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1 Uvod

Ptirucka popisuje pokyny tykajici se metod provadénych pro léCebné-diagnostickou péci v
laboratoti CLIP- molekularni genetika Laboratorniho centra Kliniky détské hematologie a onkologie.

Nezabyva se metodami, které laboratot provadi v ramci své vyzkumné a vyukové ¢innosti.

V soucasné dobé je laboratof akreditovana CIA dle CSN EN ISO 15189 Zdravotnické laboratoie
— zvlastni poZadavky na kvalitu a zpasobilost. Obsah laboratorni ptiru¢ky byl koncipovan v souladu
s touto normou. Laboratorni pfiruc¢ka je k dispozici na webovych strankdch CLIP- molekularni
genetika, kde je pravidelné aktualizovana. Doufame, ze tato ptirucka prispéje ke zkvalitnéni nasi

vzajemné spoluprace.
2 Informace o laboratori

2.1 Identifikace laboratoie a dileZité udaje

Laborator CLIP-molekularni genetika Kliniky détské hematologie a onkologie UK 2. LF a FN
Motol se nachazi ve 2. patfe budovy Nové onkologie, ktera je umisténa v nejvychodnéj$im koutu
arealu FN Motol. Je soucasti Laboratorniho centra KDHO a spole¢né s laboratoii CLIP-cytometrie

vytvaii pracovni skupinu CLIP.

Krom¢ diagnostické casti ma laborator je$t¢ cast vyzkumnou, kde pracuji pifevazné

postgradualni studenti.

2.2  Zakladni informace o laboratori

Nazev laboratote CLIP - molekularni genetika

Laboratorni centrum Kliniky détské hematologie a onkologie 2.LF UK a

FN Motol
Vedouci laboratote Prof. MUDr. Jan Trka Ph.D.
Usekovy laborant Daniel Thiirner
Manazer/ka kvality Hana Feixova

Povéteny pracovnik pro metrologii Daniel Thiirner
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Kontaktni osoby

Adresa — postovni

Adresa — navstévni

Telefonni spojeni

e-mail

Internetova adresa

Provozni doba

Pfijem materialu

Prof. MUDr. Jan Trka Ph.D.

Prof. MUDr. Jan Zuna Ph.D.

RNDr. Leona Rezkovéa Reznickova

CLIP- molekularni genetika, Klinika détské hematologie a onkologie
FN Motol, V Uvalu 84, Praha 5 — Motol, CZ-150 06

Budova nové onkologie, roh ulic Weberovy a Roentgenovy,

Praha 5, II. patro, dvete 447

pracovna 2 2443 6580

laborator 2 2443 6521

Fax: 2 2443 6521

jan.trka@Ifmotol.cuni.cz

jan.zuna@Ifmotol.cuni.cz

leona.reznickova@Ifmotol.cuni.cz

http://www.1f2.cuni.cz/clip

pondéli az patek od 8:00 do 17:00

Vv provozni dob€, mimo provozni dobu po dohod¢
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2.3 Zaméreni laboratore

Laborator CLIP-molekularni genetika se zabyva diagnostikou a sledovanim akutnich leukémii
na molekuldrné genetické Urovni. Stanovuje fuzni geny BCR/ABL, TEL/AMLI1, PBXI/E2A,
TCF3/HLF, TEL/ABL a ptestavby genu MLL, jejichz pfitomnost stratifikuje pacienty do riznych
ramen lécebného protokolu. Provadi screening a sledovani pfitomnosti piestaveb Ig/TCR u pacientl
na front line protokolu a dle pfitomnosti téchto piestaveb v kostni dfeni v MRD TP1 (D+33), MRD
TP2 (W12) 1écby provadi stratifikaci pacientti do jednotlivych ramen lé¢ebného protokolu. Sleduje na
molekularni Grovni pacienty pfed a po transplantaci kmenovych bunék krvetvorby, stratifikuje
pacienty s pozdnim relapsem onemocnéni k chemoterapii ¢i transplantaci kostni dené a stanovuje pro
KDHO Leidenskou mutaci a mutaci protrombinového genu. Provadi izolace DNA/RNA a
kryoprezervaci leukocytti pro nasledné aplikace. Laboratof provadi diagnostiku akutnich myeloidnich
leukémii (AML), detekci fiznich genli a mutaci u jednotlivych typit AML a sledovani minimalni

rezidualni nemoci u téchto pacientti. Laboratot poskytuje i konzultace.

Mimo ¢innosti pro 1é¢ebné-diagnostickou péci laboratoi provadi Siroké spektrum vysetieni v

ramci feSeni molekuldrné genetickych vyzkumnych projekti 2. 1ékaiské fakulty Univerzity Karlovy.

2.4 Organizace laboratoi‘e

Laboratof CLIP-molekularni genetika je soucasti Laboratorniho centra Kliniky détské
hematologie a onkologie.

Odpovédnou osobou je vedouci laboratorniho centra Prof. MUDr. Jan Trka, Ph.D.

Laboratof je vybavena pro PCR detekci fiznich genti, Ig/TCR piestaveb a pro jejich kvantifikaci.

Provozni doba pondéli az patek od 8:00 do 17:00

Pfijem materidlu Vv provozni dob¢, mimo provozni dobu po dohod¢

2.5 Spektrum nabizenych sluzeb

Laboratoi CLIP-molekularni genetika diagnostikuje pacienty s akutni lymfoblastickou leukémii,
u kterych provadi RNA screening na pfitomnost faznich gent TEL/AMLI, mBCR/ABL,
MBCR/ABL, TEL/ABL, TCF3/HLF, MLL/AF4, MLL/AF6, MLL/AF9, MLL/AF10, MLL/ENL,
MLL/ELL, PBX1/E2A zkostni dieng, periferni krve, mozkomi$niho moku ptipadné tkani. Dale
provadi screening piestaveb Ig/TCR z kostni dfen¢ détskych pacienti s ALL lécenych protokolem
AIEOP BFM 2017, dospélych pacientti s ALL 1é¢enych protokolem GMALL 07/2003, studie BLINA-
CELL, EWALL-INO, tyto pfestavby kvantifikuje a dle odbéru lécby stratifikuje pacienty do
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jednotlivych ramen 1é¢ebného protokolu. Kvantifikaci Ig/TCR pfestaveb vyuziva také k monitorovani
pacienti s ALL pied a po transplantaci kmenovych bunék krvetvorby a pacientll, ktefi prodélali
pozdni relaps onemocnéni. Dale provadi vySetfeni na piitomnost mutace Protrombinového genu a
Leidenské mutace u déti s akutnimi leukémiemi, détskych onkologickych pacientl a pacientt s jinymi
hematologickymi onemocnénimi. Provadi kvantifikaci fuznich gentt BCR/ABL, TEL/ABL a pfestaveb
genu MLL u pacientd s ALL a AML pied a po transplantaci kmenovych bun€k krvetvorby, izolaci
nukleovych kyselin a kryoprezervaci vzorki. U akutni myeloidni leukémie (AML) provadime
vySetfeni pfitomnosti fiznich gent a genovych mutaci a to vSech, které hraji roli v rizikové stratifikaci
pacientti a/nebo jsou rozhodujici pro genetickou klasifikaci AML. Fazni geny, které se u AML
vyskytuji nejcastéji, vySetiujeme pomoci PCR, vzacnéjsi fuzni geny pomoci sekvenovani celého
transkriptomu. Genové mutace vySetiujeme pomoci cilené¢ho (tzv. panelového) sekvenovani nové

generace.

RNA screening, screening prestaveb genu MLL, kvantifikace genu BCR/ABLa TEL/ABL

jsou provadeény dvakrat tydné, a to v utery a ve ¢tvrtek. Vysledky jsou k dispozici nasledujici den.

Vysetieni Leidenské mutace a mutace protrombinového genu, kryoprezervace vzorki a

izolace DNA jsou dostupna béhem celého pracovniho tydne a celé pracovni doby.

Screening Ig/TCR piestaveb je provadén béhem celého pracovniho tydne u kazdého pacienta,
kterému byla nové diagnostikovana ALL a ktery se bude 1é¢it dle 1é¢ebného protokolu AIEOP BFM
2017, protokolem GMALL 07/2003, BLINA-CELL, EWALL-INO a dale u kazdého pacienta
s relapsem ALL. Nejsou-li zadné prestavby Ig/TCR nalezeny, je tato skute¢nost oznamena formou
tisténého vysledku do centra, které 1é¢i daného pacienta. V piipadé, ze prestavby Ig/TCR nalezeny

byly, jsou zméfeny piislusné ¢asové body a vydan vysledek MRN.

Kvantifikace Ig/TCR prestaveb se provadi béhem celého pracovniho tydne u kazdého pacienta
s ALL, dale u pacientu, ktefi podstoupili transplantaci kmenovych bunék krvetvorby a také u pacientt

s relapsem ALL.
Akutni myeloidni leukémie

Vysetfeni pfitomnosti fiznich genti a genovych mutaci je provadén beéhem celého pracovniho tydne u
kazdého pacienta, kterému byla nové diagnostikovana AML. O pfitomnosti ¢i nepfitomnosti fuznich

gend a genovych mutaci je vydan vysledek.
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3 Manual pro odbér primarnich vzorku

Pracovisté a externi pracovnici provade€jici pfipravu pacienta nebo odbéry vzorku maji byt
seznameni s touto piiruckou (laboratorni piiruckou) pro odbéry primarnich vzorkd. Laboratorni
ptirucka je trvale k dispozici v elektronické podobé na webovych strankach Laboratorniho centra
CLIP nebo v papirové podobé v laboratofi 447. Rozsah vySetfeni provadénych v laboratofi je
prabézné aktualizovan v souladu s rozvojem medicinskych znalosti a formou nabidky laboratornich
vySetfeni davan na védomi svym klinickym partneriim (ldzkovym i ambulantnim zafizenim), spolu s

pozadavky na zptisob odbéru biologického materialu.

Laboratof ptijima vzorky periferni krve, kostni dfené, mozkomi$niho moku pfipadné tkani.
Pfijem biologického materialu: Biologicky material je odesilan do laboratofe CLIP-cytometrie

umisténé v budoveé nové onkologie a radioterapie, 2. patie, dveie 417 a je doprovazen zadankou.

3.1 Zadanky (indikace) na vySetieni
Vzorky jsou piijimany pouze tehdy, maji-li f4dnou Zadanku vydanou nasi laboratoii (Zadanka
AIEOP BFM 2017, zadanka AEIOP BFM 2017 Slovensko, zadanka GMALL 07/2003, zadanka WT1,
zadanka bodové mutace, zadanka cytometricka vySetfeni, zddanka HSCT, zadanka BLINA-CELL,
zadanka EWALL-INO, AML zadanka, ), ktera je fadné vyplnéna identifika¢nimi udaji o pacientovi,
kde jsou vyplnény pozadavky na vySetieni a ktera je identifikace 1ékafe. VSechny aktualni zadanky

jsou dostupné na webovych strankdch CLIP (Dokumenty | CLIP - Childhood Leukaemia Investigation

Prague (cuni.cz)).

Jinou nez vlastni zadanku laboratofe ptijme laboratof ke zpracovani tehdy, spliiuje-li Zadanka
veskeré nalezitosti zmifiované v laboratorni pfirucce a jsou-li na ni jednoznacné identifikovatelna

jednotliva vySetieni, ktera ma laboratof provést.
U cizinct je nutné uvedeni ¢isla pojistky a datum narozeni, u azylanti téz ¢islo povoleni k pobytu.
Zakladni identifika¢ni znaky pozadované na zadance:

e pfijmeni, jméno a pohlavi pacienta

e rodné Cislo pacienta (Cislo pojisténce)

e kod pojistovny pacienta

e zakladni a eventualné dalsi diagn6zy pacienta

e datum, casovy bod odbéru v pribéhu 1écby (¢as odbéru je-li relevantni)

e identifikace zadavatele — nazev zatizeni, odd€leni, jméno 1ékare, ICP, odbornost,
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e kontakt na zadavatele — adresa, telefon — pokud neni na razitku

e vypsand nebo zaskrtnuta pozadovana vySetfeni — vySetfeni je indikovano 1ékafem laboratofe,
vyplyva z nalezenych genetickych markerti kazdého jednotlivého pacienta

e druh biologického materidlu

e datum pfijeti vzorku do laboratoie

e souhlas/nesouhlas s uchovanim biolog. materialu a vyuziti biolog. mat. k védeckym uceltim.

Nepovinng, fakultativni Gdaje:

e na zadance lze uvést dopliujici klinické informace tykajici se pacienta a vysSetfeni (pro
interpretacni ucely).

e nezbytné je na zadance zietelné uvést telefonni ¢islo pro pripadné upfesnéni.

Po ptezkoumani idaji na zddance, primarnim vzorku a vizuélni kontrole jeho kvality, je vzorek

prevzat a zaevidovan pracovnikem laboratofe.

Pozadavky na odbér primarniho vzorku jsou koncipovany tak, aby odebirané mnozstvi materialu
bylo co nejmensi a aby nebyly zbyte¢né odebirany nasobné tytéz druhy vzorkt. Koncepce Zadanky
zajist'uje, aby administrativni tikon pfi jejim vypliiovani byl co nejjednodussi.

Pozadavkové listy (zadanky) jsou archivovany po dobu minimaln¢ 5 let.

3.2 Pouzivany odbérovy systém

Periferni krev (PB): nesrazliva krev do zkumavek s K, EDTA, Na3Citrat ¢i ACD roztoku bézné

pouzivanych ve FN Motol pro hematologicka vysetfeni. Minimalni objem 1,0 ml, optimaln¢ >2 ml.

Kostni diett (BM): obdobné.

Mozkomi$ni mok: minimalni objem 500 mikrolitrd.

Ostatni biologicky material: dle dohody s laboratofi.

Krev nesmi byt odebrana do jiného antikoagula¢niho cinidla nez EDTA, Na3Citratu, ACD

roztoku zejména ne do heparinu.

3.3 Priprava pacienta pred vySetienim, odbér vzorku

Vzorky materialu lze odebrat v kteroukoli denni dobu, bez vztahu k jidlu, medikaci atd. Pro
vySeteni Leidenské mutace/ mutace Protrombinového genu by pacient nemél mit pocet leukocytt

v periferni krvi niz$i nez 2x10%/1.
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Pokud se tyka odbért vzorkl od externich zadavateld, nase laboratot uvadi zakladni pokyny
ohledné mnozstvi odebiraného biologického materialu, odbérového média a zachazeni s odebranym
vzorkem ke kazdému z provadénych vySetfeni V této laboratorni pfirucce. Tuto instruktaz zadavatel

vySetfeni predava transportni sluzbg.
3.3.1 Vliv infuzni terapie — odbér nejdiive hodinu po infusi

Kontaminace infuzi: obecné se nedoporucuje odbér krve z katétru, ktery je urcen pro podévani
nitrozilni vyzivy. Bezpe¢nym neni odbér pod stejnym turniketem ani v piipadé zdanlivé dostatecné
vzdalenosti mista odbéru a nitrozilniho katétru. Pfi¢inou kontaminace mize byt nejen ziedéni vzorku
aplikovanou infuzi (v pifipad¢ Ze se tento vzorek pii odbéru pouzije), ale také ziedéni vzorku
heparinovym zamkem katétru pro opakované odbéry nebo pfitomnost anastomoéz v zilnim fecisti. V
ptipadé¢ pouziti heparinového zamku je i po jeho odstranéni ovlivnéno vySetieni koagulace.
Kontaminace infuzi se dale projevi atypickym, ¢asto n€kolikanasobnym zvysSenim téch analyti, které

byly v infuzi ve vysoké koncentraci.

Pro prevenci téchto obtizi je jedinym bezpecnym zplsobem odbér zilni krve z opacné

koncetiny, nez kde je zaveden katetr infuze.
3.3.2. Odbéry z centralnich katétri a kanyl

Prvni odebrana zkumavka se do laboratofe neposila (zlikviduje se).

3.4 Identifikace oznaceni primarniho vzorku

Ke zpracovani budou piijaty jen vzorky, které jsou jednozna¢né identifikovany Stitkem tak, Ze
je bezpetné vyloucena zaména s jinymi vzorky, kde bude vyznacen druh biologického materialu, a

které jsou provazeny radné vyplné€nou zadankou.

3.5 Ustni a dodate¢né poZzadavky na vySetieni
V piipadé doobjednani vySetfeni ¢i pfi zméné pozadavki na vySetieni od pozadujiciho lékate
laboratof pfijme pozadavek telefonicky. Pokud stav a mnozstvi vzorku nové vySetfeni umozni, je
vzorek dovysetfen. Dodatecna vysetfeni je opravnén indikovat vedouci laboratofe nebo jiny
opravnény VS pracovnik. Pokud stav a mnoZstvi vzorku neumoziuje daldi vySetieni, je

pozadovan vzorek novy. Pozadavek na nové vySetfeni vzdy musi doprovazet nova zadanka.

3.6 Pozadavky na vySetieni urgentnich vzorku

Statimova vysetieni nejsou laboratoti CLIP-molekularni genetika provadéna.
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3.7 Nezbytné operace se vzorkem, stabilita

Po odbéru zilni krve a/nebo kostni dfené¢ do zkumavky s EDTA, Citratem, ACD je tieba tuto
zkumavku promichat nékolikerym opatrnym obracenim. Pokud nebude promichana a byt’ i ¢aste¢né se
srazi, bude velmi ztizeno provést indikované vySetfeni. Vzorek je tfeba dorucit do laboratofe CLIP -
cytometrie, do budovy nové onkologie a radioterapie, 2. patra, dveti ¢. 417, optimalné do 1 dne od
odbéru. Vzorek je do t¢ doby mozno skladovat pti pokojové teploté (skladovani v lednici neni

vhodné), nikdy nesmi zmrznout.

3.8  Bezpecnostni aspekty pri praci se vzorky

Kazdy vzorek biologického materialu je nutné povazovat za potencialné infek¢ni:

Zadanky ani vngj§i strana zkumavky nesmi byt kontaminovany biologickym materidlem — toto je
divodem k odmitnuti vzorku. Vzorky jsou piepravovany tak, aby béhem piepravy vzorku do
laboratofe nemohlo dojit k rozliti, potfisnéni biologickym materidlem nebo jinému znehodnoceni
vzorku. Pozor, zvlasté u pacientl po transplantacich jsou pfitomna Cetné infek¢ni agens, ktera nejsou
nepiimymi metodami detekovatelna, a proto o nich oSetiujici personal Casto nevi. Z toho diivodu se
s kazdym vzorkem biologického materialu naklddd béhem piepravy i1 prace v laboratofi jako

S potencialng¢ infek¢nim.

3.9 Informace k dopravé vzorki

Vzorek je tfeba doru¢it do laboratofe CLIP-cytometrie, do budovy nové onkologie a
radioterapie, 2. patra, dvefe 417 optimalné do 1 dne od odbéru. Vzorek je do t¢ doby mozno skladovat
pii laboratorni teploté. Vzorek se transportuje za standardnich podminek vhodnych pro transport
biologického materialu. Zkumavky s materialem musi byt zasilany uzaviené. Pii extrémnich vné&jsich
teplotach je nutné zajistit transport vzorku v boxech zamezujicich znehodnoceni vzorku mrazem.
Vzorek nesmi zmrznout! Pfeprava na ledu neni vhodna. Do doby transportu je vzorek mozno
skladovat pii pokojové teploté; skladovani v lednici neni vhodné; vzorek nikdy nesmi zmrznout.
Zadavatelé vySetfeni jsou seznameni s pozadavky na transport vedoucim laboratote, k zasilanym
vzorkiim prikladaji Stitek s adresou laboratote a s indikaci k transportu a uchovavani vzorku pfi bézné

pokojové teplote:

10-25 OC' Doprava pfi

pokojové teploté!

Adresa:

FN Motol, Budova €. 23 (,,Nova onkologie”)
Samostatny vjezd z ulice Roentgenova
CLIP - Laboratof pratokové cytometrie
Pfijem vzork(: 2, patro

(adresa feditelstvi: V Uvalu 84, 150 06 Praha 5)
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3.10 Skladovani vySetifovanych vzorki a dodatecné analyzy

Do doby analyzy béhem pracovniho dne se biologicky materidl skladuje tak, aby se zabranilo

znehodnoceni, rozliti, kontaminaci, pifimému vlivu slune¢niho zafeni, tepla a mrazu.

Vsechny vzorky DNA, RNA, cDNA, kryoprezervované buiiky, periferni krev upravena pro
vySetfeni Leidenské mutace a mutace protrombinového genu jsou skladovdny v laboratoii CLIP-

molekularni genetika na dobu neurcitou.

Material je skladovan v -20°C, -80°C a tekutém dusiku.

4 Preanalyticka faze

Vzorky kostni diené, periferni krve, mozkomisniho moku ptip. tkani jsou pfijimany v 2. patfe,
Vv laboratoti CLIP-cytometrie, dvete 417. Zde dojde ke zkontrolovani materidlu a zadanek. Vzorek je
rozd€len na dvé Casti. Jednu ¢ast zpracovava laboratoi CLIP-cytometrie, druhou ¢ast laboratoi CLIP-

molekularni genetika.

41 Kriteria pro prijeti vzorki
Nezbytnou identifikaci biologického materidlu pied piidélenim laboratorniho ¢isla (kodu
vzorku) tvofi jméno, piijmeni pacienta a rodné Cislo, jinak bude material odmitnut. Kazdému vzorku

je pridélen kod, ktery se sklada z rady cCisel a pismen.

4.2  Kritéria kK odmitnuti dodanych vzorki

Odmitnout lze:

. zadanku s biologickym materidlem, na které chybi nebo jsou necitelné zakladni idaje (rodné

Cislo, pfijmeni a jméno, zakladni diagnéza) a neni mozné je doplnit na zakladé dotazu oSetfujicimu

pracovisti
. biologicky material bez zadanky;
. zkumavku s biologickym materidlem, kde neni zptisob identifikace materialu z hlediska

nezameénitelnosti dostatecny

. zkumavku s biologickym materidlem, ktera je timto materidlem zjevné kontaminovana z
vngjsi strany

Ve zvlast vyjimecnych piipadech (napf. z divodu vitadlni indikace) lze vzorky potfisnéné
biologickym materidlem ¢i vzorky s menSim nez doporuenym mnozstvim materialu vySetfit.
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Pracovnik pfejimajici takové vzorky o tomto neprodlen¢ informuje vedouciho laboratofe. Vyse

uvedené skutecnosti budou zaznamenany v komentaii k vysledkim.

4.3  Postup pfi chybné nebo neuplné identifikaci pacienta na Zadance

Pokud je k dispozici tidaj o odesilajicim oddéleni a alesponi zakladni identifikace nemocného,
laborant, ktery material ptijima si telefonicky vyzadda novou kompletni zddanku nebo dopliujici udaje.

Provede se zaznam o neshodé€ do deniku neshod.

4.4  Postup pri chybné identifikaci vzorku

Pozadujici subjekt je neprodlen¢ informovan o chybné identifikaci vzorku, a pokud je to mozné,
je vyzadan novy vzorek a zddanka. Laboratof nesmi provést analyzu z neoznaceného vzorku. Provede

se zaznam o neshodé do deniku neshod.

5 Postanalytické procesy v laboratori

Veskery materidl, ktery je dodan do laboratotfe, se zpracovava ve vétsin€ piipadi v den dodani

vzorki. (S pfihlédnutim na pracovni postupy jednotlivych vySetieni).

5.1 Skladovani vzorku po vySetieni v laboratori

Neni-li uvedeno jinak, fidi se pozadavky ke skladovani pokyny pro stabilitu materidlu v
jednotlivych standardnich operacnich postupech pro laboratorni vysetieni.
Do doby analyzy béhem se biologicky material skladuje tak, aby se zabranilo znehodnoceni, rozliti,

kontaminaci, pfimému vlivu slune¢niho zafeni, tepla. Viz. kap. 3.10

5.2  Kontrola vysledki

Po provedeni analyz jsou vysledky zapsany ¢i pievedeny do LIS, vnichZ jsou po kontrole
odpovédnym pracovnikem (podepsany vysledek 1ékatem laboratofe + ulozeni vysledku v pdf formatu
na sdileny disk kliniky, popf. odeslani vysledku v zabezpeceném pdf formatu elektronickou postou pro
pracovist¢ mimo FN Motol) uvolnény v nemocni¢nim informa¢nim systému pro oSetfujiciho lékare
(v ramci pracovisteé). Mimo laboratof je tedy zobrazitelny pouze zkontrolovany (uvolnény) vysledek.

Vsechny vysledky jsou v laboratofi dostupné archivovany.
6 Vydavani vysledku

6.1 Informace o formach vysledku, typy nalezi a laboratornich zprav

Vysledky zavérem jsou uvolfiovany a interpretovany odpovédnym pracovnikem. Po kontrole a

podepsani vysledku pracovnikem opravnénym k uvolnovani vysledki, podepsani pracovnikem, ktery
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pozadované vySetfeni provadél a datem vydani vysledku jsou vysledky uvoliiovany v papirové
podobe. V ramci kliniky jsou vysledky dostupné na zabezpeceném serveru kliniky a externim
pracovistim jsou dostupné v papirové podobé. Vysledky je mozné posilat na externi pracoviste
v zabezpecené elektronické formé. Odpovédny pracovnik laboratofe odpovida na telefonické dotazy a

interpretuje vysledky pozadovanych vysSetfeni.

Vysledky jsou interpretovany a uvoliovany odpovédnym pracovnikem. Tisténé vysledky
rozesilame na jednotliva mimoprazska pracovisté postou. Pro Kliniku détské hematologie a onkologie
UK 2.LF a FN Motol roznasi tisténé vysledky odpovédny pracovnik osobn¢ 1ékaitm, ktefi indikovali
vySetieni. Vysledky jsou archivovany v pravidelné pofizovanych zalohach databaze. Archivace

zadanek dle smérnic FN Motol. Kopie vysledkd ukladame na sdileny disk FN Motol.

Kopie vysledkt jsou archivovany elektronicky a v papirové podobé po dobu 5 let.

6.2 Vysledkovy list obsahuje:

e nazev laboratote, ktera vysledek vydala

e jednoznacnou identifikaci pacienta (jméno, piijmeni, rodné ¢islo pacienta /Cislo
pojisténce/datum narozeni)

e nazev oddéleni a jméno lékate pozadujiciho vySetfeni, telefonni kontakt

e datum odbéru primarniho vzorku

e datum pfijeti primarniho vzorku laboratofi

e datum uvolnéni ndlezu

e nazev vysetfovaného systému (skupiny), druh primarniho vzorku

e nezaménitelnou identifikaci vySetfeni (odkaz na SOP)

e vysledek vySetieni véetné jednotek méfeni a tam, kde je to mozné, rovnéz referencni intervaly

e v pripad¢ potieby textové interpretace vysledkii

e jiné poznamky

e identifikaci osoby, ktera autorizovala uvolnéni nalezu

e pocet stran z celkového poctu

6.3 Vydavani vysledki piimo pacientim

Laboratof nevydava vysledky pacienttim.

6.4 Telefonické hlaSeni vysledki

Nase laboratot vysledky telefonicky nesdéluje.
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6.5 Zmény vysledkii a nalezi

Kazda zména vydaného vysledku je dokumentovana. Zména je jednoznacné provedena, aby nemohlo
dojit k chybné interpretaci. Zmény jsou provadény vyjime¢né — pii zjisténi chyby.

Pokud je vysledek zménén, je 1ékaf informovan o zméné vysledkl a novy vysledkovy list je mu zaslan
snovym datem a s informaci o zméné vysledku. Pokud byl vysledkovy list jiz odeslan, je lékaf

odpovédnym pracovnikem informovan. O oznameni se vede zaznam.

6.6 Hlaseni vysledku v kritickych intervalech

Molekularné geneticka vySetfeni, kterd se provadi V laboratoii CLIP-molekuldrni genetika,

nemaji zadné kritické intervaly.

6.7 Intervaly od dodani vzorku do vydani vysledku

Vzorky pro bézny provoz jsou ihned po pfijeti zpracovany do faze zamrazeni leukocytu a takto
ptipraveny k naslednym analyzam (viz oddil Popis nabizenych sluzeb). Vzorky na izolaci DNA a
vzorky urcené ke kryoprezervaci jsou ihned zpracovany a DNA/leukocyty jsou skladovany na dobu
neurditou v -20°C/-80°C/tekutém dusiku. V piipadé potieby jsou vydany indikujicimu 1ékafi k dal$im
potfebnym vysetfenim provadénych vétSinou v jinych/zahrani¢nich laboratofich, kam jsou

transportovany dle pokyni téchto laboratofi.

Bézna vysetieni (RNA, RNA — screening, kvantifikace fiznich geni BCR/ABL, PBXI1/E2A,
TEL/AML1, MLL/AF4, TCF3/HLF a dal$i MLL piestavby) jsou provadéna vétSinou dvakrat tydné,
zpravidla atery a ve ¢tvrtek, vysledky jsou znamy béhem stiedy, resp. patku. Vysetfeni MRN pomoci
Ig/TCR real-time PCR je provadéno v pribéhu celého tydne a vysledek je vydavan do 5 pracovnich

dnti.
7 Komunikace s laboratofi
7.1  Vyfizovani stiZnosti
Stiznosti vzdy fesi nadfizeny pracovnik (vedouci laboratorniho centra CLIP, isekovy laborant).

Drobné a jednoduché stiznosti jsou feSeny okamzité pracovnikem, ktery je piijal a v pripad¢ potieby je

poté informovan nadfizeny.

Postup pro feseni stiznosti je uveden v organiza¢ni smérnici ¢. ISM 15 Vyfizovani stiznosti, oznament

a podnéti.
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7.2  Konzultacni ¢innost laboratoie
O konzultaci lze pozadat na vSech laboratornich usecich. PfisluSnou informaci poda vzdy

kompetentni zdravotnicky pracovnik pro danou problematiku (laborant, VS nebo lékai). Odborné

informace jsou poskytovany vedoucim laboratote.

Konzultace v laboratoii CLIP-molekularni genetika provadi 1ékafi laboratote: Prof. MUDr. Jan
Trka Ph.D., Prof. MUDr. Jan Zuna Ph.D., doc. MUDr. Eva Frofikova Ph.D.

8 Zakladni informace k provadénym vySetienim

8.1 Seznam vySetieni

e RNA screening (vySetfeni na pritomnost fuznich genit mBCR/ABL, MBCR/ABL,
TEL/AML1, MLL/AF4, PBX1/E2A, TEL/ABL, TCF3/HLF)

e MLL screening (vySetfeni na piitomnost piestaveb MLL genu — MLL/AF4, MLL/AF®,
MLL/AF9, MLL/AF10, MLL/ENL, MLL/ELL)

e kvantifikace fizniho genu mBCR/ABL

e kvantifikace fuzniho genu MBCR/ABL

e kvantifikace fuzniho genu TEL/ABL

e Leidenska mutace

e mutace Protrombinového genu

e kryoprezervace vitalnich leukocyti

e izolace nukleovych kyselin (DNA,RNA)

e vySetfeni MRN pomoci Ig/TCR real-time PCR (RQ-PCR)

e Screening piestaveb Ig/TCR/vySetfeni klonality (metodou NGS)

e vySetieni pfitomnosti fuznich genti a genovych mutaci u AML

8.1.1. VySetieni na pritomnost minimalni rezidualni nemoci RO-PCR na drovni DNA pomoci

klonalnich pi‘estaveb Ig/TCR - SOPm_01

Soucasti vySetfeni minimalni rezidualni nemoci (MRN) pomoci RQ-PCR na tirovni DNA pomoci

klonalnich piestaveb Ig/TCR — SOPm_01 jsou:

e isolace DNA
o vySetfeni klonality (Ig/TCR screening metodou NGS)

e vySetfeni MRN pomoci Ig/TCR real-time PCR (RQ-PCR)
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8.2 Pozadavky na odbér
Periferni krev: nesrazliva krev do zkumavek s K, EDTA, Na3Citrat ¢i ACD roztoku bézné

pouzivanych ve FN Motol pro hematologicka vysetfeni. Minimalni objem 1,0 ml, optimaln¢ >2 ml.
Kostni dfen: obdobné.

Mozkomi$ni mok: minimalni objem 500 mikrolitrd.

Ostatni biologicky material: dle dohody s laboratofi.

Krev nesmi byt odebriana do jiného antikoagula¢niho cinidla neZ EDTA, Na3Citratu, ACD
roztoku zejména ne do heparinu.

Skladovani a doprava: odebrany material k vySetfeni skladovat pti pokojové teploté a dopravit do
jednoho dne od odbéru.

Dostupnost: u v§ech vyse uvedenych vysetieni je dostupnost do 5 pracovnich dnti

8.3  Formulace vysledkii — rozmezi hodnot

RNA screening (vvySetieni na pritomnost fuznich geni mBCR/ABL, MBCR/ABL, TEL/AML1

MLL/AF4, PBX1/E2A, TCE3/HLF)

Vysledek je vyddvéan : Je pritomen fiizni gen mBCR/ABL nebo MBCR/ABL nebo TEL/AMLI1
nebo MLL/AF4 nebo PBX1/E2A nebo TEL/ABL nebo TCF3/HLF.

V piipadé negativniho vysledku: Zadny z vySetfovanych fliznich genii neni p¥itomen.

MLL screening (vySetfeni na pritomnost piestaveb MLL genu — MLL/AF4, MLL/AFG,
MLL/AF9, MLL/AF10, MLL/ENL, MLL/ELL)

Vysledek je vyddvéan: Je pritomen fizni gen MLL/AF4 nebo MLL/AF6 nebo MLL/AF9 nebo
MLL/AF10 nebo MLL/ENL nebo MLL/ELL

V piipadé negativniho vysledku: Zadny z vySetfovanych fiznich genii neni p¥itomen.

Kvantifikace fuzniho genu mBCR/ABL

Vysledek je vydavan jako pocet kopii mBCR/ABL fuzniho genu na 10° kopii kontrolniho genu.
V ptipadé nulovych hodnot je wvysledek vydavan jako ,negativni“. V pfipadé, ze hodnoty
vySetfovaného vzorku jsou nenulové, ale dosahuji hodnot, které jsou pod citlivosti metodiky, jsou

vydavany pouze jako ,,pozitivni.

Kvantifikace fiizniho genu MBCR/ABL
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Vysledek je vydavan jako pocet kopii MBCR/ABL fuzniho genu na 10° kopii kontrolniho genu.
V ptipadé nulovych hodnot je wvysledek vydavan jako ,negativni“. V pfipad¢, ze hodnoty
vysetfovaného vzorku jsou nenulové, ale dosahuji hodnot, které jsou pod citlivosti metodiky, jsou

vydavany pouze jako ,,pozitivni.

Kvantifikace fuzniho genu TEL/ABL

Vysledek je vydavan jako mnozstvi exprese TEL/ABL fuzniho genu na 10° kopii kontrolniho genu
vztazeného k expresi fuzniho genu pfi diagnoze. V ptipadé nulovych hodnot je vysledek vydavan jako
»hegativni“. V pfipad¢€, Zze hodnoty vysetfovaného vzorku jsou nenulové, ale dosahuji hodnot, které

jsou pod citlivosti metodiky, jsou vydavany pouze jako ,,pozitivni®.
Leidenskd mutace

V ptipadé, ze je pritomna bodova mutace (Leidenska mutace) v homozygotni nebo heterozygotni

formé je vydan vysledek:

Je pritomna heterozygotni forma Leidenské mutace faktoru V.
Je pritomna homozygotni forma Leidenské mutace faktoru V.
V ptipadé, Ze Leidenska mutace neni pritomna je vydan vysledek:
Leidenska mutace faktoru V neni pritomna.

Mutace Protrombinového genu

V piipadé, Ze je piitomna bodovd mutace (mutace protrombinového genu) v homozygotni nebo

heterozygotni formé je vydan vysledek:

Je pritomna heterozygotni forma mutace protrombinového genu.

Je piitomna homozygotni forma mutace protrombinového genu.

V ptipadé€, Ze mutace protrombinového genu neni pfitomna, je vydan vysledek:
Mutace protrombinového genu neni piitomna

VySetfeni MRN pomoci Ig/TCR , MLL genu, fiznich geni/mutaci u AML, real-time PCR

V piipadé pozitivniho vysledku je vydavana hodnota hladiny MRN, ktera je softwaerové odectena

z kalibraéni kiivky systému pacienta. V ptipade€, Ze hodnota vysledku lezi mimo kvantitativni rozmezi

Stranka 19 z 21




Nazev dokumentu:

Laboratorni pfiru¢ka ﬂip

Nazev Useku:

Identifikace: LP-LMG-1
Laboratorni centrum KDHO, CLIP-molekularni genetika
Verze:6

systému nebo je pozitivni pouze 1 nebo 2 vzorky z triplikatu je vysledek vydavan pouze jako

pozitivni. V piipad¢ negativniho vysledku je vysledek formulovan jako negativni.

Vysetieni klonality (Ig/TCR screening)

Nejsou-li zadné piestavby Ig/TCR nalezeny je vysledek formulovan jako ,,Nebyly nalezeny zadné
prestavby*. V pfipadé, ze prestavby Ig/TCR nalezeny byly, se vysledek oznami vysledkem vySetteni
MRN pomoci Ig/TCR real-time PCR dané ptestavby.

Krvoprezervace Zivvch leukocyti

V tomto piipad¢ neni vydavan zadny vysledek. Biologicky material je zpracovan do piislusné faze a je

kryoprezervovan pro nasledna vySetieni.

Izolace nukleovych kyselin (DNA,RNA)

V tomto piipadé€ neni vydavan zadny vysledek. Biologicky material je zpracovan do pfislusné faze a je

kryoprezervovan pro nasledna vysSetteni.

9 Souvisejici predpisy, literatura

= Standardni opera¢ni postupy laboratofe CLIP-molekularni genetiky

= Nakladani s odpady ve Fakultni nemocnici v Motole IOS 23/2005-6

= Organizacni fad Fakultni nemocnice v Motole IR _1/2009-7

= Pracovni fad Fakultni nemocnice v Motole IR _1/2007-6

=  Provozni fad pracovisté Klinika détské hematologie a onkologie IIIPRP_ KDHO 54/2009-4

= Zajisténi bezpeCnosti a ochrany zdravi pii praci ve Fakultni nemocnici v Motole
I0S_14/2009-5

= Informovany souhlas: S odbérem za Gcelem genetické analyzy IS_0742

10Informovany souhlas/ nesouhlas pacienta

Veskera vySetieni jsou provadéna s informovanym souhlasem pacienta (zajistuje klinicky zadavatel).

Pacient je informovan o planovaném diagnostickém nebo 1é¢ebném postupu formou informovaného
souhlasu (IS). Informovanym souhlasem/nesouhlasem projevuje pacient vili pfijmout nebo nepiijmout
navrhovany 1é¢ebny nebo diagnosticky vykon (postup) na zaklad¢é informace poskytnuté 1ékafem,

zaznamenany predepsanou formou.
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Zpisob odebirani informovaného souhlasu, provadéni vySetrovacich a 1écebnych vykon bez souhlasu
pacienta a formy odebirani informovaného souhlasu upravuje odborna smernice FN Motol ¢. [IOS 10

Informovany souhlas pacienta. Informované souhlasy/nesouhlasy spliiuji pozadavky této smérnice.

K odebirani informovaného souhlasu/nesouhlasu se v CLIP pouzivaji pouze schvalené IS FN Motol,
které jsou vedené v Katalogu informovanych souhlasti Pravniho odboru FN Motol na intranetu FN
Motol (jsou dostupné z intranetu FN Motol bud’ ptimo z Pravniho odboru FN Motol, nebo pies sekci
formulafe/formulate LPP/Informované souhlasy vSeobecné platné/ a sekce formulaie/formulare LPP /
Informované souhlasy jednotlivych klinik a oddélent).

Pro externi zadatele sluzeb jsou informované souhlasy dostupné na webovych strankdch CLIP

http://clip.If2.cuni.cz/ informované souhlasy pacienta.

Nakladani se vzorkem po vySetieni je tieba na Zadance vyplnit dle aktualniho informovaného souhlasu
pacienta.

Pokud pacient nesouhlasi s uchovanim vzorku, pripadné jeho dal§im vyuZitim pro védecké
ucely, je tFeba na Zadance zaskrtnout prislu§nou kolonku.

Zadavajici 1ékat je zodpovédny za pienos spravné informace o nakladani se vzorku pacienta v souladu
s informovanym souhlasem.

Laboratofe CLIP dodrzuji zasady ochrany osobnich informaci dle smérnice ¢. I0S 3 ,,Bezpecnostni
politika Fakultni nemocnice v Motole®. Prohlaseni v§ech pracovnikt laboratoii CLIP je evidovano ve

formulafi F-LMG-7 ,,Prohlaseni pracovnika laboratorniho centra CLIP*,

11 Rozdélovnik

11.1 Seznam fizenych vytiski a osoby, kterym jsou jednotlivé vytisky ptidéleny

Viytisk €. Jméno Datum pievzeti Podpis
1 Manazer kvality CLIP 5.3.2021
2 Internet - elektronicky 5.3.2021
3 Intranet FN Motol - elektronicky 5.3.2021
4 Sdileny disk CLIP - elektronicky 5.3.2021

11.2 Seznam opravnénych pracovnikll proskolenych v dokumentu je vedeno na formulafi:
F-LMG-180.
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