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ODBER VZORKU
PRO MOLEKULARNE GENETICKE VYSETRENI

Pro vétSinu vySetfeni je primarnim materidlem nesrazliva periferni krev, s tim,
Ze vétsinou lze zpracovat i jiny material (kostni dfen, bukéalni sliznice, plodova
voda, pupecnikova krev, kultivované amniocyty, pevné tkané).

Pro vybrana vySetfeni je nutny rychly transport do laboratofe (do 24 / 48 hodin)
s tim, Ze s prodluZujici se dobou od odbéru klesa vytéznost izolace DNA a tim
i Gspésnost vlastniho laboratorniho vySetfeni. Pfipadné je vzorek plné znehod-
nocen.

Vyjimky:

Janus tyrozin kindza 2 (JAK2) — min. 6 ml periferni krve do EDTA, jiny material nelze
pouZit.

Stanoveni RHD genu z fetalni DNA — min. 12 ml periferni krve téhotné do EDTA,
jiny material nelze pouzit.

Detekce Parvoviru B19 — doporuceny material: kostni dfen, pupecnikova krev, kul-
tivované amniocyty; v periferni krvi je ¢asto podlimitni mnoZstvi virovych partiku-
i, proto nelze vyloucit faleSna negativita.

Vzorky zasilejte do laboratofe pomoci potrubni poSty, centralniho svozu, pfipad-
né jinym svozem:

Klinické laboratofe Transfuzniho oddéleni
Krajska zdravotni a.s.

Masarykova nemocnice v Usti n. L.
Socialni péce 3316/12A

401 13 Usti nad Labem

Zkumavky s materialem nikdy nezmrazujte, lze je skladovat az 3 dny pfi 4-8 °C
(v chladicim zafizeni).

Zmrazeny vzorek je nutné skladovat i transportovat pfi min. -18 °C, pfi opakova-
ném zmrazovani a rozmrazovani materialu dochazi k nevratné destrukci DNA a tim
ke znehodnoceni vzorku.
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HEREDITARNI TROMBOFILIE
TROMBOTICKE STAVY

Nazev vySetieni: Hereditarni trombofilie / Trombotické stavy
Zkraceny nazev: Trombofilie

Popis

Leidenskd mutace faktoru V (FV) G1691A se vyskytuje u vice neZ 95 % osob
s APC rezistenci, coZ predstavuje vyskyt u cca 20 % pacientl s tromboembolickou
nemoci (TEN) — normalni populacni frekvence je 3-6 %. Leidenskd mutace FV
zplisobuje zaménu aminokyseliny argininu za glutamin v pozici 506 a vyznamné
snizuje rychlost $tépenf faktoru V (prodlouZent aktivity FV). Mutace FIl protrombinu
(G20210A) se u nemocnych s TEN vyskytuje v 6-8 %, koinheritance (koincidence)
mutace FV-L a mutace Fll je asi 1:1000. Mutace FV-L a Fll jsou autozomalné domi-
nantni s rliznou expresivitou (fenotypicky se nemusf projevit).

Rizikovymi faktory pro hyperhomocysteinemii, aterosklerézu a také TEN jsou
polymorfismy v genu MTHFR — metylentetrahydrofolat reduktaza (podili se na me-
tabolismu folat(). Tyto polymorfismy sniZuji aktivitu MTHFR — vice polymorfismus
C677T, druhy polymorfismus A1298C se u nas vySetfuje pouze u heterozygotd pro
C677T (jako samostatny rizikovy faktorma A1298C maly vyznam —vyznamny pouze
v kombinaci s C677T). Vyssi koncentrace homocysteinu a vyskyt hyperhomocys-
teinemie je unosicl genetického polymorfismu MTHFR sdruZeny s nizkou hladinou

vitamind B6, B12 a kyseliny listové.

V pripadé jasného klinického obrazu a nepfitomnosti vySetfovanych mutaci se
vzacné miZe jednat o jiné mutace vySetfovanych gend nebo mutace dalSich gen(i
podilejicich se na koagulacni kaskadé nebo metabolismu folatl (tzv. genové
pozadi).

Mutace FV (G1691A), Fll (G20210A) a oba polymorfismy MTHFR (C677T a A1298()
vySetfujeme nejméné jednou tydné pomoci metodiky pfimé diagnostiky (PCR
a nasledna RFLP v misté mutace).

Indikace

1. Opakovana Zilni trombéza v anamnéze
2.Vék pod 50 let a Zilni tromb6za

3. Idiopaticka Zilni tromb6za
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4. ZilnT trombéza po trivialni provokaci

5. Zilni trombéza v netypické lokalizaci

6. Hluboka Zilni trombéza s komplikaci (napf. plicni embolie)

7. Opakované spontanni potraty ve Il. trimestru (> 2x)

8. Intrauterinni rlistova retardace plodu a preeklampsie v gravidité

9.Jiné tromboembolické komplikace v gravidité: trombdza pupecniku, placenty,

abrupce placenty, hluboka Zilni trombéza

10. Pozitivni osobni nebo rodinnd anamnéza tromboembolie pred preskripci
antikoncepce ¢i hormonalni terapie

11. Pozitivni vysledek vySetfeni APC rezistence

12. Ischemicka cévni mozkova pfihoda a transitorni ischemicka ataka u osob
mladSich 60 let

13. Ateroskler6za
14. Hyperhomocysteinemie

Indikuje
internista, neurolog, chirurg - po konzultaci s hematologem
hematolog a klinicky genetik

U pacientl se zachytem hereditarni formy TEN nebo nosi¢stvi mutace FV-L, Fll
(MTHFR) je doporuceno vysSetfeni klinickym genetikem — ur€eni genealogie rodiny
a zvazeni genetického rizika.

Pred vySetfenim je nutny pisemny souhlas pacienta / zakonného zastupce s vySetfenim
a uskladnénim DNA.

Druh veliciny: pfitomnost / nepfitomnost mutace
Material k analyze: nesrazliva periferni krev

Odbér

a nesrazliva periferni krev, zkumavka s protisrazlivou latkou K;EDTA minimalné 2 ml
a po odbéru je mozné krev uchovavat v lednici, nemrazit!

a neodebirat do lithium heparinu

a odbér neni nutno provadét nalac¢no

Vzorek poslat do laboratofe do 3 dni po odbéru. Pfi delSim skladovani dochazi
k degradaci leukocytl a tim ke sniZeni Gspésnosti vySetieni.
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Referencni hodnoty:
Negat. — mutace nebyla prokazana
Pozit. — mutace byla prokdzana (heterozygotni nebo homozygotni stav)

Metoda: PCR s naslednym Stépenim restrikéni endonukledzou
Provadi se: 1 x za tyden

Doba odezvy: do mésice

Odbornost: 816

DETEKCE GENU HLA-B27

Nazev vySetfeni: Detekce genu HLA-B27
Zkraceny nazev: HLA-B27

Popis

Vice neZz 95 % pacientd s ankylozujici spondylitidou (AS) nese gen HLA-B27.
K urceni diagnézy vsak prikaz B27 nestaci, tento antigen se vyskytuje u 7 %
bélochl. Pouze u 3 % procent B27 pozitivnich bélochl dojde k rozvoji nékteré
formy AS, proto se testovani B27 pouZiva jen pro vylouceni diagnézy AS.

Pficina autoimunitniho onemocnéni AS neni pfesné znama, predpoklada se,
Ze souvisi s nefunkéni homodimerni formou molekuly antigenu B27. V soucasné
dobé je znamo vice nez 106 alelickych variant HLA-B27 genu (do roku 2012).
Antigeny B27 se rozliSuji do nékolika typ( podle modifikaci a zamén aminokyselin
v sedmi strukturnich ,kapsach" A-F proteinu. Nejvétsi rozdily mezi variantami
spojované s AS a také s rezistenci proti AS lezi v ,kapsach®“ C, D a F. Alelicka
varianta B*2705 nesouci typické zmény v F ,,kapse” proteinu je v evropské populaci
majoritni a je zaroven spojovana s AS. U nékterych alelickych variant B*2706
a B*2709 se prokazat asociaci s AS nepodafilo.

Metodou molekularné genetické detekce genu B27, vyuZivajici polymorfismus
v exonu 2, lze v nasi laboratofi detekovat vétsinu alelickych variant z celkovych
106. Pouze nékteré v evropské populaci vzacné alely B*2712, B*2716, B*2718
a B*2723 a dalsi nami zavedenou metodou detekovat nelze, podle ultrastruktury
proteinu se nepfedpoklada vyznamna asociace s AS (Yagiie J., Tissue Antig.,
1999), frekvence alelickych forem nedetekovatelnych nasi metodou je mensi neZ
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0,1 % ze vSech B27 genotypd.

Vysledek molekularné-genetického vySetfeni je nutné interpretovat v kontextu
s klinickym obrazem, u nékterych pacientd se mlzZe projevit AS bez pfitomnosti
genu HLA-B27 a riziko opakovani vyskytu AS se v rodiné alesponi s jednim nemoc-
nym zvySuje, protoZe HLA geny se dédi jako haplotyp a tim dochazi k udrZovani
nevhodné kombinace HLA gen(i pfedavanych spolecné na dalsi generaci.

Detekci HLA-B27 provadime 2x mésicné (v pfipadé malého mnoZstvi vzork(l pouze
1x mési¢né) pomoci metodiky pfimé diagnostiky (alelové specifickd PCR Casti
exonu 2 HLA-B genu).

Indikace
U pacientd s ankylozujici spondyloartritidou (AS) — morbus Bechtérev

Indikuje

revmatolog, prakticky |ékaf, ortoped apod.

Pred vySetfenim je nutny pisemny souhlas pacienta / zakonného zastupce s vySetfenim
a uskladnénim DNA.

Druh veli€iny: pfitomnost / nepfitomnost alely HLA-B27

Material k analyze: nesrazliva periferni krev

Odbér

a nesrazliva periferni krev, zkumavka s protisrazlivou latkou K.EDTA minimalné
2 ml
a po odbéru je mozné krev uchovavat v lednici, nemrazit!
a neodebirat do lithium heparinu
a odbér neni nutno provadét nalac¢no
Vzorek poslat do laboratofe do 3 dni po odbéru. Pfi delSim skladovani dochazi
k degradaci leukocytl a tim ke sniZeni Gspésnosti vySetreni.

Referen¢ni hodnoty
Negat. — alela HLA-B27 nebyla prokézéana
Pozit. — alela HLA-B27 byla prokéazana (heterozygotni nebo homozygotni stav)

Metoda: alelové specificka PCR
Provadi se: 1 xza 14 dn
Doba odezvy: do mésice

Odbornost: 816

SEZNAM VYSETRENI - KLINICKE LABORATORE TRANSFUZNIHO ODDELENI - DNA laboratof 2013

strana 7



STANOVENI RHD GENU Z FETALNI DNA

Nazev vySetfeni: Stanoveni RHD genu z fetalni DNA volné kolujici v krvi matky
Zkraceny nazev: RHD gen z cffDNA

Popis

Urceni RhD pozitivity nebo negativity je dano pfitomnosti RhD antigenu na po-
vrchu erytrocyt(l. Problém mdZe nastat v téhotenstvi, ¢eka-li RhD negativni Zena
RhD pozitivni dité. Dostanou-li se v takovém ptipadé erytrocyty plodu do krevniho
obéhu matky, midZe dojit k tvorbé protilatek anti-D, které po priichodu placentou
zplsobuji hemolyzu erytrocytd plodu. K problémdm vétSinou nedochazi v pribéhu
prvniho téhotenstvi. K prostupu RhD pozitivnich erytrocytli plodu do krevniho
fecisté matky mlZe dochazet hlavné pf¥i porodu, potratu, odbéru choriovych klk,
amniocentéze a jinych invazivnich vykonech prenatalni diagnostiky. V CR je viem
RhD negativnim Zendm bez prokdzanych anti-D protilatek preventivné podavan
anti-D imunoglobulin ve 28. tydnu téhotenstvi, po invazivnich vykonech v pribéhu
téhotenstvi a po porodu.

Z periferni krve matky je separovana plazma prosta vsech bunék. Z této plazmy
je provedena izolace volné plazmatické DNA vcetné fetalni DNA. Pomér volné
matefské a fetalni DNA se méniv pribéhu téhotenstvi: ve 12. tydnujsouto cca 3 %
av 15. - 16.tydnu je to cca 5 %. Po porodu volna fetalni DNA velice rychle mizi
a za 100 hodin po porodu je jiz v krvi matky nedetekovatelna.

Testujeme kombinaci exon(l 5 a 7 RHD (u ¢erno$ské populace lze detekovat pseu-
dogen RHD W) pomoci metody kvantitativni fluorescencni PCR na real-time PCR
cycleru. Kazdé vySetfeni ovéfujeme systémem internich kontrol pomoci geni
3-globin a SRY. Uspésnost vySetfeni je cca 98 %.

Terminy odbéru je vhodné navazat na jiz existujici schémata — gynekologicka,
geneticka.

Pfi urceni krevni skupiny matky — 12. tyden (riziko nedostatecného mnoZstvi
fetalni DNA)

biochemicky screening (MS AFP) — 15. - 16. tyden (vétSinou dostacujici mnoZstvi
fetalni DNA)

Indikace

a nalez klinicky vyznamného titru protilatky anti-D v t€hotenstvi
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Indikuje
gynekolog, imunohematolog

Pred vySetfenim je nutny pisemny souhlas pacienta / zakonného zastupce s vySetfenim
a uskladnénim DNA.

Druh veliciny: pfitomnost/nepfitomnost alely
Material k analyze: nesrazliva periferni krev

Odbér

a nesrazliva periferni  krev, zkumavka s protisraZlivou latkou K EDTA
minimalné 12 ml

a po odbéru je mozné krev uchovavat v lednici, nemrazit!

a neodebirat do lithium heparinu

a odbér nenf nutno provadét nalacno

Vzorek poslat do laboratofe do 24 hodin po odbéru. PFi delSim skladovani dochazi
k degradaci leukocytl a tim ke znehodnoceni volné plazmatické DNA.

Referenéni hodnoty

RHD gen — RHD pozitivni / RHD negativni
Metoda: kvantitativni fluorescencni PCR
Provadi se: statimové

Doba odezvy: do 72 hodin
Odbornost: 816

JANUS TYROZIN KINAZA 2

Nézev vySetfeni: Janus tyrozin kindza 2
Zkraceny nazev: JAK-2 V617F

Popis
Myeloproliferativni nemoci jsou charakterizovany nadbytec¢nou produkci krevnich

bunék. Velka ¢ast (vice neZ polovina) pacientli s myeloproliferativnimi chorobami
nese ziskanou mutaci V617F cytoplazmatické Janusovy tyrozin kinazy 2 (JAK2).
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Polycytemia vera (PV) je charakterizovand vyraznym zmnoZenim erytrocyt(
aobvykledochaziikezmnoZenibunékdalSich hematopoetickych fad. Bylozjisténo,
Ze vétSina pacientl s PV (74-97 %) ma v hemopoetickych kmenovych bufikach
v genu JAK2 mutaci. Gen JAK2 je lokalizovan na chromozomu 9p24, jeho produktem
je protein tyrosin kinaza, ktery hraje roli pfi pfenosu signall mezi membrano-
vymi receptory hematopoetickych rlstovych faktord a intracelularnimi signalnimi
molekulami. Mutace V617F ma za nasledek zdménu valinového zbytku za fenyl-
alaninovy v pozici 617 aminokyselinového tetézce (V617F) a zpdsobuje poruseni
autoinhibi¢ni aktivity. Mutace V617F v genu JAK2 je ziskana zména, ktera
se vyskytuje v rlzné velké frakci granulocyt(i periferni krve a u pacientd s PV
je ji prisuzovan zasadni vyznam v patogenezi tohoto onemocnéni. Dale je mutace
detekovana u 30-57 % pacientd s esencialni trombocytemii (ET) a u 35-95 %
pacientd s chronickou idiopatickou myelofibrézou (IMF).

Indikace
a potvrzeni diagndzy PV, ET, IMF

a potvrzeni klonalni poruchy hematopoetickych kmenovych bunék

a potvrzeni myeloproliferativni poruchy (bcr-abl negativni) v pfipadé vysokého
poctu erytrocytd, leukocytd nebo krevnich desticek

a odliSeni PV od sekundarni polyglobulie, ET od reaktivni trombocytézy

Indikuje
hematolog, onkolog, internista

Pred vySetfenim je nutny pisemny souhlas pacienta / zakonného zastupce s vySetfenim
a uskladnénim DNA.

Druh veliciny: pfitomnost / nepfitomnost mutace
Material k analyze: nesrazliva periferni krev

Odbér

a - nesrazliva periferni krev, zkumavka s protisrazlivou latkou K;EDTA min. 6 ml
a - po odbéru je mozné krev uchovavat v lednici, nemrazit!
a - neodebirat do lithium heparinu
a - odbér neni nutno provadét nalacno
Vzorek poslat do laboratote do 48 hodin po odbéru. PFi delSim skladovani dochazi

k degradaci granulocytd a tim zvySené pravdépodobnosti falesné negativniho
vysledku.
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Referencni hodnoty
Negat. - mutace nebyla prokazana

Pozit. - mutace byla prokazéna (smés bunék s rdiznym mutacnim statusem, pfip.
homozygotni stav)

Metoda: real-time PCR
Provadise: 1 xza 14 dn(
Doba odezvy: do mésice
Odbornost: 816

HEREDITARNi HEMOCHROMATOZA

Nazev vySetteni: Hereditarni hemochromatéza typ I.
Zkraceny nazev: HHC / HFE typ .

Popis

Hereditarni hemochromatéza (HHC) se déli do Ctyf typd.

HHC typ I. je dédic¢na autozomalné recesivni porucha metabolismu Zeleza s pro-
jevem obvykle po 30. roce véku. VySetfujeme tfi mutace genu HFE (C282Y, H63D,
S65C), mutace C282Y je piitomna u 60-100 % klinicky diagnostikovanych pacien-
tl s HHC typu I. Cca 5 % pacientd jsou sloZeni heterozygoté pro mutace C282Y
a H63D a do 2 % homozygoti pro H63D, mutace S65C se vyskytuje v kombinacich
s C282Y aH63D do 1 % (frekvence homozygotl pro S65C — pod 0,1 %). Normalni
populacni frekvence heterozygott pro C282Y — 7,8 % a H63D — 26 %, frekvence
homozygotd C282Y v CR je asi 1:400-1:600 (Cimburova M. et al, Genet epide-
miol. 2002).

SloZeni heterozygoti a homozygoti H63D maji obvykle mirnéjsi formu nemoci,
u heterozygotti pro mutaci C282Y se HHC obvykle neprojevi (pouze u necelych
5 %). U heterozygotd pro mutace H63D a S65C se také fenotypicky neprojevi.

U 5-15 % pacientll neni zjiSténa ani jedna z vySetfovanych mutaci — jde o vzacné
se vyskytujici mutace genu HFE nebo o mutace jinych gen( (tzv. genové pozadi),
popf. o jiné typy hemochromatézy.

Dal3i typy HHC — mutace leZi v jiném genu neZ HFE.
HHC typ Il. — tzv. juvenilni hemochromatéza (1q); typ lll. - HHC s autozomalné

dominantni dédi¢nosti (mutace v genu pro transferin nebo v genu pro receptor
transferinu); typ IV. — HHC s autozoméalné dominantni dédi¢nost (velmi vzacny typ).
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Vysetfované mutace genu HFE (t.j. HHC typ I): C282Y, H63D, S65C

Vysledek molekularné-genetického vySetfeni je nutné interpretovat v kontextu
s klinickym obrazem, u nékterych homozygott pro C282Y (H63D a sloZenych hete-
rozygot() nedojde k fenotypickému projevu véetné zvySeni hladiny ferritinu.

Test slouzi k potvrzeni dédicné formu HHC-typ I. a identifikaci osob v casném asym-
ptomatickém stadiu nemoci a ddle k prediktivnimu testovdni rodinnych prislusnikd.

Indikace

U pacientld s kumulaci Zeleza v organismu s nalezem jaternich lézi, u kardiomyo-
patii, hypogonadismu, DM I. po 30. roce véku apod. Pfedchazi vySetieni ferritinu
a saturace transferinu (Zadame o zapsani hodnot na Zadanku — alespofi mnoZstvi
ferritinu).

Indikuje

gastroenterolog, kardiolog, endokrinolog, klinicky genetik, internista
Doporuceno vySetfeni klinickym genetikem — ur€enf genealogie rodiny a zvazeni
genetického rizika.

Pred vySetfenim je nutny pisemny souhlas pacienta / zakonného zastupce s vySetfenim
a uskladnénim DNA.

Druh veliciny: pfitomnost / nepfitomnost mutace
Material k analyze: nesrazliva periferni krev

Odbér

a - nesrazliva periferni krev, zkumavka s protisraZlivou latkou K.EDTA min. 2 ml
a - po odbéru je mozné krev uchovavat v lednici, nemrazit!

a - neodebirat do lithium heparinu

a - odbér neni nutno provadét nalacno

Vzorek poslat do laboratofe do 3 dni po odbéru. Pfi delSim skladovani dochazi
k degradaci leukocytl a tim ke sniZeni Gspésnosti vySetieni.

Referencni hodnoty

Negat. - mutace nebyla prokdzana
Pozit. - mutace byla prokazana (heterozygotni nebo homozygotni stav)

Metoda: PCR s naslednym Stépenim restrikéni endonukledzou
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Provadise: 1 xza 14 dnQ
Doba odezvy: do mésice
Odbornost: 816

DETEKCE PARVOVIRU B19

Nazev vySetteni: Detekce parvoviru B19
Zkraceny nazev: Parvo B19

Popis

Parvovirus B19 patfi mezi bézné lidské patogeny, je fazen do Celedi Parvoviridae,
coZ jsou nejmensi neobalené DNA viry (- ss DNA). Parvovirus B19 je jediny z Celedi
Parvoviridae, ktery je patogenni pro ¢lovéka.

K pfenosu infekce dochazi pfimym kontaktem s nemocnym, transfuzi nebo
z matky na plod. U vétSiny imunokompetentnich jedincd probiha infekce asym-
ptomaticky nebo za nespecifickych pfiznakl lehce probihajici infekce hornich
cest dychacich. Promorenost populace 20letych je vy3Si neZ 80 % a s vékem stoupa.
Akutni infekce se mlZe u déti projevit jako ,patd nemoc* (erythema infecti-
osum) a u dospélych jako horecnata infekce. Intrauterinni infekce mlze u plodu
vyvolat kongenitalni aplastickou anémii nebo fetus mortus. PomnoZeni viru do-
chazi prevazné v erytroidnich progenitorovych bunkach, fetalnich myocytech
a endotelialnich bunkach.

Indikace

VlySetfeni se provadi pfedevSim u imunokompromitovanych jedincd (akutni
leukemie, vrozeny imunodeficit, transplantace, imunosupresivni terapie), u nichz
se miZe rozvinout perzistujici infekce s chronickym poSkozenim erytropoézy
a zivot ohroZujici anémii. Dal3i cilové skupiny jsou téhotné Zeny, jedinci s hema-
tologickymi poruchami a déti.

Indikuje

klinicky genetik, hematolog, détsky hematolog, détsky |ékafF, infekcionista

Pred vySetfenim je nutny pisemny souhlas pacienta / zakonného zastupce s vySetfenim
a uskladnénim DNA.

Druh veli¢iny: pfitomnost / nepfitomnost patogenu
Material k analyze: kostni dfen, pupecnikova krev, plodova voda, kultivované
amniocyty
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Odbér

a kostni dfen, pupecnikova krev: zkumavka s protisraZlivou latkou K EDTA
minimalné 1 ml

plodova voda: 7-10ml

kultivované amniocyty: 0,5-1ml

po odbéru je mozZné material uchovavat v lednici, nemrazit!

neodebirat do lithium heparinu

odbér neni nutno provadét nalacno

Vzorek poslat do laboratote do 3 dni po odbéru PFi delSim skladovani dochazi
k degradaci leukocytl a tim ke sniZeni Gspésnosti vySetfent.

Referencni hodnoty
Silné pozitivni / slabé pozitivni / negativni

Metoda: nested PCR — semikvantitativni

Provadi se: 1 x za mésic (dfive dle poZadavk( lékafd)
Doba odezvy: do mésice

Odbornost: 816

CELIAKALNI SPRUE (DQ2, DQ8)

Nazev vysetfeni: Celiakalni sprue (DQ2, DQS)
Zkraceny nazev: Celiakie

Popis

Celiakie (glutenova enteropatie, celiakalni sprue) je celoZivotni autoimunitni
onemocnéni, které se projevuje zanétlivymi stavy sliznice tenkého stfeva u jedincl
s genetickou predispozici. Onemocnéni je zplsobené nesnasenlivosti na lepek
(gluten) v potravé. Imunologicka intolerance ke glutenu vede k chronickym za-
nétlivym zménam ve sliznici tenkého stfeva spojenym s malabsorpci a prijmy.
Symptomy nemoci jsou velmi pestré, vyskytuji se rdizné klinické formy celiakie
od plné rozvinutych az k formam nedplnym ¢i bezpfiznakovym. Zakladnim vySe-
tfenim, které umoZniuje diagnézu celiakie, je enterobiopsie a sérologicky priikaz
protilatek proti transglutaminaze a IgA endomyzialnich protilatek. Histologicky
obraz v duodenalni sliznici je sice pro celiakii pfiznacny, ale neumoziuje jedno-
znacny diagnosticky zavér. Manifestaci onemocnéni miZe pfedchazet zatéZova
situace (t€hotenstvi, infekce, operace). Celiakie Casto byva asociovana s jinymi

SEZNAM VYSETRENI - KLINICKE LABORATORE TRANSFUZNIHO ODDELENI - DNA laboratof 2013

KZ Krajska zdravotn, as.

- Masarykova nemocnice &
v Usti nad Labem, o0.z. w strana 14



autoimunitnimi chorobami (diabetes I. typu, autoimunitni thyreoiditida). V CR je
odhad prevalence celiakie kolem 1:200-250. VétSina nemocnych (vice nez 80 %
pfipad() vsak zdstava nediagnostikovana, véasna diagnéza je pritom dllezita
pro zahajeni bezlepkové diety.

Dédi¢nost onemocnéni je autozomdalné dominantni s nedplnou penetranci.
Genetické vySetfeni predispozi¢nich HLA alel Il. tfidy kédujicich heterodimer DQ2
(DQA1*0501/DQB1*0201 nebo DQA1*02:01/DQB1*02:02) a heterodimer DQS8
(DQA1*0301/DQB1*0302) mizZe slouZit jako diagnosticky marker pro onemoc-
néni celiakii. Heterodimer HLA-DQ2 se vyskytuje asi u 95 % pacient( s celiakif
ve srovnani s 20 % u zdravych osob. Riziko pro jednotlivce spojené s pfitomnosti
heterodimeru HLA-DQ2 je 50x zvySeno oproti primérnému riziku v populaci. Asi
5 % pacientd, ktefi jsou HLA-DQ2 negativni, byvaji pozitivni na HLA-DQ8, Casto
jesté ve spojeni s alelou HLA-DRB1*04(DR4). Genetické vySetfeni ma vysokou
negativni prediktivni hodnotu, nepfitomnost predispozi¢nich alel DQ2/DQ8
témér jisté (99 %) vyluCuje diagndzu celiakie. Ve srovnani se sérologickym
vySetfenim protilatek vykazuje mensi vyskyt faleSné negativnich vysledkd, zejména
u déti mladsich 2 let a u pacient( na bezlepkové dieté.

V nas$i laboratofi provadime genotypizaci HLA-DQ2 a HLA-DQ8 pomoci komeréni
CE diagnostické soupravy, kterd vyuZiva SSP-PCR a pfimou elektroforetickou
detekci.

Doporuceni k vySetfeni — zaméreno pfevazné na atypické projevy celiakie popf.
neodpovidani na l&cbu.

Indikace

a pozitivni rodinna anamnéza

a gastrointestinalni symptomy (malabsorpce, prijmy, bolesti bficha s flatulenci)
a jind autoimunitni onemocnéni (diabetes mellitus I. typu, thyreoiditida)

a neprospivani u déti (déti s rlstovou retardaci)

a osteopordza nepfimérena véku

a anemie neznamého plvodu

Indikuje

gastroenterolog, détsky lékaF, imunolog, internista

Pred vySetfenim je nutny pisemny souhlas pacienta / zakonného zastupce s vySetfenim
a uskladnénim DNA.

Druh veliciny: pfitomnost/nepfitomnost alely
Material k analyze: nesrazliva periferni krev
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Odbér

nesrazliva periferni krev, zkumavka s protisrazlivou latkou K.EDTA min. 3 ml
po odbéru je mozZné krev uchovavat v lednici, nemrazit!

neodebirat do lithium heparinu

odbér neni nutno provadét nalacno

Vzorek poslat do laboratofe do 3 dni po odbéru. PFi delSim skladovani dochazi
k degradaci leukocytl a tim ke sniZenfi Gspésnosti vySetfent.

Referencni hodnoty

Negat. - alela DQ2 nebo DQ8 nebyla prokazana
Pozit. - alela DQ2 nebo DQ8 byla prokazana

Metoda: alelové specificka PCR (SSP-PCR)
Provadi se: 1 x za mésic

Doba odezvy: do 6 tydnli

Odbornost: 816

GENOTYPOVANI KREVNICH SKUPIN

Nazev vySetfeni: Genotypovani krevnich skupin Rh, MNS, Kidd, Duffy, Kell
Zkraceny nazev: Krevni skup. Rh, MNS, Kidd, Duffy, Kell

Popis

Krevni skupiny se standardné vySetfuji fenotypicky, ale v pfipadech, ve kterych
je toto stanoveni nemozné jako potransfuzni reakce, polytransfundovany pacient
nebo pozitivni pfimy antiglobulinovy test (PAT), pouZivame genotypovani krevnich
skupin.

Rh systém predstavuje soubor celé fady antigen( lokalizovanych na RhD a RhCcEc
proteinech Rh komplexu erytrocytové membrany. U kavkazské populace je RHD
negativni skupina zplisobena kompletni deleci genu RHD. V genu RHCE deteku-
jeme polymorfismy (SNP) v intronu 2 — RHC/c a exonu 5 — RHE/e. Antigeny MNS
kéduji geny GYP-A a GYP-B, detekujeme SNP v exonu 2 (MN) a exonu 4 (Ss).
Antigeny Duffy kdduje gen gpD — SNP v exonu 2, antigeny Kidd gen SLC14A1 — SNP
v exonu 9. Antigeny Kell a Cellano kdéduje gen KEL a detekujeme SNP v exonu 6.

Pro genotypovani pacienta a nasledny vybér transfuzniho pfipravku pro poly-
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transfundovaného pacienta (Ci s PAT pozitivitou) je nezbytna konzultace s lékafem
transfuzniho oddéleni.

Indikace

a potransfuzni reakce

a nemoznost provedeni fenotypizace krevnich skupin (pozitivni pfimy
antiglobulinovy test)

a polytransfundovany pacient

Indikuje

hematolog-transfuziolog

Pred vySetfenim je nutny pisemny souhlas pacienta / zakonného zastupce s vySetfenim
a uskladnénim DNA.

Druh veli¢iny: pfitomnost/nepfitomnost alely
Material k analyze: nesrazliva periferni krev, bukalni sliznice

Odbeér:
Periferni krev

nesrazliva periferni krev, zkumavka s protisrazlivou latkou K;EDTA minimalné 2 ml
po odbéru je mozné krev uchovavat v lednici, nemrazit!

neodebirat do lithium heparinu

odbér neni nutno provadét nalac¢no

Bukalni sliznice

a odbér bukalni sliznice se provadi stérem na nylonovy tampon

a vzorek nutné ihned transportovat do laboratofe nebo pred transportem
nechat min. 2 hodiny oschnout

a odbérové tampony jsou k dispozici na vyzadani

Vzorek poslat do laboratofe do 3 dni po odbéru. Pfi delSim skladovani dochazi

k degradaci leukocytl a tim ke sniZeni Gspésnosti vySetfent.

Referencni hodnoty

Rh faktor — RHD+ / RHD-; varianty RHCE — RHC/c a RHE/e; MNS — MM/MN/NN
a SS/Ss/ss; Kidd — Jk AA/AB/BB; Duffy — Fy AA/AB/BB, Kell — KK/Kk/kk (kk - cellano)

Metoda: alelové specificka PCR (SSP-PCR)
Provadi se: statimové v pracovnich dnech

Doba odezvy: do 24 hodin
Odbornost: 816
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MIKRODELECE CHROMOZOMUY

Nazev vySetteni: Mikrodelece chromozomu Y
Zkraceny nazev: ---

Popis
Mikrodelece chromozomu Y (dale mikrodelece Y) se vyskytuje u 8 % vSech
neplodnych muzd. Mikrodeleci Y méa aZ 50 % azospermikd, az 28 % muzl s tézkou
oligospermii (do 5 mil./1ml), u ostatnich oligospermii nad 5 mil./1ml je to asi 6 %
muzd.

Vznik mikrodeleci je prakticky vZdy de novo. Velmi vzacné se dédi drobna delece,
ktera se v dalsi generaci mlzZe vyznamné zvétsit.

VySetfeni je zaloZeno na principu detekce DNA Yq ramen (dlouhych ramen chro-
mozomu Y), kde jsou lokalizovany geny podilejici se na vyvoji testes a spermiogenezi
— u mikrodeleci ¢ast tohoto Gseku chybi.

VySetfujeme t¥i oblasti Yq ramen oznacované jako AZFa, AZFb a AZFc (AZF — azo-
in azospermic).

Cim je deletovany dsek del3i, tim je men3i mnoZstvi spermif v ejakulétu, rozsahlé
delece AZF oblasti jsou pficinou syndromu “Sertoli cells only*“.

V kazdé oblasti AZFa-c detekujeme 2 STS markery, které jsou jedinecné pravé
pro tuto oblast chromozomu Y. Yq ramena pokryjeme 6 STS markery a detekujeme
naprostou vétSinu mikrodeleci vedouci k oligo- a azospermii (metodika viz Labo-

ratory Guidelines EMQN).

Indikace

U dysfertilnich muZzd s azospermii nebo oligospermii (pod 5 mil. spermii na 1ml
ejakulatu).

Vhodné vySetfeni pfed IVF a ICSI apod. Pfi podezfeni na strukturdlni aberace
chromozomu Y — predevsim Yq ramene. Pred vysetfenim (event. soubézné) je nutné
vySetfeni karyotypu (na Oddéleni lékafské genetiky, Krajské zdravotni, a.s. — Ma-

sarykovy nemocnice v Usti nad Labem, 0.z.).
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Yp Yq

I

SRY ZFY AZFa AZFb AZFc

Indikuje

klinicky genetik, sexuolog (doporucena konzultace s klinickym genetikem)

Pred vySetfenim je nutny pisemny souhlas pacienta / zakonného zastupce s vySetfenim
a uskladnénim DNA.

Druh veli¢iny: pfitomnost / nepfitomnost mutace
Material k analyze: nesrazliva periferni krev

Odbér

a - nesrazliva periferni krev, zkumavka s protisrazlivou latkou K,;EDTA min. 2 ml
a - po odbéru je mozné krev uchovavat v lednici, nemrazit!

a - neodebirat do lithium heparinu

a - odbérneni nutno provadét nalacno

Vzorek poslat do laboratofe do 3 dni po odbéru. Pfi delSim skladovani dochazi
k degradaci leukocytl a tim ke sniZeni Gspé3nosti vySetfent.

Referen¢ni hodnoty

Negat. — mutace nebyla prokazana
Pozit. — mutace byla prokazana (heterozygotni nebo homozygotni stav)

Metoda: multiplex PCR
Provadi se: 1 x za mésic
Doba odezvy: do mésice
Odbornost: 816
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Kontakt

Krajska zdravotni, a.s.

Masarykova nemocnice v Usti nad Labem, o.z.
Klinické laboratore transfuzniho oddéleni
Socialni péce 3316/12A

401 13 Usti nad Labem
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tel.: 477 113 430
e-mail: jiri.masopust@kzcr.eu
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