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Abstrakt

Se soucasnym vyvojem spolecnosti se rozviji i veskeré oblasti védy a nejen ji. Jsou
tak kladeny ¢im dal tim vétsi pozadavky na praci lidi, na pouzivané metody a techniky.
Neustale se objevuji nové léky, nové postupy pii diagnostice. S tim vS§im souvisi 1
potieba ovétovat, zda vse funguje tak, jak ma, zda méfeni plni pozadavky, které jsou na
n¢j kladené. K tomuto ucelu je tedy tieba vse validovat/verifikovat. Validace metod je
zéaroven jednim z pozadavkl norem ISO.

Validace/verifikace, konkrétné diagnostik v onkohematologické laboratofi, je
tématem této bakalarské prace. Ta se v teoretické Casti vénuje vymezeni zakladnich
pojmil souvisejicich s molekularni genetikou, imunitnim systémem a praci v klinické
laboratofi, véetné¢ pouzivanych metod. Experimentalni ¢ast je zaméfena na Vyuziti
validace v praxi, a to akreditovanou laboratoii Ustavu hematologie a krevni transfuze.
Hlavnimi cily byla validace novych kitd HLA- SuBiTo, validace kitu PowerPlex® CS7
System a validace bialelického sekvencéniho polymorfismu G42863. Kazdy z téchto
stanovenych cild byl specificky a byl proveden s odlisSnym ucelem a postupem, ¢imz se
potvrdilo, Ze validace (verifikace) je nedilnou soucasti prace v klinickych laboratotich a

jeji vyuziti je velice rozmanité.
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Abstract

As our society evolves, all of the scientific fields evolve as well. Thanks to this
phenomenon, the demands on peoples’ work, methods and techniques increase. New
drugs and new diagnostic procedures are developed constantly. Consequently, there
exists a need to authenticate all the procedures to ensure that everything works as it is
supposed to and that the measurements meet the requirements. Therefore, every
procedure has to be validated or verified. Validation is also one of the requirements of
ISO’s international standards.

This bachelor thesis’ topics were validations and verifications of diagnostic
procedures in oncohematologic laboratory. The theoretical part is dedicated to defining
the basic terms related to molecular genetics, the immune system and to work in clinical
laboratory. The experimental part describes the use of validation in practice as
performed in the accredited laboratory at the Institute of Hematology and Blood
Transfusion.

The main objectives of the thesis were validations of kits HLA — SuBiTo,
PowerPlex® CS7 System and validation of biallelic sequence polymorphism G42863.
Each of the objectives was specific and was conducted with a different purpose. As a
result, it was confirmed that validation and verification is integral element of work in

clinical laboratories and its use is very diverse.
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1. Teoreticka cast

1.1 Uvod

Klinickd diagnostika je dnes ve velké mife zaloZzena na analyze DNA a
molekularnich technikach. Pouziti téchto technik jako diagnostickych metod je pomérné
mladou zalezitosti, diky které mlizeme najit rozdily v sekvencich DNA, identifikovat
polymorfismy, objasnit pti¢iny chorob.

Tato kapitola ptiblizuje teoreticky zaklad, z néhoz se poté vychazelo v casti

experimentalni.

1.2 Zaklady molekularni genetiky

Béhem poslednich n¢kolika let se genetika rapidné vyviji. Jsme schopni
analyzovat DNA do i téch nejmenSich detaili pomoci nejnovéjsich technik.
Rozlisujeme genetikou klasickou, genetiku populaci a molekularni genetiku. *

Molekularni genetika studuje dédi¢nost na molekularni urovni. Diky znalostem,
které mame o sekvencich DNA, muzeme gen definovat z chemického hlediska ¢i

[ . . . .y v 7 . 1
muzeme identifikovat jednotlivé soucasti genu.

1.2.1 DNA

Kyselina deoxyribonukleova se nachazi se v jadie a v semiautonomnich
organelach. Je nositelkou genetické informace a jejim nejéastéj$im uspofadanim jsou
dvojité fetézce-vldkna majici helikalni uspofadani. 2

Kazdé vlakno DNA molekuly je linearnim uspotfaddanim opakujicich se jednotek
znamych jako nukleotidy. Nukleotid se sklada z: cukru (deoxyribosy), fosfatu a
dusikatych bazi. Dusikatymi bazemi jsou Adenin — A, Guanin — G, Thymin — Ta
Cytosin — C. ¥ Na stifdani t&chto dusikatych bazi je zaloZeno uloZeni genetické
informace. * Zbylé slozky, tzn. fosfit a deoxyribosa, se podileji na prostorové stavbé
molekuly. ° Baze jsou vézany N-B-glykosidovou vazbou na C1’ pentos. Pentosy jsou
pak s fosfatem spojeny fosfodiesterovou vazbou, pficemz fosfat vaze 5 konec jedné
pentosy s 3 koncem nasledujiciho cukru. * Cukr spojeny s bazi (bez fosfatu) se nazyva
nukleosid. *°

Molekuly bazi jsou orientovany do nitra Sroubovice a jsou vzajemné spojeny
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vodikovymi vazbami na principu komplementarity bazi, kdy A se paruje s T a C se

paruje s G (obr. 1), molekuly deoxypentos jsou pak orientovany pod pravym thlem vaci
2

bazim.
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Obr. 1 Struktura DNA. Nukleotidy jsou spojené fosfodiesterovou vazbou, jednotliva vlakna DNA jsou
spojena pies vodikové vazby bazi, kdy guanin je spojen s cytosinem tiemi vodikovymi vazbami, adenin a

thymin dvéma vodikovymi bazemi. (Pfevzato a upraveno z 9)

Hlavni vyznam DNA spociva v tom, Ze je v ni zakédovand primarni struktura
proteini. Dale je vni informace o transkripci pro rRNA, tRNA, formovani
chromozomi, &i replikaci DNA. °

DNA je v jadie buiiky uloZena v utvarech, které se nazyvaji chromozomy. *
Jedna se o fakultativné kondenzovanou DNA o definované délce.

Segment DNA, jehoz informace jsou exprimovany bud’ jako RNA molekula
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nebo jako polypeptidovy fetézec se nazyva gen. Geny eukaryotickych organismu
obsahuji exony a introny. Exony jsou casti genové sekvence projevujici se pii
zpracovani mRNA, jedna se o geny kodujici. Introny jsou pak nekddujicimi soucastmi
gent. ®
Konkrétni misto na chromozomu, kde se nachdzi gen, nazyvame lokus.
Konkrétni forma genu se oznaduje jako alela. ®
Soubor viech gent buiiky & jedince organismu se nazyva genom. * U eukaryot
je tvofen témito sekvencemi: *
a) Strukturni geny — tyto geny obsahuji informaci pro stavbu bilkovin, obvykle
jsou sloZeny z exoni a intront.
b) Geny fidici syntézu ribozomalni RNA a transferovou RNA
€) Regulaéni sekvence — od téchto sekvenci jsou zahajovany, ukoncovany,
zesilovany ¢i zeslabovany urcité déje béhem replikace, transkripce a translace.
d) Pseudogeny — nalezneme jej v genovych rodinach strukturnich gent, oproti

nim jsou vSak nefunk¢ni

.. , . v .y . v 171z 4
e) Repetitivni sekvence — sekvence, u nichz se opakuji motivy poradi bazi

1.2.2 Dédic¢nost

Dédic¢nost je jednim z hlavnich témat, kterym se zabyva genetika. Zajem roste
pfedevsim o vyzkum geneticky podminénych chorob, kdy se diky dédicnosti snaZzime
objasnit mechanismus jejich vzniku a pravdépodobnost jejich dédéni zrodi¢li na
potomky. ’

Zaklady tomuto oboru polozil Gregor Mendel, a to diky jeho experimentim
s kfizenim riznych druhti hrachu, diky nimz mtzeme zjednodusené fici, ze se nedédi
znaky jako takové, ale cosi, co vznik téchto znakli podmifiuje. Podstatnou roli zde hraji
geny neboli vlohy. Soubor genli se nazyva genotyp, jehoz vyjadienim je pak fenotyp. U
diploidnich organismil pak nalezneme kazdy gen v buiice ve dvou parovych alelach,
pti¢emz u homozygoti jsou alely shodné (napt. aa, AA) a u heterozygott rozdilné (Aa).
7

Gregor Mendel je rovnéz autorem zdkond dédi¢nosti - Mendelovych zakond.
Prvnim zakonem je zakon uniformity hybridi prvni generace. Druhym zakonem je

. " ’ N . r ror 12 1 . o 7
zakon Stépeni. Tietim zdkonem pak zakon nezavislé distribuce faktori.
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Zakladem genetického vySetieni je genealogie. Zajimaji nas ptibuzenské vztahy,
zjisténi pohlavi postizenych i nepostizenych osob a data o0 nich. K tomuto pouzivame
symboliky v tzv. genealogickém schématu. RozliSujeme autozomalni typ dédi¢nosti
(geny jsou vazany na autozomy) a gonosomalni typ dédi¢nosti (geny jsou vazany na

gonosomy neboli pohlavni chromosomy). !

1.2.3 Polymorfismus

Za geneticky polymorfni je povazovan znak snejméné dvéma geneticky
podminénymi variantami v jedné populaci, které se nachéazi ve frekvenci alespont 1%.
RozliSujeme polymorfismy DNA, polymorfismus biochemicky, imunologicky a
morfologicky. %

V ptipad¢ polymorfismii DNA je dale rozdélujeme na polymorfismy bodové a

deélkoveé.
a) Bodové polymorfismy — pii tomto polymorfismu dochazi ke zménam v sekvenci
bazi. Do t&chto polymorfismi patfi tzv. Single Nucleotide Polymorphism (SNP) #
Specidlni podskupinou SNP jsou pak polymorfismy délky restrikénich fragmenti
zkradcené RFLP, které vznikaji Stépenim DNA sekvence restrikénimi endonukledzami. 24
b) Délkové polymorfismy — u délkovych polymorfismu se alely lisi délkou opakovani
repetic. '® Mezi délkové polymorfismy fadime tzv. Variable Number of Tandem
Repeats, zkracené VNTR (mizeme se setkat i s pojmem minisatelity) a Short Tandem
Repeats, zkracend STR (miiZeme se setkat s pojmem mikrosatelity). ?° STR se skladaji
zdi, tri nebo tetranukleotidovych repetitivnich sekvenci rozd€lenych skrz genom
s frekvenci asi 1-10 kb a jedna se o repetitivni useky DNA, které je jednoduché
neamplifikovat pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR). 2029

Sekvence polymorfni DNA se mohou pouzit pro urCeni alelické dédi¢nosti
chorob zpiisobenych genem ¢i k testovani identity. P K jejich rozboru mizeme pouzit
metody pfimé k zjiSténi sekvence variabilni DNA a metody nepiimé, diky kterym

muZeme ziskat profil DNA. 3

1.2.4 Chimérismus
Chimérismus je jev, kdy organismus obsahuje buriky se dvéma i vice rozdilnymi

genotypy. “3Jednou z jeho moznych pficin je i alogenni transplantace. *?
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DNA kazdého jedince je unikatni a jedinecna, je tvofena souborem vysoce
variabilnich polymorfism DNA. Na zaklad¢ porovnani DNA darce a pfijemce mizeme
najit vhodné DNA polymorfismy, diky nimz jsme schopni odliSit bunky jedince.
Vyznam chimérismu je v mnoha ohledech nenahraditelny. Muzeme diky nému
sledovat, jak se pfihojuje Stép, aktivitu alogenni krvetvorby, znamky autologni
repopulace a mozna rizika relapsu onemocnéni. (osobni sdéleni, Mgr.Hana Cechova)

VySetfeni informativity znamend, jaké polymorfni lokusy DNA se budou
vySetfovat u pacienta po alogenni transplantaci hematopoetickych bunék. Jedna se o
lokusy, u kterych jsme schopni rozliSit genotyp darce a genotyp piijemce. Pro toto
vySetieni je nutné odebrat pacientovi pied alogenni transplantaci hematopoetickych
bunék (alHSCT) a jeho darci vzorek periferni krve. Je zadouci provést odbér ve stavu
dostate¢né¢ bunéc¢nosti krve pacienta, tj. jesté pied zahdjenim pfipravného rezimu
transplantace. V pfipadé, Zze nebylo mozné zajistit vySetfeni informativity u pacienta
pted alHSCT, odebere se pacientovi po alHSCT primarni vzorek, ktery neobsahuje
krevni, ¢i krvetvornou tkan (stér bunck vnitini strany dutiny ustni — bukalni sliznice, ¢i
nehty). U darce je tento vzorek nahrazen vyplachem transplanta¢niho vaku obsahujiciho
zbytky prevadénych hematopoetickych kmenovych bungk. %

Monitoring chimérismu je proveden tak, Ze se v dané Casové posloupnosti
odebiraji pacientovi po alHSCT vzorky periferni krve nebo kostni diené. K tisp&Snému
vySetieni je tfeba, aby vzorek obsahoval dostate¢né mnozstvi jadernych bunék.
(minimalné 1,5x10° leukocytt/ml). V idealnim ptipadé nachazime u pacienta pouze

genotyp darce. 2

1.3 Imunitni systém
Imunitni systém je soustava skladajici se z velkého poctu specializovanych

bunék, tkani a molekul, ktera zajiStuje obranyschopnost jedince vii¢i zménam. Tyto
zmény mohou byt vyvolany pifekonanim vyvojovych stupnid v embryogenezi,
nadorovou transformaci vlastnich bun¢k, mutacemi, starnutim, vlivem vnéjSich faktora

(paraziti, toxicka xenobiotika, ultrazvuk). **

VLASTNOSTI

Imunitni systém neni tvofen jasnou ohrani¢enou strukturou, ale jeho slozky jsou
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soucasti krve, lymfy ¢i jsou usazené v lymfatickych organech. Imunitni systém dokaze
rozpoznat vlastni, cizi nebo odcizené (zni¢ené nddorovym ristem ¢i pozménéné vlastni)
molekuly neboli antigeny. Nevlastni antigeny dokazou V imunitnim systému vyvolat
imunitni reakci, pti které dochézi k tvorb¢ protilatek, cytokinii nebo bun¢k zajist'ujicich
imunitni odpovéd. Oproti tomu vlastni antigeny imunitni reakci nevyvolavaji
svyjimkou tzv. autoantigenti, které vyvolavaji autoagresivni reakce. V piipadé
nepiimétenych reakci dochazi ke vzniku imunodeficience a v pripadé nadmérnych
reakei pak ke vzniku alergickych &i hypersenzitivnich stavi. **

Krom¢ imunitni odpovédi, zajistuje IS i tzv. imunologickou pamét, diky které je

systém schopen pohotovéji reagovat na opétovny kontakt s antigenem. 14

STRUKTURA

Do struktury imunitni soustavy zahrnujeme

a) bunky a tkan¢ IS — K buikdm IS fadime buiiky, které pfimo patii IS, tzn.
leukocyty a dale buiky pomocné, které nepatii piimo do IS, ale jsou soucasti jinych
systémd, napt. krevni desticky, Cervené krvinky, endotelové bunky. Bunky mohou
pracovat jednotlivé nebo se shlukovat do lymfoidni tkani, které pak vytvari lymfoidni
organy. Primarnimi lymfoidnimi organy jsou thymus a kostni dfen. Sekundarni
lymfoidnimi organy mohou byt opouzdiené (lymfatické uzliny a slezina) nebo
neopouzdiené (MALT — lymfoidni tkan spojena se sliznicemi, BALT — lymfoidni tkan
spojend s pridduskami). **

b) molekuly IS — molekuly imunitniho systému plni vykonnou funkci
spocivajici v obran€ a regulaéni funkci, kterd zajiStuje regulaci priibéhu imunitnich
reakci a spolupraci tohoto systému s ostatnimi systémy. Mezi molekuly IS patii
protilatky, cytokiny, imunohormony, komplementovy systém, HLA molekuly,

receptory. *

1.3.1 Hlavni histokompatibilitni systém
Hlavni histokompatibilitni ~ systém, oznacovany jako MHC (Major

Histocompatibility Complex), je soubor molekul, zajistujicich na povrchu bunék
prezentaci antigenti. U ¢lovéka je tento systém také oznaCovan jako HLA, z anglického

Human Leukocyte Antigen, neboli ,lidské leukocytové antigeny *. Jsou kodovany
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soustavou gentl nachazejicich se na kratkém rameni 6. chromozomu. ** Produkty t&chto
genli zajiStuji prezentaci antigent a hraji dulezitou roli v pfihojeni ¢1 odvrzeni

r r Ve r ;v 19
transplantovaného orgéanu ¢i transplantované tkang.

CHARAKTERISTICKE RYSY HLA SYSTEMU

Prezentuje antigeny, diky tomu jsou U MHC I nase vlastni buiiky rozeznany jako
zdravé (nemocné, prezentuji-li Spatn€) a u MHC Il je zajisténa imunitni odpovéd” diky
antigen prezentujicim bunkam. HLA systém je komplexni, polymorfni. DalSimi
charakteristickym znakem je vazebnd nerovnovaha, pfitomnost ,,Sirokych specifit* a
kiizové reakce. U bélochl, Cernochi a piislusnikd orientalnich skupin nalezneme

o L . 17
rozdilné genové 1 holotypové frekvence.

GENY HLA
HLA-systém v sob&é zahrnuje vice nez 200 odlisnych gent. Ty jsou velmi

polymorfni, proto v populaci nachazime vé&tsi mnozstvi jejich alel (viz obr. 2) . *
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Obr. 2 - Graf vyjadrujici narist poctu alel od roku 1987 do brezna roku 2013. CA = cislo alely
(Ptevzato z 39)
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Na lokusech A, B a C maji geny I. tfidy maximalné dvé odlisné alely, a to od
otce a od matky. Ztoho vyplyva, Ze na jedné buice je prezentovano nejvyse Sest
riznych molekul. U HLA IL.tfidy mtze dojit ke kombinaci fetézce a a . Buiika proto
mize nést 10-20 odlisnych molekul HLA. *°

Specifickou kombinaci alel lokusit HLA systému v ramci jednoho chromozomu
nazyvame HLA haplotyp. Jedinec nese jeden haplotyp otcovsky a jeden mateisky.
V souvislosti s transplantacemi pak plati, ze sourozenci mizou byt: a) HLA identicti
(zdeédi stejny haplotyp od otce i od matky); b) haploidenti¢ti (maji shodny pouze jeden
haplotyp); ¢) zcela rozdilni (zd&di jiny haplotyp). *°

ANTIGENY HLA

HLA systém zahrnuje mnoho rtiznych variant. RozliSujeme antigeny I. a II.
tiidy.

Mezi antigeny . tfidy patii HLA-A, HLA-B, HLA-C, jeZ jsou klasickymi HLA-
antigeny. Mimo né¢ patii do této tfidy i neklasické HLA- antigeny, kterymi jsou HLA-E,
HLA-H a HLA-G.™ Skladaji se z t&7kého fetdzce a spojeného s lehkym Fetézcem B2-
mikroglobulinu. Radime je mezi glykoproteinové molekuly vyskytujici se na povrchu
jadernych bunék. 19

Mezi antigeny II. t¥idy patii HLA-DR, HLA-DQ, HLA-DP. Tyto molekuly
fadime mezi heterodimery dvou tézkych fetézcii o a . Nalezneme je na povrchu B-

lymfocytt, makrofagt &i dendrickych bunék. (viz obr. 3, str. 19)*°
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MHC gp | MHC gp Il

Obr. 3 Zndzornéni struktury MHC glykoproteinii. Vlevo: struktura MHC | slozena
z fetézce a a By- mikroglobulinu. V o fetézci mizeme rozlisit tfi domény o1. o2 a ag,
Vpravo: struktura MHC 1II sloZena ze dvou t&zkych fetézct o a B. Cerny oval je
prezentovany peptid. (pfevzato z 27)

NOMENKLATURA
V soucasné dobé¢ se pouziva nasledujici nomenklatura :

HLA-A*02:01:01:02N

HLA — pfedpona

A — lokus

02 (prvni dvoj¢isli za *) — alelicka skupina

01 (druhé dvojcisli) — specificky HLA protein, udava, v jakém potadi byly sekvence
determinovany.

01 (tfeti dvojcisli) — vyjadiuje zaménu nukleotidti bez zmén aminokyselinové sekvence
02 (¢tvrté dvojéisli) — pouziva se u alel, které se lisi sekvenci polymorfismt v intronech
nebo v 5" a 3" nepiekladanych oblastech, které lemuji exony a introny

N — pfipona pouzivana k rozliSeni zmén v expresi genu 16
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HLA TYPIZACE

V ramci HLA typizace (nalezeni HLA typu) rozliSujeme typizaci sérologickou a

molekularng-genetickou. *°

a) Sérologicka typizace - vyuziva se k typizaci HLA 1. tfidy. Mezi tento druh
typizace patii mj. lymfocytotoxicky test, jehoz zakladem je reakce protilatek
s antigennimi determinantami molekul HLA prezentovanych na povrchu lymfocyti. 19

b) Molekularné-geneticka typizace - vyuzivda metod analyzy DNA. Oproti
serologické typizaci je to proces spolehlivéjsi s vyssim rozlisenim. K HLA typizaci se
V dnesni dobé v klinické laboratofi rutinn€ vyuzivaji komer¢ni kity. V souvislosti
s poctem pouzitych sad oligonukleotidovych sond se odviji 1 stupeil rozliSeni. V prvni
fadé¢ se aplikuje sada Kknizkému rozliSeni, tzv. low resolution, odpovidajici
serologickym specifikdm. Pro vysoké rozliSeni, tzv. high resolution, tykajici se
piedevsim transplantace hematopoetickych bunék (HSCT), se provadi typizovani

. . ” v 19
specifity na alelickou urove.

1.3.2 HLA systém a transplantace

HLA hraje dulezitou roli pii transplantacich. Jednd se o nejsilnéj$i systém
transplantacnich antigentl, ktery je odpovédny za transplantacni reakci a reakci $tépu
proti hostiteli. *" Jiz diive bylo prokazano, Ze tkad, ktera je pienesena z jednoho jedince
na druhého je v n€kterych pfipadech po urcité dobé odlouc¢ena. Zkoumanim tohoto jevu
u mys$i bylo zjisténo, Ze divodem takovéto neslucitelnosti, je rozdil v antigenech
pritomnych na bunikdch normalnich a nddorovych, jez je mozné prokazat sérologicky.
Diky tomuto objevu tak byla analyza tkanové nesluditelnosti rozpracovana ve velkém
rozsahu a spolu s objevem imunologické tolerance a zjisténim, ze dochazi k
urychlenému odhojeni druhého Sté€pu, je-li jeho darcem stejny déarce jako v ptipadé
prvniho Stépu, byl tak dan zaklad imunogenetického chéapani neslucitelnosti po
alotransplantaci. *’

U transplantace musime rozliSovat, jedna-li se o transplantaci orgénii nebo
transplantaci hematopoetickych bunck. V pfipad¢ transplantace orgénu je tfeba zabyvat
se problémem reakce imunokompetentnich bunék pacienta, tedy ptijemce proti

alogennim bunkam $tépu. Terapie tak sméfuje K tlumeni reaktivity lymfocytu pacienta.
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U transplantace hematopoetickych kmenovych buné¢k dochéazi ke snizeni a utlumeni
funkce lymfocyti pacienta a existuje reakce imunokompetentnich bunék darce vuci

tkanim pacienta, tzv. graft versus hot disease (GvHD) *°

TRANSPLANTACE ORGANU

Pfi transplantaci organti je vzdy vySetfena krevni skupina teoretického darce a
pfijemce. HLA typizace je poté odliSnd s ohledem na transplantovany organ. U
transplantaci ledvin se jedna o lokusy HLA-A, HLA-B, HLA-DR. Mensi vyznam hraje
HLA typizace u transplantace srdce, plic, pankreatu a stfeva. U transplantace jater a
rohovky neni tieba vibec zjistovat shodu v antigenech, protoze jsou velmi malo
imunogenni. Mezi dalSi vySetfeni pak patfi urCeni stavu senzitizace piijemce, které
slouzi ke zjisténi pfitomnosti anti-HLA protilatek. Sérum pacienta je pfi ném
inkubovano s panelem alogennich lymfocytli. Nutnym testem je pak také kiizova
zkouSka (cross-match), pii které je sérum tésné pied transplantaci inkubovano
s lymfocyty déarce. V ptfipadé, ze je reakce pozitivni, je to divod k odmitnuti

transplantace, protoze v téle pacienta jsou pritomny protilatky proti aloantigeniim darce.
19

TRANSPLANTACE HEMATOPOETICKYCH BUNEK

Tento typ transplantace (HSCT= hematopoietic stem cell transplantiation) je
provadén hlavné u malignich poruch krvetvorby (leukémie), vybranych solidnich
nadord, utlumi kostni dfené¢ (aplastickd anémie) a zavaznych primarnich
imunodeficienci. Hlavnim cilem je obnovit krvetvorbu. Je zde vyZadovana vysoka
shoda HLA systému, a to na urovni alel. HLA typizace az na Groven vysokého rozliSeni
(high resolution, pouziva se znaceni alel pomoci Ctyi€isli), pfi niz se pouzivaji metody
molekularni genetiky. 19

Uptednostituji se HLA shodné sourozenecké transplantace. Prokéaze-li se, ze
budouci darce a pacient zdédily stejny matetsky 1 otcovsky haplotyp, neni tieba, aby
byla typizace tak podrobna. Nenajde-li se darce vroding, je tieba k nalezeni HLA
identického darce vyuzit narodni i mezindrodni registry darct kostni diené. Provadi
se typizaci geni HLA-A, HLA-B, HLA-DRBI, casto také HLA-C, HLA-DRB3, HLA-
DRB4, HLA-DRB5 a HLA-DQB1. *°

21



1.3.3 Asociace antigenti HLA systému s chorobami
Na zaklad¢ provedeni HLA typizace vétSiho mnozstvi pacientd s rozliSnymi

nemocemi se zjistilo, Ze urcité alely se u pacientd s danou chorobou objevuji ¢astéji nez
u zdravych jedincii. NejtypictéjSimi chorobami jsou ty, u nichz ma podstatny vyznam
imunitni systém. HLA antigeny jsou vrozené, proto je nutné¢ podotknout, ze u lidi
surcitymi HLA antigeny se vyskytuje vétsi riziko vzniku téchto chorob, na jejimz
rozvoji se vSak podili i dalsi faktory, jak genetické, tak faktory prostiedi. Mezi tyto
onemocnéni patii napf.: Bechtérevova nemoc (antigen HLA-B27), revmatoidni artritida

(HLA-DR4) nebo celiakie (HLA-DR3) *°

1.4 Techniky

Tato kapitola je vénovana zékladnim metodam, které byly pouzity v praktické
Casti.

1.4.1 Elektoforéza

Elektroforéza patfi mezi elektromigracni metody. Ty jsou zalozeny na
schopnosti nabitych ¢astic pohybovat se v elektrickém poli. Mohou byt vyuzity jak pro
analytické tak i pro preparativni Géely. 2

Existuje celé fada elektromigra¢nich metod lisicich se od sebe zptisobem prace a
principem, na kterém separace funguje. Miizeme je provadét na nosi¢ich nebo ve
vodnych roztocich pufrii. PouZivaji se metody, jejichZ separace je zaloZena na velikosti
molekul a/nebo naboji. Mezi nejpouzivanéjsi elektromigracni metody patii: volna
elektroforéza, elektroforéza na nosicich, elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
((PAGE), elektroforéza v gradientovém gelu, SDS elektroforéza, isoelektricka fokusace,
dvojrozmérna elektroforéza ¢i kapilarni elektroforéza. 2y praktické ¢asti této prace
byla pouZita elektroforéza v agar6zovém gelu a kapilarni elektroforéza.

Elektroforéza v agarozovém gelu umoziuje rozdélit smés DNA. Vizualizace se
provadi s vyuZitim specidlnich fluorescen¢nich barev, napt. ethidiumbromidu, ktery se
dostane mezi fetézce DNA. Gel se naléva do forem, které se poté polozi do
elektroforetické vany, aby gel byl ponofen v tlumivém roztoku. 2

Kapilarni elektroforéza vychéazi ze stejného principu jako klasickd deskova
elektroforéza, tzn. ze schopnosti nabitych ¢astic pohybovat se v elektrickém poli. Mezi

zakladni komponenty patii tenka sklenéna kapilara, 2 vialky naplnéné vstupnim a
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vystupnim pufrem a 2 elektrody napojené na zdroj vysokého napéti. 20 Kapilara je
naplnéna médiem, kterym mutze byt vodny elektrolyt Ci specificky gel. Gel zaroven
predstavuje i molekulové sito, diky kterému se nabité cCastice déli na zakladé jejich
molekulovych hmotnosti. ! Vzorky jsou umistény v sekvenéni destidce a nadavkovany
do kapilary pomoci vozeného napéti na kapilafre. Vzorek prochdzi kapilarou. Vysledné
produkty jsou oznaceny fluorescencni barvou a analyzovany detek¢nim okénkem, kde
dochazi k jejich excitaci laserovym paprskem a nasledné jsou vyhodnocena ziskana

data. %

1.4.2 Polymerazova retézova reakce
Polymerazova ftetézova reakce (PCR) je in vitro metoda, ktera se pouziva

k amplifikaci DNA. ** Jsme diky ni schopni ziskat useky DNA, aniZ bychom ji museli
predtim klonovat. 3

Jedna se o enzymaticky proces, ktery je zaloZzen na zahiivani a chlazeni vzorki
V piesném teplotnim programu obsahujicim ptes 30 cykld. Béhem kazdého cyklu je
kopie cilové DNA sekvence vyrabéna pro kazdou molekulu obsahujici cilovou
sekvenci. Hranice amplifikovaného produktu je vymezena oligonuleotidovymi primery,
které jsou komplementarni k 3" konci vyznamné sekvence. Teoreticky je po 30 cyklech
vyrobeno zhruba miliarda kopii cilové ¢asti DNA templatu. Vysledny PCR produkt,
nekdy také nazyvany jako amplikon, je ziskdn v mnozstvi dostatecném pro dalsi
zpracovani. Obvykle se PCR provadi se vzorkem o objemu 5 -100pl. 2

K provedeni PCR se reakce se pouZzivaji piistroje zvané termocyklery. Ty jsou
nastaveny tak, Ze se v nich automaticky méni teplota, a to v naprogramovanych

asovych intervalech (viz obr. 4, str. 24) 3
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Obr. 4 Ukdzka teplotniho programu PCR. V jednom cyklu dochazi k denaturaci, nasedani primeru (tzv.

annealling) a nasledné elongaci. (Pfevzato a upraveno z 40)

KOMPONENTY PCR
Zakladnimi komponenty PCR reakce jsou:
* DNA templat
* Oligodeoxynukleotidové primery
* Nukleotidy (vSechny 4: dA- dT- dC- dGTP)
* Termostabilni DNA polymeraza

« Reakéni pufr?®

Primery by mély mit délku okolo 18-25 nukleotidti, obsah G+C by se m¢l
pohybovat v rozmezi 40-50%, oblasti s velkym poc¢tem G/C a A/T part by mély byt
rovnomérné rozprostfeny. Teplota tani obou primerd by méla byt podobna (kolem
50°C). Primery musi byt specifické, nesmi se v nich vyskytovat komplementarni
sekvence a vnitini sekundarni struktury. K zajisténi vazby na templat je tieba vhodné

zatadit 1-2 zbytky C nebo G na 3’-konce primeri. **

CYKLY

PCR cyklus se sklada ze tii zékladnich krokd. Prvnim krokem je tepelna

denaturace cilové DNA. Nasleduje nasedani syntetickych oligonukleotidovych primert
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a poslednim krokem je extenze nasednutych primerii s DNA polymerazou (viz obr. 5) *°

Pocet téchto cykli se odviji od koncentrace templatu DNA. VétSinou PCR probiha
vV rozmezi 25-35 cykld. Pfi vy$Sim poctu miize dochdzet ke vzniku nespecifickych
produktii. Konecnym vysledkem je velké mnozstvi amplikond, jejichz velikost se mize
pohybovat v tadech desitek az tisict part bazi (bp). K prokazani pfitomnosti PCR
produktii se pouziva elektroforéza v agar6zovém nebo polyakrylamidovém gelu ¢i real-

time PCR. !

*—

2 krok 54°C 3 krok 74°C /
“\ ...... . \'. - * — \ .
N A / el S
—— .
Y o — —
e <SS 3
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—

L. cyklus 2. cyklus 3. cyklus

Obr. 5 Princip polymerdzové retézové reakce, prvni tri cykly. 1. krok — denaturace, 2.krok —

nasyntetizovani primerd, 3.krok — extenze. Cisla 1-8 oznacuji vysledné PCR produkty. (Pievzato z 25)

V soucasné dob¢ existuje mnoho typti PCR, které jsou modifikovany pro rizné
pouziti a které se jiz bézné pouzivaji v klinickych laboratofich. Patii mezi né napf.:
multiplexova PCR, real-time PCR, uhnizdéna PCR. Dale pak PCR In Situ nebo PCR se
sekvenéné specifickymi primery ( PCR- SSP). %

Real-time PCR patii mezi jednu z technik kvantifikace DNA. Umoziuje nam

amplifikovat DNA a zaroven i monitorovat pribéh amplifikace, a to méfenim
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fluorescence vznikajicich amplifikati. Diky tomu je mozné nejen urcit mnozstvi DNA

ve vzorku, ale i pozorovat chovani DNA za nejriiznéjSich podminek analyzy. 8

1.4.3 Sekvenovani

Sekvenovani se pouzivd ke stanoveni potfadi nukleotidd vuseku DNA.
Sekvenaéni techniky vyuzivané v klinické praxi zahrnuji pfedev§im Maxam-Gilbertovu
a Sangerovu metodu, ale také techniky tzv. ,next-generation sequencing®, které
pfedstavuji  souhrnné oznaeni pro moderni metody sekvenovani jako je
pyrosekvenovani, Illumina sekvenovani nebo SOliD sekvenovani." %

Sangerova metoda je zalozena na specifické inhibici enzymové syntézy fetézci
DNA. DNA, u které ma byt stanovena sekvence nukleotid, je pouzita jako matrice k
syntéze komplementarnich fetézcl prostfednictvim DNA polymerasy. DNA polymerasa
umi vytvofit identickou kopii DNA a je schopna syntetizovat DNA ve sméru 5'—>3' od
primeru s volnou 3’ OH skupinou. Zahajeni syntézy na matricové DNA je v misté, kde
je pripojen sekvencné specificky primer a je ukoncena v misté, kde se do rostouciho
fetézce  zaclenuji  (na  zakladé¢  pravidel o  parovani  bazi)  2'3'-
dideoxyribonuklesidtrifosfaty (ddNTP). ddNTP funguje jako koncovy inhibitor, protoze
nema volnou OH skupinu, a tak knému DNA polymeraza nemuize pfipojit dalsi
nukleotid. Reakce jsou provadény ve 4 vzorcich. Pouzitd reakéni smés obsahuje:
purifikovanou molekulu DNA, primer, smés obsahujici 4 normalni nukleotidy a jeden
ze ¢tyt dANTP a DNA polymerazu. Pro detekci nové vznikajicich fetézcii se primer,
ddNTP nebo jeden z deoxynukleosidtrifosfatt radioaktivné nebo neradioaktivné znaci.
Po polymeracni reakci se produkty denaturuji a oddéluji na polyakrylamidovém gelu.
Pfi manualnim provedeni této metody muzeme stanovit sekvenci dlouhou 300-400 bazi.
Rychlejsi stanoveni se vSak provadi pomoci automatizovanych aparatur, kdy syntéza
DNA probiha metodou PCR reakce, k detekci se pouzivaji 4 odliSné fluorescenc¢ni

znacky a délka stanovené sekvence je 500-1000 bazi. **

1.5. Ustav hematologie a krevni transfuze
Ustav hematologie a krevni transfuze, se sidlem v Praze, patii mezi vyznamna

pracovisté zabyvajici se lécbou, diagnostikou a vyzkumnou cinnosti v oblastech

hematologie a krevni transfuze. Byl zalozen 1.1.1952 a jiz na samém pocatku bylo jeho
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cilem vytvofit a =zajistit organizaci transfuzni sluzby a zéasobovat nemocnice
transfuznimi piipravky. 33

Diky spojeni vyzkumu s klinickou a transfuziologickou ¢&asti patii Ustav
hematologie a krevni transfuze v oblasti léCebné-preventivni péfe mezi vysoce
specializované 1écebné instituty a konsiliarni zatizeni. Soucasné plni kontrolni funkci
Vv transfuzni sluzb¢, hemostdze a DNA diagnostice. 33

Klinicky usek se zabyva diagnostikou a 1écbou pacienti s malignimi i
nezhoubnymi hematologickymi chorobami (transplantace kmenovych buné€k, intenzivni
hematologicka péce &i 1é¢ba leukémii). >

Hlavnim ukolem transfuziologického useku jsou odbéry krve darci a jeji
nasledné zpracovani, soucasti tohoto useku je transfuzni odde€leni, aferetické oddélent,
oddé€leni imunohematologie, oddé¢leni bunécéné terapie, banka pupecnikové krve,
laboratof prevence virovych nékaz a odbérové laboratof. **

Vyzkumny usek ve spolupraci s predchozimi dvéma useky zajistuje vyzkum
hematologickych nadori a vyvoj terapeutickych protinddorovych vakcin, studuje
nadorové markery, hemostazy, trombozy a sleduje genovou a proteinovou expresi
onkohematologickych onemocnéni. **

Ustav hematologie a krevni transflize zarove plni vyznamnou roli ve
vzdélavani a je drZitelem mnoha certifikati- Certifikat kvality Joint Commission
International (JCI), European federation for immunogenetics (EFI) a plni pozadavky
mezinarodnich norem a dokumentii Ceského institutu pro akreditaci, obecnd prospésné
spolecnosti ( CIA o.p.s.) pro zkuSebni a kalibra¢ni laboratore (CSN EN ISO/IEC
17025:2005 a CSN EN ISO 15189:2007). *

1.6. Prace v klinické diagnostické laboratori
Prace v klinické diagnostické laboratofi podléha pfisnym kontrolam, které maji

zarucit, aby vysledky zde ziskané byly objektivni a relevantni. S timto souvisi 1 potieba
validace a verifikace metod, pfistroju, kitt. V souvislosti s touto problematikou je tieba

vymezit pojmy s ni souvisejici.

» Bias (odchylka) — Rozdil mezi stfedni hodnotou vysledku zkousky a pfijatou

“ 4
referenéni hodnotou. *
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+ Certifikovany referencni material — Jedna se o materidl, ktery je doprovéazen

certifikatem, jehoZ jedna &i vice hodnot vlastnosti jsou certifikovany postupem. *°

» Citlivost — Citlivost je takovy rozdil v koncentraci analytu, ktery odpovida
nejmensimu zjistitelnému rozdilu, jenz muze byt zjistén vhodnou odezvou signalu
metody. ** Jedna se o pomdr TP/ (TP+FN). *

TP=true positivity (spravna pozitivita)

FN= false negativity (falesna negativita)

« Externi hodnoty kvality — Jednd se o objektivni zhodnoceni vysledkli provadéné

nezéavislou organizaci. *

» FaleSna negativita — Vysledek testu svéd¢ici o nepfitomnosti znaku ¢i projevu, ve

skute¢nosti ale znak ¢i projev je.

4

» Falesna positivita — Vysledek testu svédéici o pfitomnosti znaku ¢i projevu, ve

skute¢nosti ale znak ¢i projev chybi.

* Kontrolni material — Kontrolni material je materidl pouzivany pro ucely

operativniho Fizeni kvality. *

cvwr

detekovat, neni vSak nutné kvantifikovatelné jako exaktni hodnota. 38

* Mez stanovitelnosti — Je nejniz$i mnozstvi analytu ve vzorku, které muiize byt

stanoveno jako exaktni hodnota s pozadovanou hodnotou nejistoty. *
* Mezilehla preciznost — Preciznost méfeni za pouZiti podminek mezilehlé preciznosti

meéfeni. Je méfeno stejnym postupem, na stejném misté, meteni se opakuje na stejnych

nebo podobnych objektech, ale vyskytuji se podminky zahrnujici dalsi podminky. ¥’
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* Nejistota méreni — Parametr pridruzeny k vysledku méfeni, které charakterizuje miru
35

rozptyleni, které by mohly byt divodné pfisuzovany méiené veli¢ing.
» Opakovatelnost — Mira té€snosti souhlasu mezi vysledky posloupnosti nezavislych
meéfeni stejného vzorku analytu provedenych stejnym ¢lovékem, stejnou metodou, na
stejném misté, na stejném pfistroji, za stejnych podminek, a to v kratkém casovém

intervalu. %

* Reprodukovatelnost — Mira tésnosti souhlasu mezi vysledky posloupnosti
nezavislych méfeni stejného vzorku analytu provedenych za rtiznych podminek.

Zachovana je jen metoda. 3

* Robustnost — Schopnost metody poskytovat ptijatelné vysledky méteni i v piipadé, ze
dojde k malym odchylkdm od méficiho postupu ¢i slozeni vzorku. Udava jeji

. R vr 7 s 35
spolehlivost pii bézném pouzivani.

*Smérodatna odchylka — Jedna se o rozptyl hodnot okolo hodnoty aritmetického

o 4 w L ODEA W A v /4 o r 1
priméru (piesngji feGeno polositka Gaussovy kiivky v misté inflexniho bodu). *°

» Spravna negativita — Vysledek testovani o neptitomnosti znaku ¢i projevu odpovida

skute¢né realné skutecnosti.

* Spravna pozitivita — Vysledek testovani o pfitomnosti znaku ¢i projevu odpovida

skute¢né realné skutecnosti.

* Specifi¢nost — Jedna se o schopnost postupu stanovit pouze tu métenou veli€inu, kterd

ma byt stanovena. 38

*Validace — Validace je potvrzeni zkoumanim a poskytnuti objektivniho dikazu, Ze
jsou splnény jednotlivé pozadavky pro specifické zamyslené pouziti. 3 Potvrzuje nam,

e postup méfeni plni pozadavky na ng&j kladené. *

* Verifikace — Verifikace je potvrzeni zkoumanim a poskytnutim objektivnich dukazu,
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ze specifikované pozadavky jsou splnény. % Verifikace nam potvrzuje, ze méfici postup

¢1 metody jsou pln€ funkéni v konkrétni laboratofi. 38

1.6.1 Validace

Validace potvrzuje, ze pozadavky na specifické zamyslené pouziti nebo specifickou
aplikaci byly splnény. Dokazujeme tak, ze méfeni za pomoci zafizeni vyrabéného a
dodavané k posuzovani stavu zdravi a chorob populace (IVD MC) spliuje pozadavky
na n&j kladené. *®

Mezi dulezitou soucast diagnostik chorob patii rozbor lidského genomu, a to za
pomoci metod molekuladrni genetiky. Na tyto metody je tak kladen vétsi diraz, co se
tyka vzajemné kompatibility vysledki, které byly ziskany riznymi pracovisti. Z tohoto
divodu je zcela nezbytnd jejich validace. Zakladnim piedpokladem pro pouzivéani
metod je systém vnitini kontroly kvality. V ramci vnitini kontroly kvality testi se
pouzivaji kontrolni pozitivni 1 negativni vzorky. U kvantitativnich metod se pouZivaji
vzorky o zndmém a ovéieném mnozstvi sledovaného znaku. V piipad¢€, ze pouzivame
PCR, je tfeba mit NTC, neboli no template control. Tim tak ovétime, zda nedoslo ke
kontaminaci jinou DNA kontaminaci. *

Na validaci pohlizime ze dvou hlavnich pohledt - klinického a analytického.
Klinické hledisko doklada, ze metoda splituje pozadavky uzivatell laboratornich sluzeb.
S timto aspektem souvisi uréeni klinické citlivosti, klinické specificnosti a referencniho
intervalu.

Analytické hledisko pak predstavuje validaci samotného analytického postupu.
V souvislosti s timto hlediskem patii mezi doporu¢ené charakteristiky: opakovatelnost,

mez detekce, mez stanovitelnosti, robustnost. ¥’

1.6.1.1 Proces validace
Proces validace v sobé zahrnuje formulaci pozadavk, kterych ma byt dosazeno,

vypracovani plani, provedeni piislusnych experimentli, vyhodnoceni ziskanych udaji a
na zavér sepsani protokolu. *® Musi zde byt zahrnuty veskeré kroky zahrnujici mimo
jiné ptipravné postupy (napf. izolace DNA/ RNA) a také validace pouzitych pfistroji.
Pouzivame-li softwarovou analyzu, je tieba, aby byl validovén i po&itatovy program. *

Validace mohou provadét vyrobci diagnostik, profesionalni organizace
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analytiki, nebo laboratote. %8

Validace se provadi pfedevsim pfi zavedeni nové metody, pii zavedeni nového
diagnostického kitu, pti prevzeti metody z jiné laboratofe ¢i po jejim po roce po jejim
pouzivani (revalidace). *

RozliSujeme kvalitativni a kvantitativni validaci:

a) Kvantitativni validace

Mezi validace kvantitativnich metod fadime: plnou validaci metody vyvinuté
Vv laboratofi, validaci pfevzaté metody a validaci metody s pouzitim komeréné
vyrabénych diagnostickych souprav IVDs CE. ®

U plné validace metody vyvinuté v laboratofi stanovujeme citlivost, specifi¢nost,
detekéni rozmezi, testujeme opakovatelnost (5 krat pro jeden vzorek ve trech
koncentracich na okrajich a ve stfedu detekéniho rozmezi) a reprodukovatelnost (5 krat
pro jeden vzorek ve tfech koncentracich na okrajich a ve stfedu detekéniho rozmezi). Ze
ziskanych hodnot opakovatelnosti a reprodukovatelnosti lze urcit pfesnost, kterd je
vyjadiena hodnotou nejistoty méfeni napf. pomoci smérodatné odchylky. *

U validace pievzaté metody postupujeme jako u validace plné metody, neni-li
metoda normalizovand. V piipadé€, Ze je normalizovand, mlizeme provést zkracenou
validaci, kdy stanovujeme detekéni rozmezi, testujeme opakovatelnost (3 krat pro jeden
vzorek ve tfech koncentracich na okrajich a vepfedu detekéniho rozmezi),
reprodukovatelnost (3 krat pro jeden vzorek ve tfech koncentracich na okrajich a ve
stiedu detekéniho rozmezi). Ze ziskanych hodnot opakovatelnosti a reprodukovatelnosti
lze urcit presnost, kterd je vyjaddfena hodnotou nejistoty méfeni pomoci napf.
smérodatné odchylky. 3

U validace metody s pouzitim komeréné vyrabénych diagnostickych souprav
IVD s CE znackou milZzeme provést zkracenou validaci/verifikaci ke zjiSténi, Ze
naméfené hodnoty budou shodné s hodnotami uvedenymi Vv protokole od vyrobce.
Souprava musi byt pouzita presné dle navodu, mizeme ji pouzit jen ke stanovenym
ucelim, postup je stejny jako u normalizovanych metod. %

b) Kvalitativni validace
Mezi validace kvalitativnich metod ftadime: plnou validaci metody vyvinuté
Vv laboratofi, validaci pfevzaté metody a validaci metody s pouzitim komeréné

vyrabénych diagnostickych souprav IVDs CE. 3
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U plné validace metody stanovujeme specificnost, mez detekce, robustnost,
citlivost uréeni veSkerych moznosti (mutaci/polymorfismti) zjistovaného znaku
(genu/nukleotidové sekvence), jez jsou danou metodou stanovovany, testujeme
negativni  kontroly, testujeme opakovatelnost (10 krat pro jeden vzorek),
reprodukovatelnost (10 krat pro jeden vzorek), uréujeme nejistoty identifikace. *°

U validace pievzaté metody postupujeme jako u validace plné metody, neni-li
metoda normalizovand. V pfipad¢, ze je normalizovana, mizeme provést zkracenou
validaci, kdy testujeme opakovatelnost (6 krat pro jeden vzorek), reprodukovatelnost (6
krat pro jeden vzorek), stanovujeme mez detekce, robustnost. %

U validace metody s pouzitim komeréné vyrabénych diagnostickych souprav
IVD s CE znackou mutzeme provést zkracenou validaci/verifikaci ke zjisténi, ze
naméfené hodnoty budou shodné s hodnotami uvedenymi V protokole od vyrobce.
Souprava musi byt pouzita presné dle navodu, mizeme ji pouzit jen ke stanovenym

uceltim, postup je stejny jako u normalizovanych metod. %

1.6.2 Verifikace

Verifikace ovétuje, Ze data o analytickych znacich poskytnutd vyrobcem, jinou
laboratofi, nebo referen¢ni instituci jsou v dané laboratofi s pouzitim konkrétniho
meéficitho systému dosaZena. Znamend to, Ze méfeni IVD MD je zcela funkéni

%% Hlavnim vyznamem verifikace je ovéfeni danych

v konkrétni laboratofi.
charakteristik metody v konkrétnich podminkach laboratofe. Zjistuje se, zda ziskané
hodnoty vybranych charakteristik se shoduji s udaji, které udal vyrobce nebo udaji
zjisténymi pii validaci. Obvykle se provadi jednou ro¢né, mimotadné se provadi pfi
inovaci vyrobku IVD. Obsah a rozsah verifikace uréuje laboratof. '

U verifikace kvantitativnich metod stanovujeme opakovatelnost, mezilehlou
preciznost, bias meéfeni. U kvalitativni verifikace stanovujeme opakovatelnost,
mezilehlou preciznost, klinickou citlivost a specifi¢nost. V praxi se muzeme setkat 1
s opakovanou verifikaci metody, kterd by se méla provadét minimélné jednou rocné.

K tomuto tcelu se vyuziva dat ziskanych z externiho hodnoceni kvality, interni kontroly

¢i dat od klinickych pracovnikd. 3
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2. Cile prace

1. Validace kit HLA-SuBiTo.

2. Validace kitu PowerPlex® CS7 System (vyrobce Promega), jenz mdl nahradit

stavajici kit The GenePrint Fluorescent STR Multiplex systém FFFL.
3. Validace nového sekvencéniho polymorfismu v ramci vySetieni bunécného

chimérismu po alogenni HSCT analyzou jednonukleotidovych polymorfizmi a

kratkych inzerci a deleci metodou kvantitativni PCR v redlném case.
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3. Experimentalni ¢ast

3.1 Pouzité pristroje
Centrifuga - Eppendorf Minispin Plus
Centrifuga IEC CL31-Multispeed
Elektroforeticka vana — GNA
Geneticky analyzator - ABI 3500,

Chladici stojanek pro 0,5 az 2,0 ml mikrozkumavky

Chladici stojanek pro 0,1 ml stripy
Mikrovinna trouba

Pipety - Pipetman P20, P200, Distriman
PCR mikrozkumavky s vi¢ky
PreciStovaci desky

Sekvenacni deska

Sekvenacni septa

Termocykler DNA Engine
Termocykler - PTC-200-MJ Research
Termocykler Rotor Gene 6000

UV transluminator

Vortex - Vortex Classic

3.2 Pouzité softwary

BioDocAnalyse (BDA) live - dokumentaéni systém
Software- Assign 3.6 +

Software Gene Mapper

Software - Rotor Gene 6000

3.3 Pouzité chemikalie

Agaroza

Eppendorf, Némecko
Thermo Scientific, USA
GE Healthcare, USA
Applied Biosystems, USA
P-LAB, CR

Corbett Research,Australie
AEG, Némecko

Gilson, Francie

Qiagen, USA

Merck Millipore, Némecko
BlOplastics, Holandsko
LifeTechnologies, USA
BioRad, Némecko
Bio-Rad, Némecko
Corbett Research, Australie
Biometra, Némecko

VELP SCIENTIFICA, Italie

Biometra, Némecko
Conexio, Australie
Applied Biosystems, USA
Qiagen, USA

SERVA, Némecko
GE Healthcare, USA
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EDTA Sigma, USA

Ethidium bromid - PCR Ethidium bromid Top Bio, CR

Ficoll GE Healthcare, USA

Formamid - Hi-Di Formamide Applied Biosystems, USA

Voda pro chromatografii - LICHrosolv VODA HIRSCHMANN LABOR,
Némecko

Orange G Chemapol limited, U.K.

Primery BIOGEN, CR

Forward primer
pro polymorfismus G42863-C : GGCTTGTGGATGAAGGAGTC
pro polymorfismus G42863-A : GGCTTGTGGATGAAGGAGAA
Reverse primer
stejny pro oba polymorfismy : TGGCACATCTGGCAAAATCTC

TagMan sonda
stejna pro oba polymorfismy : ACAGGGAGAGTGATGTTGGAGCTGGGT

Sephadex- FINE DNA GRADE GE HEALTHCARE, USA
Sterilni voda (bez nukleaz) Ambion, USA
Tris-HCI Sigma, USA

3.4 Pouzité enzymy

Gold polymeraza- AmpliTaq Gold 360 DNA polymerase (250 U)
Applied Biosystems, USA

3.5 Pouzité kity

GenePrint™ Fluorescent STR Multiplex - F13A01, FESFPS, F13B, LPL

(soucasti kitu byl: PrimerMix, alelicky zebticek, kontrolni DNA, pufr)
Promega, USA

PowerPlex® CS7 Systém Promega, USA

(soucasti kitu byl: MasterMix, PrimerMix kontrolni DNA, alelicky zebfticek, velikostni
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molekularni standard ILS, destilovand voda)

PowerPlex® 16 HS System Promega, USA
(soucasti kitu byl: MasterMix, PrimerMix,kontrolni DNA, alelicky zebticek, velikostni
molekularni standard ILS, destilovana voda)

SuBiTo-A Inno-Train, Némecko
(soucasti kitu byla: IT — Taq polymerasa, primery, EXO-SAP)

SuBiTo-B Inno-Train, Némecko
(soucasti kitu byla: IT — Taq polymerasa, primery, EXO-SAP)

SuBiTo-C Inno-Train, Némecko
(soucasti kitu byla: IT — Taq polymerasa, primery, EXO-SAP)

SuBiTo- DRB1 Inno-Train, Némecko
(soucasti kitu byla: IT — Taq polymerasa, primery, EXO-SAP)

3.6 Pouzité roztoky

Orange G - Smichano 10g Ficollu s 50 mg Orange G a doplnéno na 50 ml 0,5x TAE

TE pufr (pro nai‘edéni DNA na koncentraci 50 ng/pl a naiedéni primeri)

10 mM Tris-HCI, pH=7,5
1 mM EDTA

Universalni pufr- TagMan Universal Master Mix Ambion Life Technologies

TAE — Smichano 121g Tris; 28,5 ml ledové kyseliny octové; 50 ml 0,5 M EDTA a
doplnéno do 500 ml destilovanou vodou.

3.7 Pouzité metody

3.7.1 Validace kita SuBiTo

K validaci byly pouzity 4 kity, a to HLA- SuBiTo A, HLA-SuBiTo B, HLA-
SuBiTo C a HLA-SuBiTo DRBI1. Do stojanku bylo dano 8 mikrozkumavek,

V nésledujicim poradi:
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dvé zluté mikrozkumavky pro lokus A oznacené AG1 a AG2

dvé zelené mikrozkumavky pro lokus B oznacené BG1 a BG2

dv¢ oranzové mikrozkumavky pro lokus C oznacené CG1 a CG2

dvé riizové mikrozkumavky pro lokus DRB1 oznacené RGla RG2
Do vsech mikrozkumavek bylo napipetovano 18 ul DNA primert (pro AGl a AG2
z kitu HLA-SuBIiTo A, pro BG1 a BG2 z kitu HLA- SuBiTo B, pro CG1 a CG2 z kitu
HLA-SuBiTo C, pro RG1 a RG2 z kitu HLA-SuBiTo DRBI1). Nasledn¢ bylo do
mikrozkumavek AG1, AG2, RG1 a RG2 ptidano po 2ul DNA 1 a do mikrozkumavek
BG1, BG2, CG1 a CG2 po 2 ul DNA 2. Do kazd¢ mikrozkumavky byla poté piidana
DNA polymeraza, a to vzdy 0,15 ul. Mikrozkumavky byly dany do termocykleru. PCR
reakce probihala 3 hodiny a 8 minut (BIO RAD - DNA ENGINE) s nasledujicim

teplotnim programem:

Tab. 1 — Teplotni program PCR reakce

Prvni cyklus Teplotni profil Teplotni profil Parkovaci
pro 5 cykli pro dalSich 35 cykli teplota

95 °C 97 °C 15 sekund 97 °C 30 sekund 4°C

2 minuty 65 °C 30 sekund 62 °C 15 sekund
72 °C 3 minuty 72 °C 3 minuty

Po PCR reakci se kontrolovala uspé$nost amplifikace na agar6zovém gelu, do
kterého byly aplikovany 2 pl vzorku a 5 ul PCR vkladaciho pufru.

Agardzovy gel byl pfipraven nasledujicim zplsobem: K 4500 ml destilované
vody bylo pfiddno 50 ml 50x TAE, nasledné bylo z této smé&si odlito 150 ml tohoto
roztoku do Erlenmayerovy banky. K t¢émto 150 ml 0,5x TAE (0,5% koncentrovany) bylo
piisypany 3 g agar6sy. Banka byla dana na deset minut do mikrovinné trouby. Po
kratkém vychladnuti do ni bylo ptfidano 8 ul ethidium bromidu a obsah byl vylit do
pfipravenych vanicek, do kterych byly nasledné zasunuty hiebinky pro tvorbu gelu.

Pripraveny agarozovy gel byl vlozen do elektroforeticke vany (GNA), ptipojen
ke zdroji elektrického napéti a nechala se probihat elektroforéza pii 120 VV 30 minut.
Poté byl gel pienesen do BioDocAnalyse live (BDA), coz je gelovda dokumentace.
Pomoci CCD kamery a UV transilluminatoru byl obraz gelu zobrazen v BDA analysis
softwaru na obrazovce pocitace a ulozen ve formatu jpg nebo tif.

Po ovéteni uspésné amplifikace, bylo do kazdého PCR vzorku ptidano po 3pl
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EXO-SAPu (smés enzymu exonukleasy I a alkalické fosfatazy ve specidlnim pufru,
pouzivana K piecisténi produkti PCR reakce) a nasledovala inkubace 45 minut v
termocykleru, po které se ke vzorkim ptidalo 15 pl vody pro chromatografii. Teplotni

program inkubace je uveden v tab. 2.

Tab. 2 — Program v termocykleru pro EXoSAP-IT

1x 1x Parkovaci teplota

37 °C 30 minut 80 °C 15 minut 4°C

Po tomto kroku byly pfipraveny sekvenacni reakce. Do stojanku bylo dano
¢tyficet mikrozkumavek- Sest oznacenych jako A G1, Sest jako A G2, Sest jako B G,
Sest jako B G2, Sest jako C G1, Sest jako C G2, dvé jako R G1 a dvé jako R G2. Do
téchto mikrozkumavek byly nasledné napipetovany sekvenaéni primery, vzdy 8 pl, a to

dle nasledujiciho rozpisu :

Tab. 3 — Pichled primert pro sekvenacni reakce

LOKUS PRIMER PRIMER PRIMER PRIMER PRIMER PRIMER
AGl A-Seq-2F A-Seg-2R A-Seq-3F  A-Seg-3R  A-Seg-4F  A-Seg-4R
AG2 A-Seg-2F A-Seg-2R A-Seq-3F  A-Seg-3R  A-Seg-4F  A-Seg-4R
B G1 B-Seq-2F B-Seq-2R B-Seq-3F B-Seqg-3R  B-Seg-4F B-Seg-4R
B G2 B-Seq-2F B-Seq-2R B-Seq-3F B-Seqg-3R  B-Seg-4F B-Seg-4R
CGl1 C-Seq-2F C-Seg-2R C-Seg-3F C-Seg-3R  C-Seg-4F C-Seg-4R
CG2 C-Seq-2F C-Seg-2R C-Seg-3F C-Seg-3R  C-Seg-4F C-Seg-4R
R G1 DRB1-Seq-G1F DRB1-Seg-

GIR
R G2 DRB1-Seq-G2F DRB1-Seg-

G2R

Do takto pfipravenych mikrozkumavek se sekvena¢nimi primery, byly nasledné
Vv post-PCR zo6né€ napipetovany PCR vzorky, a to A G1 do mikrozkumavek A G1, PCR
vzorek A G2 do mikrozkumavek A G2, PCR vzorek B G1 do mikrozkumavek B G1,
PCR vzorek B G2 do mikrozkumavek B G2, PCR vzorek C G1 do mikrozkumavek C

38



G1, PCR vzorek C G2 do mikrozkumavek C G2, PCR vzorek R G1 do mikrozkumavek
R G1 a PCR vzorek R G2 do mikrozkumavek R G2. Nasledn¢ prob¢hla sekvenacni
PCR reakce, a to po dobu 2 hodin a 11 minut s nasledujicim teplotnim programem :

Tab. 4 — Teplotni program sekven¢ni PCR reakce

Prvni cyklus Teplotni profil Parkovaci
pro 40 cykla teplota

96 °C 96 °C 10 sekund 4°C

1 minuta 60 °C 2 minuty

Pro nasledné sekvenovani byly vzorky ze stojanku naneseny na kolonky se
Sephadexem pod uhlem 45 stupit tak, aby se Spicka pipety nedotkla gelu. Sephadex byl
pfipraven smichanim 3 g Sephadexu a 36 ml vody pro chromatografii. Pfed pouzitim
byl jesté zfedén, aby byla ziskdna optimalni konzistence Takto pfipraveny Sephadex byl
napipetovan do kolonek a 5 min. centrifugovan (IEC CL31R Multispeed s rotorem
T20,, rpm 2000, 10 °C).

Po naneseni PCR vzorkti na kolonky se Sephadexem, byly kolonky tentokrat uz
s nanesenymi vzorky opét 5 min. centrifugovany pii 10 °C (IEC CL31R Multispeed s
rotorem T20, rpm 2000, 10 °C). Poté bylo do kazdé z jamek piidano 15 pl formamid a
kolonky byly pfikryty septem a sekvenovany v sekvenatoru (AB HITACHI 3500)
s nasledujicimi parametry: teplota 60 °C, napéti pfi nastiiku 1,6 kV, Cas nastiiku 8 s,
napéti pred béhem 18 kV, ¢as pred béhem 90 s, napéti béhu 19,5 kV, €as béhu 1400 s,
¢as zpozdéni 1 s.

Po skonCeni sekvenovani byly ziskané tdaje analyzovany pomoci softwaru
Assign 3,6+ (Obr. 6) a srovnany s vysledky rutinné zpracovanych vzorkt pacient/darce

za pomoci téchto kitli, ovSem z jiné dodavky.
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Obr. 6 Ukazka sofiwaru Asiggn 6+. Vyhodnoceni pro kit HLA- SuBiTo A

3.7.2 Validace kitu PowerPlex® CS7 System

K této validaci byly vzorky pfipraveny smichdnim 5 pl PowerPlex HS 5x
MasterMix; 2,5 ul CS7 10x Primer Pair Mixu; 15 pl vody a 0,5 pl templatu DNA.
Celkovy reakéni objem byl tedy 25 pl.

Pro porovnani byly stejné vzorky amplifikovany i kitem GenePrint™
Fluorescent STR Multiplex - F13A01, FESFPS, F13B, LPL (tento kit obsahuje lokusy
LPL, F13B, FESFPS a F13A01) a kitem PowerPlex® 16 HS System (tento kit obsahuje
lokusy Penta D a Penta E). Pro kazdy pouzity byla amplifikovéana i pozitivni a negativni
kontrola.

Pro tuto validaci byly vybrany vzorky pacienta pted alHSCT a jeho darce pro
informativitu (kvalitativni stanoveni) a dale vzorky pacienta po alHSCT pro monitoring
(kvantitativni stanoventi).

Nasledovala PCR reakce v termocykleru (PTC-200 MJ Research) s nasledujicim

teplotnim programem:
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Tab. 5 — Teplotni program PCR reakce

Pocateéni  Teplotni profil Teplotni profil Zavéretna
denaturace pro prvnich 10 pro dalSich 20 cykla  extenze Chlazeni
cykli
96 °C 94 °C 30 sekund 90 °C 30 sekund 60 °C 4°C
2 minuty 60 °C 30 sekund 60 °C 30 sekund 30 minut
70 °C 45 sekund 70 °C 45 sekund

Poté byla provedena kontrolni elektroforéza na agar6zovém gelu, diky niz bylo
zjisténo, jaka je kvalita (intenzita) PCR produktu, abychom védéli kolik tohoto produktu
ma byt pouzito pro fragmentacni analyzu. PCR produkt byl smichdan s ORANGE G, a
to vpomeéru 1 : 1 (7 ul:7 pul). Elektroféreza bézela 30 minut pii 120 V (asi 6 V na 1l cm
gelu).

Ptiprava gelu byla analogicka jako u gelu pro validaci kitd SuBiTo, ale 1,5%
agarozovy gel byl vyroben rozvafenim 3,7 g agarézy ve 250 ml 0,5x TAE pufru a
pfidanim 10pul ethidium bromidu.

Nasledné byl z kazdé PCR reakce pripraven vzorek ke fragmentacni analyze,
neboli kvantitativni/kvalitativni fluorescenéni PCR, pfi které jsou za pomoci primerd a
barev fluorescenéné znaceny fragmenty béhem reakce. Vysledkem analyzy je ziskéni
elektroforetogram osahujici kombinaci pikd, které jsou typické pro konkrétniho jedince.
11

Dle pfedem piipraveného rozpisu bylo pro kazdy vzorek do desticek pro
geneticky analyzator napipetovano 12,5ul master mixu, ktery obsahoval 12,0ul
formamidu a 0,5 pl velikostniho standardu ILS 600. Do jamky pfislusného vzorku bylo
pfidano 0,3 pl PCR produktu (pfi slabé amplifikaci max. 3,0 pl). Poté byla cela desticka
denaturovana v termalnim bloku pii 95 °C 3 minuty a nasledné hned ochlazena na ledu.
Desti¢ka se nasledné piekryla septem, centrifugovala se (IEC CL31R Multispeed s
rotorem T20, 2000 rpm, 30 sekund pti 10 °C) a byla vloZzena do genetického
analyzatoru s pfedem zvolenymi podminkami analyzy.

Pro fragmenta¢ni analyzu byly souCasné piipraveny i vzorky alelického
zebricku, ktery je soucasti komeréné dodavaného kitu. Kapilarni elektroforéza byla
provedena na piistroji ABI 3500. Vysledky byly nasledné analyzovany softwarem
GeneMapper (viz obr. 7, str. 42).
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Obr. 7 Ukdzka eletroforetogram u CS7. Posledni skupina piki (4. fadek) predstavuje alelicky Zebticek se
kterym se srovnavaji pfedchozi piky ke zjisténi alel. V tabulce pod elektroforetogram jsou uvedeny
identifikaé¢ni udaje k analyzovanému vzorku, polymorfismus, alela, velikost piku, vyska piku a plocha
piku.

3.7.3 Validace sekvencniho polymorfismu G42863

Tento sekvenéni polymorfizmus mé 2 varianty — G42863 A a G42863 C. Na
zacatku této prace bylo tfeba namichat MasterMixy pro kazdou variantu zvlast. Pro
polymorfismus G42863 C bylo smichano 10 pl univerzalniho pufru, 3,8 pl vody bez
nukleaz, 0,4 ul forward primeru pro polymorfismus G42863 C; 0,4 ul reverse primeru a
0,4 ul TagMan sondy. Pro polymorfismus G42863 A byl postup ptipravy MasterMixu
stejny, ale byl piidan forward primer pro polymorfismus G42863 A. MasterMixy se
pfipravuji s rezervou okolo 5 %.

Poté byly do kovového chladiciho stojanku dany mikrozkumavky. Do kazdé
znich bylo napipetovano po 15 pl MasterMixu a 5 pl promichané DNA (Vortex

Classic). Rozmisténi vzorki je uvedeno v tab. 6, str. 43.
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Tab. 6 - Rozmisténi vzorki v mikrozkumavkach pied PCR reakci

Zelena barva znaci pfidani MasterMixu pro polymorfismus G42863-C.
Ruizova barva znaci pfidani MastetMixu pro polymorfismus G42863-A.

PoK= pozitivni kontrola
NTC = vzorek bez templatu DNA

1 2 3 4 5 6 7 8 9
A DNA1 DNA1l DNAS5 DNA5 DNA9 DNA9 DNA13 DNA13 PoK
B DNA1l DNA1 DNAS5 DNAS5 DNA9 DNA9 DNA13 DNA13 PoK
C DNA2 DNA2 DNAG6 DNAG6 DNA10 DNA10 DNA14 DNA14 Ntc
D DNA2 DNA2 DNA6 DNAG6 DNA10 DNA10O DNA14 DNA14 Ntc
E DNA3 DNA3 DNA7 DNA7 DNA1l DNAl1l DNA15 DNA15 PoK
F DNA3 DNA3 DNA7 DNA7 DNA1l1 DNAl1l DNA15 DNA15 PoK
G DNA4 DNA4 DNA8 DNAS8 DNA12 DNAl12 DNA16 DNA16 Ntc
H DNA4 DNA4 DNA8 DNA8 DNA12 DNAl12 DNA16 DNA16 Ntc

Mikrozkumavky se poté uzaviely vicky a byly vlozeny do termocykleru
v POST-PCR zo6né. PCR reakce (Corbett Rotor-GENE 6000 real) bézela necelé¢ dvé
hodiny s nasledujicim teplotnim programem:
95 °C — 10 minut
95°C- 15 sekund, 60 °C- 1 minuta 45 X opakovani

Jednalo se o real time PCR, ktera se pouziva pro vySetfeni bunétného
chimerismu po alogenni HSCT analyzou jednonukleotidovych polymorfismi a kratkych
inzerci a deleci.

Po skonceni PCR reakce byly vysledky vyhodnoceny pomoci softwaru (Rotor
Gene 6000) a urcena hodnota Ct, tzn. treshold cycle. Jedna se o pocet cykld, které jsou
nutné k amplifikaci, aby vznikajici fluorescence pfekrocila tzv. mezni hodnotu, ktery se
nastavuje manualné tak, aby jeho stanovena hladina byla v oblasti exponencialni faze
amplifikace u vSech vzorkid daného béhu. Poté vzorky zanalyzujeme a zjisténé Ct

hodnoty pfeneseme do tabulky softwaru Microsoft Excel.
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4. Vysledky

4.1 Validace kit HLA SuBiTo

A-Gl A-G2 B-G1 B-G2 C-Gl C-G2 R-Gl1 R-G2

Obr. 8 Kontrola iispésné provedené amplifikace po 1.PCR reakci na agarézovém gelu. A-G1= lokus A
pro vzorek G1, A-G2=lokus A pro vzorek G2, B-G1= lokus B pro vzorek G1, B-G2= lokus B pro vzorek
G2, C-G1= lokus C pro vzorek G1, C-G2= lokus C pro vzorek G2, R- G1= lokus DRBL1 pro vzorek G1,
R-G2= lokus DRBL1 pro vzorek G2 . U kazdého z lokust jsou jasné vidét 2 zietelné a ostré prouzky.
Prvni prouzek od spodu pfedstavuje vnitini pozitivni kontrolu a druhy prouzek pak naamplifikované
produkty. Délky v bp jsou uvedeny vlevo.

Na zaklad¢é provedené kontroly amplifikace pol.PCR reakci na agar6zovém gelu
byly zjistény nasledujici hodnoty :U A-G1 a A-G2 byla velikost produkt 2000bp a
vnitini pozitivni kontroly 1100 bp. U B-G1 a B-G2 byla velikost produktu 2200 bp a
vnitini pozitivni kontroly 550 bp. U C-G1 a C-G2 byla velikost produktu 2100 bp a
vnitini pozitivni kontroly 800 bp. U R-G1 byla velikost produkti 750 bp a vnitini
pozitivni kontroly 250 bp. U R-G2 je velikost produkt 950 bp a vnitini pozitivni

kontroly 250 bp. Amplifikace tak probéhla uspésné.

Po provedené validaci kit HLA SuBiTo ze dne 21.8.2012 byly vzdy pro kazdy
kit ziskany kombinace alel. Tyto vysledky byly poté porovnany s piedchozimi

vvvvvv

dodavky. V tab. 7 (str. 45) a tab. 8 (str. 46) je uveden piiklad validace pro kit HLA
SuBiTo A.
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Tab. 7 - Porovnani alelovych part u vzorku G1, pouzit kit HLA - SuBiTo A

OR= oblast rozdilu, udava v jaké ¢asti genu se dana alela odlisuje od alely v fadku ¢.1. (12= druhy
.intron, E2=druhy exon, E3= tieti exon). Radek 1-6 = ziskané vysledné kombinace alel. Hodnota Base
Calling Score (BCS) udava kvalitu a ¢istotu sekvence.

Analyza ze dne 11.6.2012 Analyza ze dne 21.8.2012
Kombinace alel Kombinace alel

1 A*01:01:01:01 A*03:01:01:01 OR A*01:01:01:01 A%*03:01:01:01 OR
2 A*01:01:01:01 A*03:01:01:03 12
3 A*01:17 A*03:08 E2  A*01:17 A*03:08 E2
4 A*01:28 A*03:57 E2  A*01:28 A*03:57 E2
5 A*01:100 A*03:63 E2  A*01:100 A*03:63 E2
6 A*03:97 A*36:04 E3  A*03:97 A*36:04 E3
Base Calling Score= 83 Base Calling Score= 85

V tabulce jsou srovnany vysledky analyzy ze dne 11.6.2012 a 21.8.2012. Pocet
ziskanych vysledkl zavisi na mnozstvi polymorfnich mist v sekvenci, u kterych
software neni schopen pfiradit, ke které alele dana baze patii, a proto neni schopen
vyloucit ur¢itou kombinaci alel. V tomto ptipadé pro HLA-A se jedna o Sest kombinaci
( fadek 1-6) . Z tabulky je patrné, ze vysledek analyzy ze dne 21.8.2012 za pouziti Kitu
HLA SuBiTo znové dodavky odpovida vysledkim ze dne 11.6.2012, které byly
ziskany rovnéz za pouziti kitu HLA SuBiTo , ovSem z jiné dodavky. Alelové pary jsou
kompatibilni se shodnou sekvenci. Analyza byla provedena stejnym programem, ale
v srpnu byla k dispozici nova verze tohoto programu, ktera jiz byla schopna analyzovat
intronovou sekvenci , proto chybi druhy fadek u analyzy provedené dne 21.8.2012, tato
sekvence byla programem vylouc¢ena. U hodnoty Base calling score plati, ze ¢im vyssi
je jeji hodnota, tim vyssi je kvalita sekvence, pfi¢emz hrani¢ni hodnoty pro BCS jsou 70
Vv piipadé, Ze se ob¢ alely vyskytuji ve vzorku G1 nebo ve vzorku G2 (pi.: A*03:97,
A*36:04) a 60 v ptipadé, ze se jedna alela nachazi ve vzorku G1 a jedna alela ve vzorku

G2 (pt.: A*06:01; A*06:01).
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Tab. 8 - Porovnani alelovych part u vzorku G2, pouzit kit HLA - SuBiTo A

Radek 1-6 = ziskané vysledné kombinace alel. Hodnota Base Calling Score (BCS) udava kvalitu a
¢istotu sekvence. L= rozdil v symetrii

Analyza ze dne 30.7.2012 21.8.2012

Kombinace alel Kombinace alel

A* 02:01:01:01 A*02:01:01:01 A* 02:01:01:01 A*02:01:01:01
A* 02:01:01:01 A*02:01:01:02L A*02:01:01:01 A*02:01:01:02 L
A* 02:01:01:01 A*02:01:01:03

A* 02:01:01:02L A*02:01:01:02 L A*02:01:01:02L A*02:01:01:02 L
A* 02:01:01:02L A*02:01:01:03
A* 02:01:01:03 A*02:01:01:03

ase Calling Score= 85

WO U WN R

Base Calling Score= 85

Analogicky byly takto porovnany rovnéz kity HLA SuBiTo — B; -C; DRB1, u
kterych byly vysledky analyzy ze dne 21.8.2012 rovnéz shodné s vysledky ziskanymi

vvvvvv

4.2 Validace kitu PowerPlex® CS7 System

Vysledky této validace jsou shrnuty v nésledujicich tabulkach.

Tab. 9 - Stanoveni genotypu pacienta pred HSCT.

PowerPlex © CS7 Systém obsahuje 7 polymorfismi, systém GenePrint™ Fluorescent STR
Multiplex — FFFL 4 polymorfismy a PowerPlex® 16 HS Systém 2 polymorfismy. Polymorfismus Penta
C, ktery je soucasti PowerPlex® CS7 Systému, je viak soudésti pouze tohoto kitu, v ostatnich dvou kitech
pfitomen neni, z tohoto ditvodu u néj nemohla byt potvrzena shoda v alelach. ( NA- non avaliable / data
neziskana)

Polymorfismus PowerPlex® CS7 GenePrint™ Fluorescent PowerPlex® 16 HS

Systém STR Multiplex — FFFL Systém
LPL 10/13 10/13 NA
F13B 7/10 7/10 NA
FESFPS 11/12 11/12 NA
F13A01 6/16 6/16 NA
Penta D 12/14 NA 12/14
Penta C 11/13 NA NA
Penta E 12/12 NA 12/12
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Tab. 10 - Stanoveni genotypu darce pro pacienta

PowerPlex ® CS7 Systém obsahuje 7 polymorfismi, systém GenePrint™ Fluorescent STR Multiplex —
FFFL 4 polymorfismy a PowerPlex® 16 HS Systém 2 polymorfismy. Polymorfismus Penta C, ktery je
soucasti PowerPlex® CS7 Systému, je viak soudasti pouze tohoto kitu, v ostatnich dvou kitech p¥itomen

neni, z tohoto divodu u né&j nemohla byt potvrzena shoda v alelach. ( NA- non avaliable/data neziskana)

Polymorfismus PowerPlex® CS7 GenePrint™ Fluorescent  PowerPlex® 16
Systém STR Multiplex — FFFL HS Systém
LPL 10/10 10/10 NA
F13B 8/10 8/10 NA
FESFPS 11/12 11/12 NA
F13A01 6/16 6/16 NA
Penta D 12/14 NA 12/14
Penta C 11/12 NA NA
Penta E 13/16 NA 13/16

Tab. 11 - Kvantitativni stanoveni bunééného chimérismu piijemce v systému
LPL

Vzorek 1-4 = vzorky pacienta po al[HSCT, g.p. — genotyp piijemce

Ke sledovani byl vybran polymorfismus LPL, protoZe v tomto polymorfismu ma pacient alely 10/13 a
darce 10/10. Mizeme tak sledovat, zda se po alHSCT u pacienta nebude objevovat alela 13, ktera by se u
n¢&j objevovat neméla, pacient by mél mit genotyp darce.

Vzorek PowerPlex® CS7 Systém GenePrint™ Fluorescent STR Multiplex —
FFFL

Vzorek 1  kompletni chimerismus (CC) kompletni chimerismus (CC)

Vzorek 2  smiSeny chimerismus ( MC)-8,7% smiSeny chimerismus ( MC)- 7% g.p.
g.p.

Vzorek 3  mikrochimerismus ( Mc)- do 1 % mikrochimerismus ( Mc)- do 1% g.p.
g.p.

Vzorek 4  smiSeny chimerismus ( MC)- 25 %  smiSeny chimerismus ( MC)- 21% g.p.
g.p.

V tabulce ¢. 11 je porovnano kvantitativni stanoveni bunééného chimérismu
pacienta po alHSCT s odlisnym podilem genotypu pfijemce, za pouziti systému
PowerPlex® CS7 System a GenePrint™ Fluorescent STR Multiplex — FFFL (tento kit mél
byt nahrazen kitem PowerPlex® CS7 Systém ) Muzeme vidét, Ze rozdily v tomto
zastoupeni genotypu piijemce ve vSech 4 vzorcich jsou minimalni (u vzorku 2 se jedna

o rozdil 1,7%, u vzorku 4 pak 4%. Kompletni chimerismus znamena, ze pacient ma po
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transplantaci genotyp pouze darce, smiSeny chimérismus, Ze pacient ma po transplantaci
genotyp jak darce tak i sviij. Mikrochimérismus piedstavuje stav, kdy detekujeme ve

vzorku mén¢ jak 1% jadernych bun¢k majici genotyp pfijemce.

4.3 Validace bodového polymorfismu

K této validaci bylo pouzito 16 vzorki, jedna pozitivni kontrola a jedna
negativni kontrola (NTC). Kazdy ze vzorkd, véetné pozitivni kontroly a NTC byl
napipetovan vzdy ve dvojici, a to jak pro polymorfizmus G42863 A tak i
polymorfizmus G42863 C. Byla provedena real-time PCR reakce, jak je uvedeno
Vv kapitole Techniky na str. 26. Vysledky byly vyhodnoceny softwarem Rotor Gene 6 a
na jejich zékladé byla odecitana hodnota Ct. Vysledky jsou zachyceny v tab. 12.

Tab. 12 - Hodnoty Ct analyzovanych vzorka

Tato tabulka uvadi hodnoty Ct obou variant sekven¢niho polymorfismu G4863 a vysledny genotyp
konkrétniho vzorku. Sekven¢ni polymorfizmus G42863 je lokalizovany na dlouhém raménku
chromozomu X, konkrétné Xq28. Z tohoto ditvodu muZi mohou byt pouze hemizygoty (maji gonozomy
XY), tj. A,- nebo C,-. Zeny naopak mohou byt homozygoty (A,A ; C,C) nebo heterozygoty ( A,C), (
maji 2 chromozomy XX). PK= pozitivni kontrola

VZOREK POLYMORFISMUS POLYMORFISMUS GENOTYP
G42863 A G42863 C

DNA 1 25,69 — AA

DNA 1 26,38 —

DNA 2 25,46 — AA

DNA 2 25,99 —

DNA 3 25,98 — AA

DNA 3 26,13 —

DNA 4 — 23,75 C.C

DNA 4 — 23,65

DNA 5 26,03 — AA

DNA 5 26,30 —

DNA 6 26,87 24,67 AC

DNA 6 26,98 24,67
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DNA7 — 27,36 C.-

DNA 7 — 26,69
DNA 8 26,05 — AA
DNA 8 25,70 —

DNA 9 27,08 — AA
DNA 9 26,61 —

DNA 10 26,97 24,53 A,C
DNA 10 27,32 24,40

DNA 11 — 24,72 C, -
DNA 11 — 24,60

DNA 12 26,85 — A-
DNA 12 27,16 —

DNA 13 28,85 41,47 A, -
DNA 13 28,29 —

DNA 14 27,54 — A A
DNA 14 27,64 —

DNA 15 — 24,58 C, -
DNA 15 — 24,26

DNA 16 — 25,46

DNA 16 — 25,90

PK 26,70 24,07 +
PK 26,83 24,19

Ntc — — —
Ntc — —

5. Diskuze

Validace (verifikace) metod, pfistroji i kitd je nedilnou soucasti prace
Vv klinickych laboratofich. V rdmci této prace byly provedeny 3 odlisné validace.
Cilem prvni validace bylo validovat kit(y) HLA - SuBiTo, které pfisly v nové

dodavce. Dle standardi EFI musi byt z kazdé nové dodavky validovan kit k ovéteni, ze
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je v poradku. V podkapitole 4.1 je uvedeno srovnani nové ziskanych dat s piedchozimi
vysledky analyzovanymi v ramci rutinni praxe pro kit HLA-SuBiTo A, na jejichz
zaklad¢é mohlo byt konstatovéano, ze tento kit splnil podminky validace. U zbylych kitt,
tzn. HLA-SuBiTo — B, -C a — DRBI1 byly vysledky po porovnani s vysledky ziskanymi
s pouzitim kith HLA SuBiTo, z piedeslé dodavky, rovnéz shodné a splnily podminky
validace. Kity tak mohly byt pouzivany ke standardnim uceltm.

2) Druh4 byla validace kitu PowerPlex® CS7 System. Cilem této validace bylo
zjistit, zda tento kit mize nahradit stavajici kit GenePrint™ Fluorescent STR Multiplex
— FFFL System.. Bylo porovnavano jak kvalitativni stanoveni (vysetfeni informativity),
tak 1 kvantitativni stanoveni (procentudlni zastoupeni genotypu piijemce). Novy kit
obsahuje 4 polymorfismy z kitu GenePrint™ Fluorescent STR Multiplex — FFFL
System (LPL, F13B, FESFPS, F13A01), tak navic i polymorfizmy Penta E, Penta D a
Penta C. Prvni 2 polymorfismy byly amplifikovany pro kontrolu genotypizace také
kitem PowerPlex® 16 HS System, jehoZz jsou soucasti. Bohuzel pouze polymorfizmus
Penta C nebylo mozné porovnat s jinym dostupnym Kitem.

Z tabulky ¢. 9 na str. 46 a ztabulky ¢. 10 na str. 47 je patrné, ze genotypy
piijemce a jeho darce se shoduji ve v§ech polymorfizmech amplifikovanych rozdilnymi
kity. Hledisko kvantitativni je pak vyjadfeno pomoci tabulky ¢. 11 na str. 47, kterd je
zam&fena na zjiSténi zastoupeni genotypu piijemce v systému LPL - stanoveni
bunééného chimérismu. Procentudlni rozdily chimérismu ziskaného systémem
PowerPlex® CS7 System a GenePrint™ Fluorescent STR Multiplex — FFFL System
byly v toleranci.

Na zakladé provedené validace a vysledkam diky ni ziskané tak kit PowerPlex®
CS7 System mohl nahradil kit GenePrint™ Fluorescent STR Multiplex — FFFL System,
ktery se v soucasné dobé piestal vyrabét. Byl posouzen i v ramci pravidelné navstévy
CIA a vsoucasné dobé se rutinné pouziva v ramci sledovani pacienti po alogenni
HSCT.

Ob¢ ptedchozi validace byly provedeny s kladnym vysledkem na rozdil od
validace posledni, ktera se tykala sekvencniho polymorfismu G42863. Ze ziskanych
vysledki bylo zjisténo, ze u vétSiny vzorka byla hodnota Ct vyssi nez 25. V soucasné
dobé je podle standardniho operacniho postupu stanoveno, Ze pacient pied alogenni

HSCT a jeho déarce nejsou nositeli stanoveného znaku, pokud je hodnota Ct > 35.
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Naopak jsou nositeli stanovené¢ho znaku, pokud je hodnota Ct < 25. U vétSiny vzorkl
byla hodnota Ct vyssi nebo hrani¢ni. Z tohoto diivodu nebyla tato validace GspéSna.
K tomu, abychom ji dokon¢ili, by bylo nutné bud’ zménit znéni standardniho opera¢niho
postupu a zvysit tak hodnotu Ct, anebo rozsitit stavajici validaci a snazit se docilit
snizeni ziskanych Ct hodnot, napiiklad zménou teplotnim profilu. Z ¢asovych duvoda
bylo od tohoto procesu upusténo. Laboratofi se také naskytla ptilezitost zacit pouzivat
novy komer¢né dodavany kit pro detekci sekvencnich polymorfizmi, ktery umozni
jednou multiplexni reakci analyzovat celkem 33 polymorfizmi typu kratké

inzerce/delece soucasné.

6. Zavér

1) Validovali jsme kity HLA SuBiTo z nové dodavky a ovéfili jsme tak, ze jsou
vhodné k pouziti pii HLA analyze v akreditované laboratofi.
2) Validovali jsme kit PowerPlex® CS7 System, ktery tak nahradil GenePrint™
Fluorescent STR Multiplex — FFFL System.
3) Posledni cil- validace sekven¢niho polymorfismu G42863 - splnén nebyl a
feSi se nové moznosti rozSifeni panelu informativnich polymorfizmii typu kratké
inzerce/delece v ramci rutinniho stanoveni bunééného chimérismu u pacienti po

alogenni HSCT.

51



Seznam pouZzitych zdroju

1. Snustad,P.; Simmons J.M.: Genetika. Brno, Masarykova univerzita 2009
2. Musil, J.; Novakova O.:. Biochemie v obrazech a schématech. Praha, Avicenum 1990

3. Amaratunga, D.; Cabrera J.: Exploration and Analysis of DNA Microarray and

Protein Array Data. New Jersey, John Wiley & Sons 2004
4. Bednaf, J; Kuciel, J.; Vyhnanek, T.: Genetika. Brno, Mendelova univerzita 2010
5. Fiala, J.: Biologie 1V: genetika. 2.vyd. Boskovice, Albert 2006

6. Deonier, C.R.; Tavaré,S.; Waterman,S.M.:Computational genome analysis: an

introduction. New York, Springer 2005
7. Kuderova, M. a kolektiv:Uvod do klinické genetiky. 2.vyd. Praha, Avicenum 1981

8. Pokroky v kriminalistice-sbornik piispévkt z mezinarodni konference, Praha 2006,
Jifi Straus za kolektiv, ISBN- 80-7251-214-5

9. DNA Chemical structure. V : Wikimedia Commons. [online]. [cit. 2013-08-29]

Dostupné z: http://commons.wikimedia.org/wiki/File:DNA chemical_structure.svg
10. Kolektiv autord . Biochemie: zdakladni kurs. 4.vyd. Praha, Karolinum 2009

11. Vyuziti kapilarni elektroforézy v ramci forenznich molekularné genetickych
zkoumani. Praha,2010.[online].[cit.2013-08-22] Dostupné z:
http://www.natur.cuni.cz/biologie/antropologie/aktuality/szz/pracovni/bakalarske-prace-

podzim-2010/grafnetterova/bp . Bakalaiska prace.

12. Chimerism-Testing. V: Seattle Cancer Care Alliance. [online].[cit. 2013-08-27] .

Dostupné z: http://www.seattlecca.org/Chimerism-Testing.cfm

52



13. Vokurka, M.; Hugo, J. a kolektiv: Velky lékarsky slovnik. 9.vyd., Praha, Maxdorf
2009

14. Ferencik, M.; Rovensky, J..; Shoenfeld,Y; Matha,V.: Imunitni systém: informace
pro kazdého. Praha, Grada 2005

15. Zpracovani experimentalnich dat. V: Praktika z laboratorni techniky biochemie a
laboratorni techniky biochemie pro KATA [online]. [cit. 2013-05-26]. Dostupné z:
http://www.biolabtech.wz.cz/navody KATA.pdf

16. HLA Nomenclature. [online]. [cit. 2013-08-27]. Dostupné z:

hla.alleles.org/inc/images/naming.png

17. Hana,l.; Ivaskova, E.; Dostal, C.: Hlavni histokompatibilitni systém cloveka (HLA) a
nemoci. Praha, Avicenum 1982

18. Paternity- cviceni z genetiky [online]. [cit. 2013-08-27]. Dostupné z: http:
http://kgn.umbr.cas.cz/prednasky/245%20Genetika%?20cviceni/Cv13-Paternity.pdf

19. Litzman,J.; Freiberger,T.; Kral, V.; Thon, V. : Zdklady vysetieni v klinické

imunologii. Brno, Masarykova univerzita Lékatska fakulta 2007

20. Butler, M. J.: Forensic DNA typing: Biology, Technology, and Genetics of STR

Markers .2.vyd. Burlington Mass, Elsevier academic press 2005
21. Kralova, B.; Rauch, P.: Bioanalyticé metody. 2.vyd. Praha, VSCHT 1993

22. Turnia,J.; Kréméry, V.; Kettner, M.; Antal,M.; Augustin, J.: Rekombinantné DNA a
biotechnologie. Bratislava, Alfa 1990

23. Geneticky polymorfismus. V : Zdravotné socialni fakulta. Jihoceskd univerzita
Ceské Budgjovice. [online]. ©2013[cit. 2013-07-3]. Dostupné z:
http://www.zsf.jcu.cz/cs/katedra/katedra-klinickych-a-preklinickych-oboru/informace-
katedry/informace-pro-studenty/ucebni_texty/zaklady-genetiky-a
poradenstvi/10.pdf/view

53



24. Primrose, S.B; Twyman, R.M.: Principles of Gene Manipulation and Genomics.
17.vyd., Malden, Blackwell Publishing 2006

25. Gerda aneb genetika na kolené. V: Robotika.cz. [online]. [cit. 2013-08-29].
Dostupné z: http://robotika.cz/articles/gerda/

26. Stanoveni genotypt polymorfnich a sex specifickych lokusit DNA pro vySetieni
bunééného chimerizmu po HSCT (SOP 01). [online]. [cit. 2013-06-17] Dostupné z :
http://www.uhkt.cz/files/nrl-dna/prirucka_odber_prim_vzorku_sop01l.pdf

27. Hotejsi, V.; Barttunkova, J.: Zdklady imunologie. 4.vyd., Praha, Triton 2009

28. Buckingham, L.; Flaws L.M.: Molecular Diagnostics: Fundametals, Methods, &
Clinical Applications. Philadelphia, F.A. Davis Company 2007

29. Coleman, B.W; Tsongalis, J.G.: Molecular Diagnostic: For the Clinical Laboration.

2.vydani, New Jersey, Humana Press 2006

30. Lo, Y.,M.,D.; Chiu, K., W., R.; Chan, C., K., A.; Clinical Application of PCR.
2.vyd., New Jersey, Humana Press 2006

31. Smarda, J. ; Doskat, J. ; Panticek, R.; Ruzic¢ka, V.; Koptikova, J.: Metody

molekularni biologie. Brno, Masarykova univerzita 2005

32. Kolektiv autori: Kvalimetrie - 7. Validace analytickych metod. Praha,
EURACHEM-CR 1997,

33. Ustavu .In: Ustav hematologie a krevni transfuze [online]. [cit. 2012-09-05].
Dostupné z: http://www.uhkt.cz/ustav/

34. Odchylka ( bias). In: Nejistoty méfeni- strategie a pristup [online]. [cit. 2013-06-17].
Dostupné z: http://www.hplc.cz/Validace/nejistoty.html

35. Brdicka, R., Otahalova, E, Stambergové, A,Camajové, J.Analyticka validace metod
molekularni genetiky urc¢enych pro analyzu lidského genomu. Klinick4 biochemie a

metabolismus. 2007, ¢. 1, s. 58-62.

54



36. What Is Next — Generation DNA Sequencing. V: Train online. [online]. [cit. 2013-
09-02]. Dostupné z: http://www.ebi.ac.uk/training/online/course/ebi-next-generation-

sequencing-practical-course/what-you-will-learn/what-next-generation-dna-

37. Postup pro validaci/verifikaci metody [online]. [cit. 2013-06-11]. Dostupné z:
http://www.naskl.cz/rada/zapisy/doc/POSTUP%20PR0O%20VALIDACI%?20-
%20def..pdf

38. Doporuceni: Validace a verifikace analytickych metod v klinickych laboratofich. In:
Ceska spole¢nost klinické biochemie- Ceska 1ékaiské spole¢nost Jana Evangelisty
Purkyné[online].[cit.2013-06-05].Dostupné z:
http://www.cskb.cz/cskb.php?pg=doporuceni--validace-a-verifikace-metod

39. Robinson, J., Waller, MJ, Parham, P., de Groot N, Bontrop, R., Kennedy, LJ.,
Stoehr, P., Marsh SGE: "IMGT/HLA and IMGT/MHC: sequence databases for the
study of the major histocompatibility complex.” Nucleic Acids Res. (2003), 31:311-314

40. Biochemistry of Polymerase Chain Reaction. In: Lecture 12- The Polymerase Chain
Reaction. [online]. [cit. 2013-08-30]. Dostupné z:

http://www.biochem.arizona.edu/miesfeld/teaching/Bioc4712/pages/Lecturel2/Lectur

55



Svoluji k zaptjceni této prace pro studijni Gcely a prosim, aby byla fadn¢ vedena

evidence vypujcovateli.

Jméno a piijmeni

s adresou

Cislo OP

Datum vypijceni

Poznamka
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Piiloha A

Tab. 1 - Porovnani alelovych part u vzorku G1, pouzit kit HLA - SuBiTo B

OR= oblast rozdilu, udava v jaké ¢asti genu se dana alela odliSuje od alely v fadku ¢.1. (15= paty .intron,
E3= tieti exon, E5= paty exon). Radek 1-55 = ziskané vysledné kombinace alel. Hodnota Base Calling
Score (BCS) udava kvalitu a ¢istotu sekvence. 5°= 5'UTR; 5 nepiekladana oblast, L= rozdil v symetrii

Analyza ze dne 14.7.2011

Analyza ze dne 21.8.2012

10

11

12

13

14

15

16

17

18

Kombinace alel

B*39:01:01:
01
B*39:01:01:
01
B*39:01:01:
01
B*39:01:01:
01
B*39:01:01:
01
B*39:01:01:
01
B*39:01:01:
01
B*39:01:01:
01
B*39:01:01:
01
B*39:01:01:
01
B*39:01:01:
02L
B*39:01:01:
02L
B*39:01:01:
02L
B*39:01:01:
02L
B*39:01:01:
02L
B*39:01:01:
02L
B*39:01:01:
02L
B*39:01:01:
02L

B*39:01:01:0

1

B*39:01:01:0

2L
B*39:01:03

B*39:01:07

B*39:03

B*39:06:01

B*39:24:01

B*39:28

B*39:42

B*39:51

B*39:01:01:0

2L
B*39:01:03

B*39:01:07

B*39:03

B*39:06:01

B*39:24:01

B*39:28

B*39:42

Kombinace alel

OR B*39:01:01:01 B*39:01:01:01 OR

50, I5 B*39:01:01:01 B*39:01:01:02 5'U,I5
L

B*39:01:01:01 B*39:01:03

E5, IS ES, I5

E3

E3

E3
E3
E3
50U, IS B*39:01:01:02 B*39:01:01:02 5°'U,I5
L L
5'U,E5,1 B*39:01:01:02 B*39:01:03
5 L

5'U,E3,1

5

5'U,E3,1

5

5'U,E3,1

5

5'U,E3,1

5

5'U,E3,1

5

5'U,E3,1

5

5'U,ES,I5
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19

20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55

B*39:01:01:

02L
B*39:01:03
B*39:01:03
B*39:01:03
B*39:01:03
B*39:01:03
B*39:01:03
B*39:01:03
B*39:01:03
B*39:01:07
B*39:01:07
B*39:01:07
B*39:01:07
B*39:01:07
B*39:01:07
B*39:01:07
B*39:03
B*39:03
B*39:03
B*39:03
B*39:03
B*39:03
B*39:06:01
B*39:06:01
B*39:06:01
B*39:06:01
B*39:06:01
B*39:24:01
B*39:24:01
B*39:24:01
B*39:24:01
B*39:28
B*39:28
B*39:28
B*39:42
B*39:42
B*39:51

B*39:51

B*39:01:03
B*39:01:07
B*39:03
B*39:06:01
B*39:24:01
B*39:28
B*39:42
B*39:51
B*39:01:07
B*39:03
B*39:06:01
B*39:24:01
B*39:28
B*39:42
B*39:51
B*39:03
B*39:06:01
B*39:24:01
B*39:28
B*39:42
B*39:51
B*39:06:01
B*39:24:01
B*39:28
B*39:42
B*39:51
B*39:24:01
B*39:28
B*39:42
B*39:51
B*39:28
B*39:42
B*39:51
B*39:42
B*39:51
B*39:51

Base Calling Score= 82

5'U,E3,1
5

E5,15
E3,E5,15
E3,E5,15
E3,E5,15
E3,E5,15
E3,E5,15
E3,E5,15
E3,E5,15
E3

E3

E3

E3

E3

E3

E3

E3

E3

E3

E3

E3

E3

E3

E3

E3

E3

E3

E3

E3

E3

E3

E3

E3

E3

E3

E3

E3

B*39:01:03

B*39:01:03

Base Calling Score= 82

E5,15
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Tab. 2 - Porovnani alelovych part u vzorku G2, pouzit kit HLA - SuBiTo B

OR= oblast rozdilu, udava v jaké ¢asti genu se dana alela odlisuje od alely v fadku ¢.1. ( E3= tfeti exon).
Radek 1-10 = ziskané vysledné kombinace alel. Hodnota Base Calling Score (BCS) udava kvalitu a
Cistotu sekvence.

Analyza ze dne 14.7.2011 Analyza ze dne 21.8.2012
Kombinace alel Kombinace alel
1 B*18:01:01 B*18:01:01 OR B*18:01:01 B*18:01:01
2 B*18:01:01 B*18:14 E3
3 B*18:01:01 B*18:39 E3
4 B*18:01:01 B*18:44 E3
5 B*18:14 B*18:14 E3
6 B*18:14 B*18:39 E3
7 B*18:14 B*18:44 E3
8 B*18:39 B*18:39 E3
9 B*18:39 B*18:44 E3
10 B*18:44 B*18:44 E3
Base Calling Score=83 Base Calling Score=76

Tab. 3 - Porovnani alelovych part u vzorku G1, pouzit kit HLA - SuBiTo C

Radek 1 = ziskané vysledné kombinace alel. Hodnota Base Calling Score (BCS) udava kvalitu a ¢istotu
sekvence.

Analyza ze dne 14.7.2011 Analyza ze dne 21.8.2012
Kombinace alel Kombinace alel
1 C*06:02:01:01 A*06:02:01:01 C*06:02:01:01 A* 06:02:01:01
Base Calling Score= 77 Base Calling Score= 69
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Tab. 4 - Porovnani alelovych part u vzorku G2, pouzit kit HLA - SuBiTo C

OR= oblast rozdilu, udava v jaké ¢asti genu se dana alela odliSuje od alely v fadku ¢.1. (13= tfeti .intron,
16= Sesty intron, E7= sedmy exon). Radek 1-10 = ziskané vysledné kombinace alel. Hodnota Base
Calling Score (BCS) udava kvalitu a ¢istotu sekvence. 5"UTR= 5 nepiekladana oblast

V této tabulce vidime vice vysledki u validace provedené dne 21.8.2012 ( novym programem ve stejném
softwaru), zatimco u pfedeslych validaci bylo vice vysledkd u analyz provedenych pited 21.8.2012
(program neanalyzoval a tim i nevyloucil n€které sekvence). Diivodem mohla byt kvalita vzorku, nebo
program analyzoval delsi ¢ast genu=> vice vysledkl

Analyza ze dne 30.7.2012 Analyza ze dne 21.8.2012

Kombinace alel Kombinace alel

1 C*07:02:01:0 C*07:02:01:01 OR C*07:02:01:01 C*07:02:01:01 OR
2 ' C*07:02:01:01 C*07:02:01:01 12,16
3 C*07:02:01:0 C*07:02:01:03 13 C*07:02:01:01 C*07:02:01:03 13

4 (12*07:02:01:0 C*07:50 E7 C*07:02:01:01 C*07:50 E7

5 ' C*07:02:01:02 C*07:02:01:02 12,16
6 C*07:02:01:02 C*07:02:01:03 12,13,
7 C*07:02:01:02 C*07:50 :S,IG,
8 C*07:02:01:0 C*07:02:01:03 I3 C*07:02:01:03 C*07:02:01:03 IIE37

9 :C3:*07:02:01:0 C*07:50 13, C*07:02:01:03 C*07:50 I3,E7
10 2*07:50 C*07:50 E; C*07:50 C*07:50 E7

Base Calling Score= 64

Base Calling Score= 63

Tab. 5 - Porovnani alelovych parti u vzorku G1, pouzit kit HLA - SuBiTo DRB1

Radek 1 = ziskané vysledné kombinace alel. Hodnota Base Calling Score (BCS) udava kvalitu a &istotu
sekvence.

Analyza ze dne 14.7.2011

Analyza ze dne 21.8.2012

1

Kombinace alel

DRB1* 11:03

DRB1*11:03 DRB1*11:03

Base Calling Score= 83

Kombinace alel

DRB1*11:03
Base Calling Score= 83
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Tab. 6 - Porovnani alelovych parti u vzorku G2, pouzit kit HLA - SuBiTo DRB1

Radek 1- 3 = ziskané vysledné kombinace alel. Hodnota Base Calling Score (BCS) udava kvalitu a

¢istotu sekvence.

Analyza ze dne 14.7.2011

Analyza ze dne 21.8.2011

Kombinace alel

1 DRB1*07:01:01: DRB1*07:01:01:01

01

2 DRB1*07:01:01: DRB1*07:01:01:02

01

3 DRB1*07:01:01: DRB1*07:01:01:02

02
Base Calling Score= 66

Kombinace alel
DRB1*07:01:01: DRB1*07:01:01:01
([))1RBl*07:01:01: DRB1*07:01:01:02
([))1RBl*07:01:01: DRB1*07:01:01:02
gise Calling Score= 82
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