysetieni
Pacient: bez odbéru

—vysetreni je provedeno z DNA z dfive dodaného 2. nezévislého odbéru pacienta (viz vyse)
Vybrany ddrce: druhy nabér krve do EDTA (pokud nebylo provedeno dfive)

Konfirmace je provedena genotypizaci na Urovni urceni alelickych skupin (low resolution) v lokusech HLA-A, -B,
-Cw, -DRB1, -DQBL1.

Nenalezen vhodny darce:

->hledani v Sirsi rodiné (nutna soucinnost s oddélenim HLA analyzy)
—Dle dohody na indikacnim semindri na zdkladé klinického stavu pacienta a jeho HLA feno/genotypu

Vybrani ddrci: 1x krev do EDTA (2 ml)

U darc( je provedena genotypizace HLA-A, -B, -DRB1 na urovni urceni alelickych skupin (low resolution), u
darcl shodnych s pacientem pokracuje typizace jako u darcd nepfibuznych.

- nebo indikace k nepfibuzenské alloHSCT

— Doplnéni vysetieni HLA genotypu na urovni high resolution z dfive dodanych vzorki pacienta provddi NRL na

zdkladé rozhodnuti z indikacniho semindre.

— Nahlédnuti do registru, vybér a objedndni nepribuznych ddrcii pro konfirmacni vysetifeni provadi
transplantacni koordindtor v soucinnosti s Dr. Vitkem/ Doc. Sedldckem na zdkladé vysledki HLA

genotypizace pacienta dodanych z NRL.
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Po nalezeni alternativniho darce

Nalezen dérce v Sirsi rodiné - odbéry pro konfirmacni vysetieni:

Pacient: bez odbéru
—vysetieni je provedeno z DNA z dfive dodaného 2. nezavislého odbéru pacienta (viz vyse)
Vybrany ddrce: druhy nabér krve do EDTA (pokud nebylo provedeno dfive)

Nalezen vhodny nepfibuzny darce dle vypisu z registru - odbéry pro konfirmacni vysetfeni:

Pacient: bez odbéru
—vysetreni je provedeno z DNA z dfive dodaného 2. nezévislého odbéru pacienta (viz vyse)
Ddrce: organizuje transplantaéni koordinator UHKT - pi Waldmannova

U pacienta i vybraného darce je provedena v ramci konfirmacniho vysetfeni genotypizace lokust HLA-A,
-B, -Cw, -DRB1 a -DQB1 na urovni urceni jednotlivych alel (high resolution). Plati pro darce v Sirsi rodiné i pro
nepribuzné darce.

8.7.6  Doba vydani vysledku

Bézna doba: 10 dnt 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 zadankou do NRL do data uvolnéni vysledku.

8.8 VYSETRENi GENOTYPU HLA PRO VAZBU S CHOROBAMI

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

8.8.2  Platnost postupu/faktory ovliviujici vysetieni

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

Celiakie
Celiakie je geneticky podminéné autoimunitni onemocnéni. Zakladnim prepokladem vzniku celiakie je

pritomnost specifickych HLA epitopl, které vazou gliadinové zbytky z lepku pfrijimaného v potravé a tim
spoustéji vlastni onemocnéni. Genotyp HLA vétsiny pacientl 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 Zadnou z téchto HLA-DQ alel, je
diagnosa celiakie nepravdépodobnad, to znamena, vysetieni ma vysokou senzitivitu (96%). Proto hlavni vyznam
HLA-DQ typizace pro tuto diagnosu je vylouceni choroby u osob bez predisponujicich alel.
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Uvedené genotypy HLA se viak vyskytuji i u zdravych osob (cca 20% zdravé populace CR). Z toho plyne, Ze
pfitomnost HLA- DQA1*05 — DQB1*02 (DQ2) nebo HLA-DQA1*03:01 — DQB1*03:02 (DQS8) nelze interpretovat
jako potvrzeni této diagnosy bez dalSich vySetreni. Dle doporuceni Evropské spolecnosti pro détskou
gastroenterologii, hepatologii a vyZivu (ESPGHAN) z roku 2012 u pacientl 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) umozniuje stanovit diagnozu celiakie bez bioptického vysetfeni. Tento
postup je véak v CR v soucasné dobé ve stadiu ovéfovani platnosti.

V odborné literature je sporadicky uvadéna diagnosa celiakie i u pacient(, ktefi maji pfitomnu pouze jednu
z predispozi¢nich alel (nejcastéji HLA-DQB1*02 bez HLA-DQA1*05). U osob s takovym genotypem proto nelze
diagnosu celiakie vyloucit ani potvrdit.

Vyhody vySetfeni HLA pro diagnostiku celiakie:
e vysetfeni se provadi jednou za Zivot
e odbér biologického materidlu nezatéZuje pacienta
e vysledek vySetfeni neovliviiuje bezlepkova dieta
e nepfitomnost Zadné 1z predisponujicich alel (HLA-DQA1*05/ DQB1*02;DQA1*03:01/
DQB1*03:02) umozniuje vyloucit onemocnéni celiakie bez bioptického vysetreni
Zadanka o vysetfeni a postup pro odbér vzork(, uvedeny v Laboratorni pfirucce (LP), je spolecny pro
vsechna vysetfeni HLA genotypu — do kolony vyZadované vysetireni uvedte , jiné: diagnostika celiakie”

Narkolepsie
Neurologické onemocnéni s prevalenci 0,02 - 0,067%, v CR podle epidemiologického odhadu existuje cca

2500-5000 osob s touto chorobou. Jedna se pravdépodobné o autoimunitni onemocnéni s uréitym dédi¢nym
sklonem nastartovana vnéjsim faktorem (napf. streptokokovd infekce) namirené proti hypocretinovym
neurontm, které maji budivou funkci.

Narkolepsie s kataplexii vznikd vymizenim hypocretinovych neurond jednorazovym autoimunitnim
procesem, ve kterém HLA systém hraje vyraznou roli. HLA-DQB1*06:02 je pfitomen u 85 -100% pacient(
s diagnosou narkolepsie s kataplexii. VétSina téchto pacientl je sou¢asné HLA-DQB1*06:03 negativnich.

Narkolepsie bez kataplexie je pfedmétem studie mechanism( vzniku. U této diagnosy je vazba s HLA-DQB1
pfedmétem celosvétovych studii.

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

Zadanka o vySetreni a postup pro odbér vzork(, uvedeny v Laboratorni pfiruéce (LP), je spolecny pro
vsechna vysetifeni HLA genotypu — do kolony vyZadované vysetieni uvedte ,,jiné: diagnostika 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 % pripad(. Pravdépodobnost onemocnéni Morbus Bechtérev
je az 300krat vyssi oproti osobam, které tento antigen nemaji. Pfitomnost HLA-B*27 vSak jesté neznamena, Ze
nositel bude Bechtérevovou nemoci postizen, jedna se pouze o zvysené riziko

ReiterQv syndrom (reaktivni atritida) — u jedinct 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 diagnosu doporuceno jako doplrikové vysetreni.

Vysetieni pfitomnosti HLA-B*27 je v nasi laboratofi provadéno na Urovni genotypizace.
Zadanka o vysetfeni a postup pro odbér vzork(, uvedeny v Laboratorni pfirucce (LP), je spolecny pro

vsechna vysetfeni HLA genotypu — do kolony vyZadované vySetieni uvedte ,jiné: HLA-B*27“

Dalsi
Na zakladé pozadavku lze provést genotypizaci kteréhokoliv vybraného znaku HLA-A, -B,- Cw, -DRB1, -

DQA1 a -DQB1.

V pfipadé poZadavku vySetfeni dalSich HLA znak( ve vazbé s chorobami, kontaktujte prosim RNDr. Marii
Dobrovolnou nebo Ing. Milenu Vranou telefonicky nebo e-mailem.

8.8.3  Typy vzorka, které Ize pro vySetfeni pouzit
Primarni vzorky:
e  Periferni krev

e  Stéry bukalnich sliznic
Periferni krev se odebird v mnoiZstvi 2 ml do protisrazlivého roztoku EDTA, pfipadné ACD. Je nutné

dostate¢né mnozstvi jadernych bunék v krvi pfi odbéru (min. 1,5 x 109/I leukocyt(, pfi nizsim poctu leukocytd
je tfeba odebrat vétsi mnozstvi krve, cca 10 ml). Krev v EDTA je mozno skladovat pti 2-8°C az 10 dni.

Zpracované vzorky:
e DNA izolovana ze somatickych jadernych bunék

e DNA izolovana z bunécnych frakci

8.8.4  Doba vydani vysledku

Bézna doba: 10 dn 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 do NRL do data uvolnéni vysledku.

8.9 VYSETRENi GENOTYPU HLA PRO FARMAKOGENETIKU

8.9.1  Princip
Odbér primarnich vzorkQl se provadi pro ucely ziskani DNA a stanoveni presného genotypu HLA pro

prevenci hypersensitivni reakce pfed podanim Abacaviru, pfipadné pro dalsi ucely (viz 8.9.2)

8.9.2  Platnost postupu/faktory ovliviiujici vySetieni
Studium HLA systému zacind byt i daleZitym nastrojem farmakogenetiky, kdy HLA znak mZe predikovat
odpovidavost/neodpovidavost ¢i senzitivitu pacienta na podani lé¢ebného preparatu

V soucasné dobé standardné testujeme pritomnost HLA-B*57:01 u HIV+ pacientl prfed podanim Abacaviru
pro vylouceni hypersenzitivni reakce na tento lék. Typizace je provadéna z dodané DNA vysSetifovanych
pacientd.
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Na zdkladé pozadavku lze provést genotypizaci kteréhokoliv vybraného znaku HLA-A, -B,- Cw, -DRB1, -
DQA1 a -DQB1.

V pfipadé zdjmu o vySetieni dalSich HLA znakd, kontaktujte prosim RNDr. Marii Dobrovolnou nebo Ing.
Milenu Vranou telefonicky nebo e-mailem.

8.9.3  Typy vzorkd, které Ize pro vysetieni pouZit
Primarni vzorky:

e  Periferni krev
e  Stéry bukalnich sliznic

Periferni krev se odebira v mnozstvi 2 ml do protisrazlivého roztoku EDTA, ptipadné ACD. Je nutné dostatecné
mnozstvi jadernych bunék v krvi pfi odbéru (min. 1,5 x 109/l leukocytd, pfi nizSim poctu leukocytl je tfeba
odebrat vétsi mnozZstvi krve, cca 10 ml). Krev v EDTA je mozno skladovat pfi 2-8°C az 10 dni.

Zpracované vzorky:
e DNA izolovana ze somatickych jadernych bunék

e DNA izolovana z bunécnych frakci

8.9.4 Doba vydani vysledku

Bézna doba: 10 dnt 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 do NRL do data uvolnéni vysledku.

8.10 VYSETRENIi PRITOMNOSTI MUTACIi NPM1

8.10.1 Princip

Metoda se pouzivd k detekci mutaci na C-konci genu pro NPM1, které patfi mezi nejbézné;jsi mutace u
AML pacienttl s normalnim karyotypem. Usek nesouci mutace je amplifikovdan pomoci PCR z cDNA pokryvaji
exony 11 az 12 genu pro NPM1, izolovan pomoci gelové elektroforézy a sekvenovan. Pripadnd mutace je poté
detekovana porovnanim sekvence PCR produktu s referencni sekvenci (NM 002520.6). Toto vySetreni je
dlleZité pro volbu terapie a pro sledovani rezidualniho onemocnéni u pacientdl pomoci real-time PCR, tedy
kvantitativniho stanoveni vyskytu patologickych klond s mutovanou NPM1.

8.10.2 Platnost postupu/faktory ovliviiujici vysetfeni

Protokol o prevzeti primdrniho vzorku (Zzadanka) je nezbytny pro provedeni detekce mutaci NPM1. Pro
vysSetfeni je vyZadovan vzorek ze zachytu onemocnéni, protoZe citlivost metody klasického Sangerova
sekvenovani, kterym je vysetieni provadéno, neumoznuje stanovit hladiny mutaci pod 15%. Po nasazeni |éCby
vétSinou hladiny mutaci klesaji pod tuto hranici. Vzorek pro pripravu celkové RNA pro PCR a nasledné
sekvenovani musi obsahovat nejméné 3x10° mononuklearnich bunék.

8.10.3 Typy vzorkaQ, které Ize pro vySetfeni pouZit

Primarni vzorky:
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e 3 ml kostni dfené v dfefiovém médiu

e periferni krev ( 5-10 ml odebrano do roztoku EDTA)
Zpracované vzorky:

e Izolovand celkova RNA

e prepsana reverzni transkriptazou do cDNA.

8.10.4 Doba vydani vysledku
20 pracovnich dnd od odbéru primarniho vzorku nebo 10 dnd od obdrzeni RNA ¢i cDNA.

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

8.11 VYSETRENI PRITOMNOSTI MUTACI CEBPA (CCAAT/ENHANCER BINDIG PROTEIN
ALPHA)

8.11.1 Princip

Metoda je zalozena na sekvenaci PCR produktd DNA genu pro CEBPA. Pomoci PCR amplifikujeme
prekryvajici se Useky, které jsou po amplifikaci izolovany pomoci gelové elektroforézy a sekvenovany. Pfipadné
mutace jsou detekovany porovnanim sekvence PCR produktu s referenéni sekvenci (NM 004364.4). Ucelem je
detekce pacientl nesoucich mutovanou CEBPA. Tito pacienti maji lepsi neZz primérnou progndzu. | kdyZ se
kompletni mutace na chemoterapii nelisi od pacientli bez mutaci, maji pacienti s mutacemi méné relapst a
dosahuji lepsiho preziti.

8.11.2 Platnost postupu/faktory ovliviiujici vySetfeni

Protokol o prevzeti primdarniho vzorku (Zddanka) je nezbytny pro provedeni detekce mutaci CEBPA. Pro
vySetfeni je vyzadovan vzorek ze zachytu onemocnéni, protoZze citlivost metody klasického Sangerova
sekvenovani, kterym je vySetieni provadéno, neumoziuje stanovit hladiny mutaci pod 15%. Po nasazeni |écby
vétSinou hladiny mutaci klesaji pod tuto hranici. Vzorek musi pro pfipravu lyzatu jako zdroje DNA pro PCR a
nasledné sekvenovani obsahovat nejméné 10° mononukledrnich bunék.

8.11.3 Typy vzorkQ, které Ize pro vySetieni pouZit
Primarni vzorky:
e  3ml kostni dfené v dfeflovém médiu
e periferni krev (5-10 ml odebrano do roztoku EDTA)
Zpracované vzorky:
e  Bunécny lyzat oSetfeny proteinazou K
e predpfipravena celkovd RNA

e cDNA (jedna se o gen bez intron().

8.11.4 Doba vydani vysledku
20 pracovnich dnd od odbéru primérniho vzorku nebo 10 dnli od obdrZeni celkové RNA nebo cDNA.

Uvedeny pocet dni znamena pocet pracovnich dni od dodani primarniho vzorku (odebraného dle této
LP) s fadné vyplnénou Zadankou do NRL do data uvolnéni vysledku.
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8.12 VYSETRENi MUTACI V GENU HBB (HEMOGLOBIN BETA) METODOU PRIMEHO
SEKVENOVANI

8.12.1 Princip

Metoda je zaloZena na sekvenaci genu HBB. Pomoci PCR amplifikujeme Usek genu HBB zahrnujici 3
exony a Casti 2 intrond, 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 disledkem vznikd dédicné onemocnéni krve B -talasemie nebo poruse struktury B -globinového
retézce, jejimz dlsledkem vznika dédicné onemocnéni krve srpkovita anémie. Tato onemocnéni jsou
zarodecna a dédi se autosomalné recesivnim zplsobem.

8.12.2 Platnost postupu/faktory ovliviiujici vysetieni

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

8.12.3 Typy vzorkQ, které Ize pro vySetfeni pouZit
Primarni vzorky:
e  Periferni krev

Periferni krev se odebira v mnozstvi 2 ml do protisrazlivého roztoku EDTA, ptipadné ACD. Je nutné dostatecné
mnozstvi jadernych bunék v krvi pfi odbéru (min. 1,5 x 109/I leukocytd, pfi nizSim 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

8.12.4 Doba vydani vysledku

20 pracovnich dnG od odbéru primarniho vzorku

9 VYRIZOVANI STiZNOSTI

Stiznosti jsou feSeny v souladu s SR VyFizovani stiznosti a ozndmeni v UHKT. Neni-li stiznost k praci laboratore
adresovana primo vedoucimu laboratore, fesi ji pracovnik, ktery ji pfijal a informuje vedouciho laboratore.
Vysledek a zpUsob feSeni je evidovan. Vidy se snazime jednat s dostatecnou vstricnosti.

Drobné pripominky k praci laboratore prijima a resi kterykoli pracovnik laboratofe a nasledné informuje
vedouciho laboratore. Zavaznéjsi stiznosti jsou vyrizovany zdsadné vedoucim laboratore..

10 SOUVISEJiCi DOKUMENTACE
NRL_PK_14 01 PRIRUCKA KVALITY NRL PRO DNA DIAGNOSTIKU PRO CSN EN 1SO 15 189

NRL_01_SOP_14_01 - NRL_12_14_01 STANDARDN{ OPERACN{ POSTUPY
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