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Oddéleni genomiky je ve struktufe Ustavu hematologie a krevni transfuze (UHKT) samostatnym oddélenim
v ramci Vyzkumného Useku a je souéasti Komplementu laboratofi UHKT (zdravotnicka laboratof &. 8081,
akreditovand CIA dle CSN EN I1SO 15189). Hlavni odbornou ¢&innosti Oddéleni genomiky je molekularni
diagnostika, stanoveni hladin expresi prognostickych faktort, monitorovani minimaini rezidualni nemoci a
detekce mutaci u vybranych hematologickych a onkohematologickych onemocnéni.

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

VSEOBECNE INFORMACE O LABORATORI

Zakladni informace o laboratofi

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

ICO: 00023736

Nazev laboratore: Oddéleni genomiky

Soucast Komplementu laboratofi UHKT

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

Oddéleni genomiky je samostatnym oddélenim v ramci Vyzkumného useku a je soucasti Komplementu
laboratofi UHKT. Vedeni laboratote:

Vedouci oddéleni: RNDr. Monika Beli¢kova, Ph.D.
Telefon: 221977 305
FAX: 221977 371
E-mail: Monika.Belickova@uhkt.cz
Zastupce vedouci oddéleni: Ing. Michaela Dostalova Merkerova, Ph.D.
Telefon: 221977 231
E-mail: Michaela.Merkerova@uhkt.cz
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Zaméreni laboratore

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

v s v

Organizace laboratofe, vnitini clenéni a pfistrojové vybaveni

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

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

Pracovni skupiny:
Kvantifikace WT1 a NPM1 (SOP 02, 10) technicka vedouci Mgr. Ela Cerovska
Telefon: 221977 231
e-mail: Ela.Cerovska@uhkt.cz
Vysetieni mutaci v genu HBB (SOP 06), v genech HBA1 a HBA2 (SOP 12)

technicky vedouci Mgr. Martin Vostry

Telefon: 221977 306

e-mail: Martin.Vostry@uhkt.cz
Vysetreni NPM1 (SOP 09) technickd vedouci Ing. Elika Cechové

Telefon: 221977 231

e-mail: Eliska.Stara@uhkt.cz
Vysetreni variant lidského genomu metodou masivné paralelniho sekvenovdni — myeloidni panel (SOP 13)
technicka vedouci Mgr. Jitka Vesela

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

Laboratot 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.
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VSechny pfistroje a pomucky, jejichz vystupy mohou ovlivnit vysledky provadénych vysetreni, podléhaji
pravidelnym kalibracim, validacim nebo ovérenim.

Spektrum nabizenych vySetreni

Vysetfeni mnozstvi transkriptu WT1 (wilms tumor 1) SOP 02
Vysetifeni mnozstvi transkriptu NPM1 (nukleofosmin 1) SOP 10
Vysetieni pfitomnosti mutaci v genu NPM1 (nukleofosmin 1) SOP 09
Vysetfeni mutaci v genu HBB SOP 06

Vysetifeni mutaci v genech HBA1 a HBA2 SOP 12

Vysetieni variant lidského genomu metodou masivné paralelniho sekvenovani — myeloidni panel SOP 13

Oddéleni genomiky nevyuZziva sluzeb jinych laboratofi pro provadéni nabizenych vysetreni.

ODBER PRIMARNICH VZORKU
Pokyny pro ziskavani vzorkd pacienta

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

Presné pozadavky na mnoZstvi odebiraného materialu je pro jednotliva vysetreni v kapitole INFORMACE
K NABIZENYM VYSETRENIM.

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

Pokyny pro pfipravu pacienta

Odbér periferni krve ani kostni dfené pro provadéna vysetfeni nevyzaduje zvlastni pfipravu pacienta pred
odbérem. Nékterd vySetfeni nelze provést u pacientl 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 ovliviujici vysetteni.

Pokyny pro vyplnéni Zadanky

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

V ném musi byt naleZité identifikovan |ékaf opravnény indikovat vysSetfeni (véetné adresy klinického
7adatele a jeho telefonniho, ev. faxového spojeni). Zddanka musi obsahovat jednozna¢nou identifikaci
vysetfované osoby, véetné Cisla zdravotni pojistovny a Ciselného oznadeni diagndz, a Udaj o datu a €asu
odbéru primarniho vzorku.
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Informovany souhlas s vySetfenim

Veskera vysetfeni lze provést pouze na zdkladé informovaného souhlasu pacienta. PoZadavky na obsah
informovaného souhlasu pro genetickd vysetfeni jsou specifikovdna odbornou spole¢nosti SLG CLS JEP.
Informované souhlasy pro provadéna vysetreni je mozné najit na internetovych strankach www.uhkt.cz. K
vySetfeni je moziné pfijmout vzorek s informovanym souhlasem dle vzoru zadavatele, pokud obsahuje
véechny potiebné tdaje dle pozadavkd SLG CLS JEP. Za podpis informovaného souhlasu s provedenym
vySetfenim a archivaci biologického materidlu zodpovida indikujici 1ékar.Pokud neni k Zadance pftilozen
informovany souhlas pacienta nebo jeho kopie, je tfeba vyznacit na Zadance pozadované nakladani se
vzorkem po vysetfeni dle aktualniho informovaného souhlasu pacienta. Zadavajici |ékar je zodpovédny za
prenos spravné informace o nakladani se vzorkem od pacienta do laboratore.

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

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

e Qvéreni totoZnosti pacienta
e Qvéreni, Ze pacient splnil pozadavky pred vysetienim
e Musi byt proveden zdznam o totoZnosti osoby, ktera primdrni vzorek odebrala, datum a ¢as odbéru

Dodani vzorkt do laboratofe a podminky transportu

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

Vzorek periferni krve/kostni dfené by mél byt doruéen do laboratote co nejdfive po jeho odbéru. Maximalni
doba uchovani a transportu vzork( periferni krve/kostni dfené je dva dny od nabéru. Pro SOP 06 - VySetfeni
mutaci v genu HBB a SOP 12 - Vysetieni mutaci v genech HBA1 a HBA2 je mozné primarni vzorek dorucit do
14 dnl od jeho odbéru. Pro SOP 13 - Vysetfeni variant lidského genomu metodou masivné paralelniho
sekvenovani — myeloidni panel je mozné primarni vzorek dorucit do 7 dnd od jeho odbéru.

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

Ke kazdému dodanému vzorku je tfeba dodat fadné vyplnénou Zadanku o vysetreni (viz kapitola 3.3).

Vzorky jsou pfijimany v ¢ase 8.00—15.00 hodin v pracovni dny.
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MozZné chyby pfi skladovani a transportu:

e poutziti nevhodné zkumavky

* poutZiti nespravného protisrazlivého cinidla

¢ nedostatecné oznaceni zkumavek s materidlem

e pottisnéni 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 vychazeji z pfisluSnych pravnich
predpisti a smérnic, tj. predeviim z vyhlasky Mz CR €& 306/2012 Sb. a jejich piiloh, kterou se upravuiji
podminky predchazeni vzniku a Sifeni infekénich onemocnéni a hygienické poZadavky na provoz
zdravotnickych zafizeni. VSichni zaméstnanci jsou povinni postupovat pfi vySetfovani pacientl tak, aby
nedochazelo ke vzniku a Siteni nozokomialnich ndkaz ve smyslu pfislusnych ustanoveni této vyhlasky.

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

e Kazdy vzorek krve je nutné povaZovat za potencidlné infekéni.
e Zadanky ani vnéjsi strana zkumavky nesmi byt kontaminovany biologickym materidlem — toto je
dlvodem k odmitnuti vzorku.

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

ZPRACOVANI PRIMARNICH VZORKU PRED DODANIM DO LABORATORE

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

Formulai PROUVODKA 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 v
PRUVODCE VZORKU. Znaceni zpracovanych vzorki musi byt jednoznaéné, aby nemohlo dojit k zaméné s
jinymi vzorky.

FAKTORY OVLIVNUJICi VYSETRENI

Predpokladem uspésného vysetfeni primarniho vzorku je pfitomnost dostatecného mnoiZstvi jadernych
bunék v periferni krvi odebirané osoby (minimalné 1.5 x 106 leukocytd/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 a v pribéhu chemoterapie) je Zddouci odebrat vétsi mnoZzstvi
primarniho vzorku pfislusné tkané, nezZ je vyse uvedeno.
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KRITERIA PRO PRUETIi A ODMITNUTI VZORKU

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

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

Cislo pojistky pacienta)

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

Neni spravné proveden odbér - materidl neni pfijat k dalSimu zpracovani

Zadanka neni fadné& vypInéna (schazi nékteré povinné L, R
S . x i - biologicky material je pfijat
udaje (diagnoza, ICP ordinujiciho |ékare, odbornost)

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

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

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

ODBORNE KONZULTACE

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

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

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

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

laboratore adresovana pfimo vedoucimu laboratote, fesi ji pracovnik, ktery ji pfijal a informuje vedouciho
laboratore. Vysledek a zpUsob reseni je evidovan. Vidy je nutné jednat s dostatecnou vstficnosti.

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

OCHRANA INFORMACI

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

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

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

e V laboratofi jsou zavedena a dodrZovana systémova a technicka opatfeni pro zabezpeceni
dlveérnosti informaci, predevsim ochrana pisemnych i elektronickych dokument( pomoci fizeného
pfistupu se specifickymi opravnénimi pro jednotlivé skupiny pracovnikd.

INFORMACE K NABIZENYM VYSETRENIM
Vysetfeni mnozZstvi transkriptu WT1
Princip

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

Platnost postupu/faktory ovliviiujici vySetieni

Prijem vzorkd na urceni exprese genu WT1 neni nutno objedndvat. Odbéry se provadéji podle nasledovné
popsaného harmonogramu. Pfi diagndze musi byt primarni vzorek odebran pred zapocetim indukéni
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terapie, nasledné vidy pred zapocetim konsolidacni terapie. Poté 1x mési¢né v prvnim roce lécby a dalsi
roky jednou za 3 mésice. Pokud je pacient indikovan k transplantaci je nutno vysetreni provést pred
pfipravnou terapii. Vysetieni se provadi u pacientd s AML a MDS z periferni krve pacientl. Senzitivita
stanoveni exprese genu WT1 je vyssi v periferni krvi a je rovnéz méné zatéZujici pro pacienta nezZ aspirace z
kostni dfené. Dle Zadosti zaddvajiciho |ékare |ze provést i vySetieni z kostni dfené. Vzorek musi pro 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 ur¢en minimalni
limit-pocet kopii genu ABL.

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

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

Typy vzorka, které Ize pro vySetfeni pouZit
Primarni vzorky:

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

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

Doba vydani vysledku
20 dni od dodani vzorku

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

VYSETRENI MNOZSTVi TRANSKRIPTU NPM1
Princip

Odbér primarnich vzorkl periferni krve a kosti dfené se provadi pro ucely ziskani RNA a nasledné cDNA a
nasledné stanoveni hladiny exprese mutovaného genu NPM1 —tj. tfi majoritni mutace: NPM1mutA,
NPM1mutB a NPM1mutD. VySetfovani jsou pacienti s AML, u nichZ byla pfi diagnéze detekovana pfislusna
mutace genu NPM1. Primarné je vySetfeni uréeno k monitorovani hladiny exprese mutovaného genu NPM1
jakozto markéru minimalini rezidudini nemoci v obdobi pfi diagnéze a nasledné po indukéni terapii a po
jednotlivych konsolidaénich terapiich a dale ve specifikovanych intervalech. Vysetfeni umoZfuje
monitorovani Uspésnosti lé¢by a zejména véasné odhaleni nastupu relapsu onemocnéni — tj. pfi narlstu
exprese genu NPM1 nad nulovou hodnotu. Molekuldrni relaps je dfive detekovan v KD. Rovnéz byla
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prokazana vhodnost sledovani exprese mutovaného genu NPM1 po transplantaci, kde opét narlst exprese
mutovaného genu NPM1 nad nulovou hodnotu indikuje relaps onemocnéni umoznujici preemptivni |é¢bu.

Platnost postupu/faktory ovliviiujici vySetfeni

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

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

Lyzaty bunék, vyizolovana RNA a prepsand cDNA vyizolovana z primarnich vzorkl jsou na Oddéleni
genomiky znaceny a uchovany dle platnych internich predpist. Doba uchovani téchto vzorkl je neomezena.
Pouze RNA je vice citliva na degradaci. VySetreni Ize z téchto vzorku pfipadné opakovat.

Typy vzorka, které lze pro vysetfeni pouzit
Primarni vzorky:

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

e Zpracované vzorky:

e lyzat bunék,

* izolovana celkova RNA

e prepsand cDNA

Doba vydani vysledku

20 dni od dodani vzorku

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

VYSETRENI PRITOMNOSTI MUTACI NPM1

Princip

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

Platnost postupu/faktory ovliviujici vySetfeni

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

Informace lIze ziskat na telefon. &islech 221 977 231

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

Typy vzorka, které lze pro vysetfeni pouzit

Primarni vzorky:

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

e Zpracované vzorky:

¢ Izolovana celkova DNA

Doba vydani vysledku

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

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

VYSETRENI PRITOMNOSTI MUTACI V GENU HBB METODOU PRIMEHO SEKVENOVANI

Princip

Metoda je zaloZena na sekvenaci genu HBB. Pomoci PCR amplifikujeme Usek genu HBB zahrnujici 3 exony a
Casti 2 intronq, 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 dusledkem vznikd dédiéné onemocnéni krve B — talasemie nebo poruse struktury B —
globinového fetézce, jejimz disledkem vznika dédicné onemocnéni krve srpkovita anémie a jiné strukturni
hemoglobinopatie. Tato onemocnéni jsou zarodec¢na a dédi se autosomalné recesivhim zplsobem.
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Platnost postupu/faktory ovliviujici vySetfeni

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

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

Periferni krev se odebira v mnoiZstvi 2 ml do protisrdZlivého roztoku EDTA, pfipadné ACD. Je nutné
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 moZno skladovat pfi 2-8 °C az 14
dni.

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

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

Platnost postupu/faktory ovliviujici vysetieni

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

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

Periferni krev se odebira v mnozstvi 2 ml do protisraZlivého roztoku EDTA, pfipadné ACD. Je nutné
dostate¢né mnoizstvi jadernych bunék v krvi pfi odbéru (min. 1,5 x 109/ 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 14
dni.

Zpracované vzorky:

¢ DNA izolovand ze somatickych jadernych bunék
Doba vydani vysledku
20 dnl od dodani primarniho vzorku

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

VYSETRENi VARIANT LIDSKEHO GENOMU METODOU MASIVNE PARALELNiIHO SEKVENOVANI -
MYELOIDNi PANEL

Princip

Metoda je zaloZena na masivné paralelnim sekvenovani genli myeloidniho panelu, kdy je béhem jediného
experimentu zaroven sekvenovano velké mnozZstvi vybranych usek(i DNA. Ze vstupni DNA je pfipravena
knihovna, kterad je slozena z kratkych usek( zajmu ROI (Region of Interest) o délce nékolika stovek parl bazi.
Pti pripravé knihovny jsou pro kaidy vzorek diky znaceni jednotlivych Usekd pomoci index primerd
pfipraveny unikatné znacené fragmenty DNA. Tyto kratké fragmenty jsou béhem sekvenovani ¢teny a
zpracovany paralelné za vzniku velkého mnoZstvi ¢teni, tzv. read(l. Samotné urcovani bazi DNA na pfistrojich
MiSeq spociva v sekvenovani syntézou vyuzivajici DNA polymerazu, ktera postupné syntetizuje vlakno
komplementarni k pfipravenému jednovladknovému templatu sekvenovaného fragmentu. Pouzité chemické
slouceniny zajisti, Ze po zaclenéni kazdé nové baze do vznikajiciho fetézce DNA je pfimo z mista zaclenéni
uvolnén svételny fluorescencni signal, ktery je nasledné zachycen CCD (charge-coupled device) kamerou a
zpracovan pfistrojem MiSeq. Nasledné jsou data z pfistroje uloZzena na disk pro uchovavani NGS dat a
vyhodnocena.

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

Platnost postupu/faktory ovliviiujici vySetfeni

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

Vysetfeni vzorku je provedeno aZ po schvaleni vedouci laboratofe RNDr. Moniky Belickové, PhD.
Informace Ize ziskat na telefonnim ¢isle: 221 977 305

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

Typy vzorkQ, které lze pro vysetfeni pouzit

Primarni vzorky:

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

Periferni krev se odebira v mnoZstvi 2-5 ml do protisrazlivého roztoku EDTA. Je nutné dostate¢né mnozstvi
jadernych bunék v krvi pfi odbéru (min. 1,5 x 109/I leukocytd, pfi nizsim poctu leukocytl je tfeba odebrat
vétsi mnozstvi krve, cca 10 ml). Krev v EDTA je moZno skladovat pfi 2-8 °C az 14 dni.

Zpracované vzorky:

¢ DNA izolovand ze somatickych jadernych bunék
Doba vydani vysledku
40 dni od zadani pozadavku na vysetieni

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

SOUVISEJiICi DOKUMENTACE

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

NRL_06_SOP_14 01 Vysetteni mutaci v genu HBB metodou pfimého sekvenovani

NRL_09 _SOP_20_01 Vysetfeni pfitomnosti mutaci v genu NPM1 pomoci fragmentacni analyzy
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NRL_10_SOP_14 01 Vysetfeni mnozstvi transkriptll mutovaného genu NPM1 pomoci real-time RT-PCR u
pacient s AML

NRL_12_SOP_16 01 VYSETRENI MUTACI V GENECH HBA1 A HBA2 DETEKCNIM KITEM A-GLOBIN
STRIPASSAY

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

13500_F 15 03 ZADANKA
13500_F 20_01 ZADANKA
13500_F_15_05-06 INFORMACE PRO PACIENTY

PRILOHY

Ptiloha ¢. 1: F_SMJ_37 List zmén a revizi

ROZDELOVNIK

Cislo vytisku | Ulozeni
1 Portal SMK
2. WEB UHKT
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