Zavére&na zprava Zkouseni zpusobilosti pro oblast kvantitativniho
vySetireni buné&éného chimerizmu po alogenni transplantaci krvetvornych
bunék pro rok 2018

Varianty:

1. Zakladni— obsahuje vzorek DNA piijemce, darce a 5 kvantifika¢nich vzorkl
2. Rozifens — obsahuje vzorek DNA piijemce, drce a 10 kvantifika¢nich vzorki

Material:

DNA izolované z buffycoatt dle pfilohy €. 01 SOP 01
pFijemce - X188

darce - X187

3TP — X188/X187 na odekavanych 2 % genotypu piijemce
4TP — X188/X187 na o&ekavané 0,4 % genotypu pifjemce
5TP — X188/X187 na otekavanych 0 % genotypu pifjemce
6TP — X188/X187 na otekavanych 40 % genotypu piijemce
7TP — X188/X187 na otekavanych 95 % genotypu piijemce
8TP — X188/X187 na o&ekavanych 65 % genotypu piijemce
9TP — X188/X187 na otekavanych 15 % genotypu pifjemce
10TP — X188/X187 na oéekavané 6 % genotypu pifjemce
11TP — X188/X187 na o¢ekavanych 1 % genotypu piijemce
12TP — X188/X187 na oéekavanych 0 % genotypu pifjemce

Problematikou kola bylo:

1. Vysetteni informativity (uréeni referen¢nich alel) na zékladé vysetieni vzorki DNA pacienta pied
alHSCT (vzorek 1P) a jeho darce HSC (vzorek 2D) — 2 vzorky — nepovinna ¢ast

2. Kvantitativni vySetieni chimerizmu stejného pacienta ve 5 obdobich (rozsifend varianta 10
obdobich) po alHSCT na zéklad® vybraného (nych) DNA polymorfizmu (%), resp. i sex
specifickych lokustt — 5 vzorkil (rozifend varianta 10 vzork®) vetné interpretace —
povinna ¢ast



Zucastnéné laboratoie:

Tuzem§ti udastnici:

Ustav klinické biochemie a diagnostiky LF UK a FN Hradec Kralové
Laboratof molekularni genetiky, Hematologicko-onkologicke oddéleni FN Plzen
Laboratof molekularni biologie, HOK FN Olomouc

Zahrani¢ni ti¢astnici:

Laboratory of Department of Transplantation, University Children’s Hospital of Cracow,
Krakow, Polsko

Laboratorium klinickej a molekulovej genetiky, Pracovisko genetickej diagnostiky Detske]
kliniky LFUK a NUDCH, Nérodny ustav detskych chorob, Bratislava, Slovenska republika

NZOZ Medigen Diagnostyka Molekularna, Warszawa, Polsko

Laboratory of Molecular Genetics, Central Hospital of Southern Pest, National Institute of
Hematology and Infectious Diseases, Budapest, Mad’arsko

Dolno$laskie Centrum Transplantacji Komérkowych z Krajowym Bankiem Dawcow Szpiku,
Lower Silesian Center for Cellular Transplantation and National Bone Marrow Donor
Registry, Wroctaw, Polsko

Molecular Biology, Immunophenotyping and Pathology, Laboratory of Regional Children’s
Hospital #1, Ekaterinburg, Rusko

Bone Marrow Transplant Unit Laboratory, Aghia Sophia Children’s Hospital, Athens, Recko
Tissue Typing Laboratory, Gayrettepe Florence Nightingale Hospital, Istanbul, Turecko

SBT laboratory, Istanbul Tip Fakiiltesi Temel Bilimler Binasi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali
Doku tipleme laboratuvari, Istanbul, Turecko

Molecular Biology Laboratory, Department of Hematology-Lymphomas and BMT Unit,
Athens, Recko

Celkové se tkastnilo 13 laboratofi (oznadeni G¢astnikii A az M) —4 v zakladni varianté, 9 ve
varianté roz§ifené + organizator.

Vysledky:

Nepovinné &asti, vySetieni informativity, se zikastnilo celkem 7 laboratofi.

Vysledky byly statisticky vyhodnoceny pomoci mediénu ziskanych hodnot a smérodatné
odchylky.

Smérodatna odchylka byla uréena na zékladg statistick¢ho zpracovani vysledki z pfedchozich
let EPT (rozptyl hodnot, regrese) a prepocitana na hodnotu Z-score (¢im je hodnota bliZe nule,
tim je vysledek spravngjsi). Pfehled je uveden v Tabulce 1.



Statistické hodnoceni:

Hodnoceni dle Z-skére: [z] < 1 vyborné, 1 <[z] <2 dobré, 2 < [z] <3 akceptovatelné a [z] > 3 kriticke.
V piipadg, ze otekavana hodnota je pod limit laboratofe (niZ3i, nez je udana citlivost metody ucastnika),
hodnota neni povaZovéna za chybnou, ale je zafazena do kategorie Pod limit laboratofe.

Celkové bylo 64 % vysledki v kategorii Vyborné, 11 % v kategorii Dobré, 6 % v kategorii
Akceptovatelné, 8 % v kategorii Kritické a 11 % v kategorii Pod limit laboratofe.

Dale byly vysledky jednotlivych Géastnikd hodnoceny podle percentilil. Graf znazorhujici
percentily (25%, 50%, 75% a 100%) ukazuje Gsp&snost viech udastnikd navzajem. Vzhledem
k nabidce 2 variant (zdkladni a rozsifend) Géastnik zékladni varianty obdrzel 1 a rozSifené
varianty 2 grafy. Prvni graf porovnava 5 Kkvantifikagnich vzorkd (3TP — 7TP) viech udastnikd
letodniho kola, druhy graf pak vSech 10 vzorkd (3TP — 12TP), ale pouze u laboratofi ucastnicich
se roz§ifené varianty.

Cim ma udastnik niZ8i percentil, tim je v porovnéni s ostatnimi laboratofemi Gsp&Sn&jsi.
Vysledky jsou uvedeny v Grafu 1.

Piehled pouzitych metod pro kvantitativni vySetfeni bunééného chimerizmu a jejich citlivosti a

interpretace jsou uvedené v Tabulce 2 Prehled pouZitych metod vech éastnikt — kvantitativni
vysetfeni bunétného chimerizmu 2018.

Nejéastéjsi chyby, eventuelné doporudeni:

- TFale$nd negativita — pouZiti méné citlivych polymorfizmd (typu VNTR) pro

kvantifikaci.
- Fale$na pozitivita — detekovan smiSeny chimerizmus ve vzorku, kde byla pfitomna
pouze DNA darce.

- Nevhodny vybér polymorfizmu pro kvantifikaci (o repetici kratSi — tzv. stutter peak).

Na zakladé ptipominek n&kterych {&astnik bude v piistim roce 1épe specifikovana kategorie
Pod limit laboratofe a bude dodéno celkové vyhodnoceni, naptiklad splnéno 10/10 nebo
splnéno 8/10 zaslanych vzorki.

[

A el
Zpracovala: Mgr. Hana Cechova 42 % A

V Praze dne 11.9.2018
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Zakladni varianta

laboratof M | | te'l%
laboratof L | 1 42,8%

laboratof K i‘u _ 92,3p%

laboratofJ | g%

laborator | [ ] 61,5%
laboratoir H [C 84,6%
laborator G Tl:] 15,3%
laboratof F 71 100%
laborator E [:I 7,6%

laborator D | — 1 692%
laboratof C [ ] 30,7%

laboratof B | 1 53,8%

laboratof A f — 1 38,4%

organizator | 1 {23%

0 25 50 75 100

Rozsifena varianta

laboratof M [ ] 414,4%

laborator L [ 1 66,6 %

laboratoF K [ _ 88,8 %

laborator J io%

laborator | | —] 55,5%

laboratof H 1 77,7 %
laboratorG 1 11,1%
laboratof F [ 100 %

laboratof C T 1 [22,2%
organizator [ ] 333%

0 25 50 75 100

Graf znazorfiujici percentily (25%, 50%, 75% a 100%) ukazuje tspé&$nost vdech dcastnikd navzajem.
Vzhledem k nabidce 2 variant (zdkladni a rozsifend) obdrZi G€astnik zakladni varianty 1 a rozsifené
varianty 2 grafy. Prvni graf porovnava 5 kvantifikagnich vzorkd (3TP — 7TP) v3ech Gcastnikd letoSniho

kola, druhy graf pak viech 10 vzork( (3TP — 12TP), ale pouze u laboratofi G€astnicich se rozsifené
varianty.

¢im ma Géastnik niZsi percentil, tim je v porovnani s ostatnimi laboratofemi Usp&3néjsi.

Napf. 23% percentil v zékladni varianté znamend, ze 77 % ugastnik( (10 laboratofi) dosahlo horsich
vysledkd.
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