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1. Uvod

Cilem dokumentu je informovat lékafe a Zadatele o laboratorni vysSetfeni o nabidce
sluzeb Laboratore Elphogene (dale jen Elphogene). Laboratorni pfirucka je uréena zejména
lékarim, zdravotnim sestram a potencionalnim klientiim jako prehledny zdroj informaci o
laboratofi, popisuje preanalytické faze a postanalytické faze laboratorniho vySetieni (zasady
odbéru, zplsob poZadovani vysetieni a vydavani vysledkl, spektrum laboratornich vysetreni,
vydavani vysledk( atd.).

Laboratorni prirucka je soucasti fizené dokumentace laboratore, je pravidelné aktualizovana
a Zadatellm o vySetfeni je kdispozici na webovych strankach laboratore -

www.elphogene.cz.

Laboratorni pfiru¢ka je pripravena v souladu s normou CSN EN ISI 15189 ed.3:2023.
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2. Zakladni informace o laboratori

2.1. Identifikace laboratore

Nazev organizace: Elphogene, s.r.o.
Adresa pracovisté: Budova Carolina centrum
Drnovska 1112/60
161 00 Praha 6 — Ruzyné
Identifikacni udaje: ICO: 07717067
DIC: CZ07717067

Provozni doba: Pondéli — Patek 8:00 — 18:45

Sobota — Nedéle 10:00-17:00

Pfijem vzorka: Pondéli — Patek 8:00 - 18:45

Sobota — Nedéle 10:00-17:00

Odbér vzork: Pondéli — Patek 8:00-18:00

Reditel spole¢nosti: doc. RNDr. Marek Minarik, Ph.D.

Tel: +420 737 455 711

Email: mminarik@elphogene.cz

Vedouci laboratore: RNDr. Martina Putzova, Ph.D.
Tel: +420 226 203 573

Email: info@elphogene.cz
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2.2. Zaméreni laboratore a spektrum nabizenych sluZeb

Elphogene je nova laboratofr, ktera vznikla odStépenim od spolecnosti Genomac vyzkumny

ustav, jenz byl zaloZen v roce 2001 a od svého vzniku se zaméroval na testovani DNA a

aplikovany vyzkum v oblasti molekuldrni onkologie, vySetfovani geneticky podminénych

onemocnéni a uréovani otcovstvi.

Laborator Elphogene se v prvni radé zaméruje na vyzkum a vysetfeni vzork( v oblasti

molekuldrni onkologie. SpoleCnost ma statut nestatniho zdravotnického zafizeni. Pravidelné

se Ucastni mezinarodnich kontrol kvality (EMQN, EQA) a kontrol kvality v Ceské republice.

Vroce 2020 po rozsifeni a ndasledném ndastupu pandemie viru SARS-CoV-2 se laboratof

zapojila do molekularné-genetického testovani pritomnosti viru SARS-CoV-2, kdy absolvuje

pravidelné kontroly kvality (QCMD, WHO).

Kontakty na pracovniky spole¢nosti a laboratore

Seznam odbornych pracovniku:

doc. RNDr. Marek Minarik, Ph.D.:

RNDr. Martina Putzova, Ph.D.:

Mgr. Barbora Minarikova (Belsanova):

Doc. MUDr. Lenka Foretova, Ph.D:

Mgr. Petra Kroupova :

reditel

vedouci laboratore

VS odborny pracovnik s registraci a specializaci

odborny pracovnik v laboratornich metodach a

v pripravé lécivych pfipravk(

Odborny pracovnik s registraci a specializaci v

oboru klinickd genetika, metrolog,

lékar

klinicky genetik s atestaci

Odborny pracovnik v laboratornich metodach a

pripravé |écivych pripravk(

manazer kvality
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Ostatni laboratorni personal
Pracovnici laboratore nakladaji s osobnimi udaji ve smyslu nafizeni Evropského parlamentu a
Rady ¢. 2016/679, obecné nafizeni o ochrané osobnich udajd (General Data Protection

Regulation, GDPR).

2.3. Spektrum nabizenych sluzeb

Laborator je zamérena na molekularné-genetické analyzy véetné odpovidajici interpretace.
Molekularné-geneticka vysetfeni jsou provadéna citlivymi laboratornimi metodami na
principu DNA/RNA analyz. Sluzby laboratofe jsou navrZeny tak, aby splfiovaly potieby klientl
a lékard.

Laborator poskytuje tato vysetreni:

I1zolace nukleovych kyselin (DNA/RNA)

Izolace DNA i RNA

Detekce somatickych mutaci pomoci denaturacni kapilarni elektroforézy

- Pomoci denaturacni kapilarni elektroforézy jsme schopny detekovat jakékoliv
somatické mutace
- Mezi akreditované somatické mutace patfi:
1. Stanoveni mutaciv genu EGFR exonu 19, 20 a 21 metodou PCR (E®)

2. Stanoveni mutaci v genu KRAS exonu 2, 3 a 4 metodou PCR (EQ)

Detekce pritomnosti virové RNA (SARS-CoV-2) s vyuzZitim metod real-time PCR

- Pomoci real-time PCR jsme schopni detekovat poZadované varianty SARS-CoV-2

metodou diskriminacni PCR
3. Preanalyticka faze

3.1. Odbéry vzorkii mimo Laborator

Vysetfeni oncoMonitor

Pred odbérem vzorku, musi byt klient fadné informovan o dlivodu a pribéhu vysetreni a
s timto vySetfenim souhlasit, coZz stvrzuje svym podpisem na informovaném souhlasu (viz

pfiloha ¢.1). Stav pacienta, klienta, vlastni odbér materialu, jeho transport do laboratore,
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uchovavani a dals$i manipulace se vzorkem pred analyzou mohou ovlivnit konecny vysledek
analyzy. Podrobné podminky pro odbér, skladovani a prepravu vzork( do Elphogenu jsou
popsany v kapitole 5 u jednotlivych typl vySetfeni. Obecné vsak plati, Ze vzorky standardné
pfijimané do laboratore k naslednému zpracovani jsou:

- DNA

- Cerstva tkan, bukalni stér, krev odebrana do specialnich transportnich zkumavek,

separovana plazma na ndmi definovanych podminek

- archivovana tkan ve formé parafinovych bloc¢kd ¢i fez, bunéény natér na

cytologickém skle

Ostatni typy vzork( jsou prijimany pouze po predchozi domluvé s vedouci laboratore.
Vzorky jsou do laboratofe dodavany postou, kuryrem nebo jinou transportni sluzbou,
sanitarnim vozem vypravenym odesilajicim zdravotnim zafizenim a osobné klientem,
Iékarem ¢i pracovnikem laboratore.

Vzorky musi byt do laboratore dodany v takovém obalu, aby bylo maximalné zamezeno
jejich poskozeni nebo vyteceni. Doporucujeme ulozZeni vzork( v plastovych (PE) zkumavkach
(DNA, tkan, krev, bukalni stéry) nebo krabickach (archivované vzorky) a pfi dopravé postou
nebo kuryrem vloZeni do bublinkové nebo jinak vyztuzené obalky ¢i chladici nadoby.

DNA izolovana z rlznych material( a rozpusténa v TE pufru nebo ve sterilni vodé muze
byt skladovana kratkodobé pri 4°C a dlouhodobé pfi -18 az -24 °C. Vzorky DNA musi byt
dopravovany v chlazené nadobé. Krev, bukalni stér nebo Cerstvou tkan je tfeba po odbéru
skladovat pfi 4-8 °C po dobu maximalné jednoho dne. Pokud se predpoklada delsi
uskladnéni pred odeslanim do laboratore, je tfeba odebrany biologicky material uchovavat
pfi -18 az -80°C. Vzorky krve pro separaci plazmy musi byt dopravovany do laboratore ve
specidlni odbérové soupravé, kterd je dodavana laboratofi Elphogene. Cerstvd tkan
v chlazené nadobé.

Archivovany biologicky materidl (fixovana tkan v parafinovém blocku nebo fezu,
bunécény natér na cytologickém skle, FTA karta) lze uchovavat pfi laboratorni nebo pokojové
teploté a za stejnych podminek i transportovat do laboratore.

Kazdy vzorek biologického materidlu je povazovan za potencialné infekéni, proto je
po odbéru nutné zamezit jeho mozZznému kontaktu s pacienty i vefejnosti. Svoz vzork( musi

byt zajistovan v uzavienych nadobach ¢i boxech tak, aby béhem transportu nedoslo ke
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kontaminaci osob nebo dopravnich prostfedk( pouzitych k prepravé. V pripadé rozliti je

treba se fidit platnymi zasadami dezinfekce a dekontaminace.
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VysSetreni ha pfitomnost SARS-CoV-2

Odbér vzorkQl je zajistovan spolecnosti vysetfi.mé,

ktera provozuje nékolik

odbérovych mist pro testovani pritomnosti SARS-CoV-2 v Praze. Vzorky jsou nasledné

v predem urcenych €asech nékolikrat denné transportovany kuryrni sluzbou do laboratore.

3.2. Odbéry vzorki v Laboratori

Pracovnici laboratore neprovadi odbéry primarnich vzorka.

3.3  Prijem primdrnich vzorkdi

Vsechen materidl je do Elphogenu pfijiman béhem provozni doby 8:00 — 18:45 hod,

v pfipadé telefonické domluvy i mimo pracovni dobu. Vzorky mohou byt dodané postou,

kuryrem, sanitarnim vozem nebo osobné a jsou prejimany pracovnikem, ktery vzorky preda

do laboratore kompetentnim osobam. Nedilnou soucasti pfijimaného vzorku je Zzadanka na

molekularné genetické vysSetreni.

3.4 Doprovodné listy ke vzorkim

Nedilnou soucasti prijimaného vzorku kvySetfeni oncoMonitor je doprovodny list.

Zakladnimi doprovodnymi listy kvySetfenim zaddvanym lékafi jsou Zadanky vydavané

Elphogenem (pfiloha €. 2) Zddanka obsahuje néleZitosti pozadované normou 15189.

identifikace pacienta - jméno, pfijmeni, Cislo pojisténce

Cislo pojistovny (pouze v pfipadé hrazeni ZP)

jméno |ékare (Zadatele o vySetieni), adresa ambulance

identifikacni Cislo zatizeni
odbornost indikujiciho lékare

soupis pozadovanych vysSetreni

klinické informace o pacientovi (hlavni klinickd diagndza a pfipadné vedlejsi diagndzy)

datum a ¢as odbéru primarniho vzorku

Zadanka ke vzorkm na vySetieni piitomnosti SARS-CoV-2 je v elektronické podobé

(eZadanka v registru ISIN) dle poZzadovanych vladnich nafizeni.
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3.5 Prezkoumani prijatého vzorku

Biologicky materidl je pfi pfijmu prezkouman pracovniky laboratore spolecné s Zddankou.
Ucelem této kontroly je zajistit, aby se k dal$imu zpracovéni nedostal Zadny biologicky
vzorek, k némuz neni pfipojena fadné vyplnéna privodka ke vzorku nebo jinak nevyhovujici
vzorek. Jednotlivé kroky pfezkoumani jsou nasleduijici:

- prifazeni biologického materidlu k Zadance nebo privodce ke vzorkim dle

identifikacnich udajd uvedenych na obalu vzorku (zkumavce, mikroskopickém skle,

parafinovém blocku apod.)

- posouzeni kvality biologického materiadlu na zakladé kontroly neposkozenosti obalu
vzorku (zkumavka, krabicka), vzhledu vzorku (konzistence, zplisob fixace, zabarveni

atd.) a jeho mnozstvi (objem, velikost)

- kontrola spravného, Citelného a kompletniho vyplnéni doprovodného listu (Zadanky

nebo privodky ke vzorkdm) dle bodu 3.2. véetné vsech poZadovanych podpist

Potvrzenim shody s pozadavky je pridéleni identifikacniho Cisla danému vzorku a jeho
zaneseni do elektronické evidence vzorkd. Podrobny postup identifikace vzorkl je

zaznamenano ve smérnici SO1 Rizeni dokumentace a zaznama.

Seznam vzork( pro vysetfeni pfitomnosti SARS-CoV-2 jsou zadavatelem odesilany ve formé
soboru, ktery je nasledné administrativnim pracovnikem importovan do aplikace Elphogene.
Podrobny postup identifikace a pfijem vzorku je zaznamenan vSOP 02 Vysetfeni na

pritomnost RNA viru SARS-CoV-2 metodou real-time PCR (RT-PCR)

3.6 Odmitnuti vzorki pro zpracovani

V pripadé zjisténi neshody v nékterém z krok( uvedenych v kapitole 3.5 laboratof vzorek
nezpracovava, vyzve e-mailem, postou Ci telefonicky zasilajici osobu k napravé a s dalSim
zpracovanim vzorku ¢eka, dokud nejsou potrebné informace ¢i dokumenty nebo novy vzorek

dodany.
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3.7 Dodatecné poZzadavky na vysetreni

Lékar nebo klient mGze doobjednat dalsi vySetieni. Podminkou je dostatecné mnozstvi a
kvalita vysSetfovaného biologického materidlu a dodani nového doprovodného listu

s dodate¢nymi poZzadavky na vysSetreni.

3.8 Skladovani vzorki po jejich prijeti

Vzorky jsou laboratofi zpracovavany postupné s ohledem na typ vySetfeni, respektive
urgentnost konkrétnich prfipadd. Pred zahajenim zpracovani jsou vzorky typu DNA, Cerstva
tkan, bukalni stér, krev apod. uchovavany kratkodobé (do 1 dne) v lednici pfi teploté 4-8°C,
pfi delSim skladovani v mrazicim boxu pfi teploté -18 az -80°C. Archivované vzorky se
uchovavaji pti laboratorni teploté.

Vzorky pro vySetfeni prfitomnosti SARS-CoV-2 jsou kratkodobé uchovavany v lednici pti 4-
8°C, nasledné jsou archivovany po dobu 14 dnd v mrazicim boxu, pro pripad vyzadani si
vzorku k dalSim analyzam Statnim zdravotnim uUstavem. Po uplynuti této doby jsou vzorky
zlikvidovany. Vsechny pozitivni vzorky jsou odesilany do SZU na pripadné celogenomové

sekvenovani.

3.9 Vysetrovadni ve smluvnich a spolupracujicich laboratorich

Laborator Elphogene nema smluvni a spolupracujici laboratofre.

4 Postanalyticka faze

4.1 Vydadvani vysledki

Laborator vydava vysledky ve formé vysledkové zpravy nebo telefonicky, a to
vyhradné té osobé, ktera je v doprovodném listu uvedena jako kontakt pro predani vysledkd.
Vysledkova zprava je vidy pripravena v tisténé formé a predana dle poZadavkl lékare Ci
klienta (v tiSténé formé, elektronicky nebo osobné). Vysledkovd zprava je zasildna vidy
v tisténé formé zadavajicimu lékari. Predani vysledk(l e-mailem, telefonicky nebo osobné je
pouze na zakladé zadani hesla, které se po domluvé doplni na privodku. Pfed vydanim
vysledkové zpravy jsou vysledky zkontrolovany a uvolnény opravnénou osobou vcetné jeji

autorizace.
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Vysledkové zpravy u vySetfeni zadavanych Iékafem musi vidy obsahovat:

identifikaci laboratore, ktera vysledek vydala
identifikaci pacienta (jméno a pfijmeni, Cislo pojisténce nebo rok narozeni)
identifikaci zadatele (jméno, adresa, ICP)

datum a ¢as odbéru primarniho vzorku

datum a ¢as pfijmu vzorku

diagndzu pacienta

vysledek vysetieni

druh dodaného biologického materialu

slovni komentaft, v pfipadé nutnosti slovni interpretaci
datum vydani vysledkové zpravy

identifikaci pracovnika zodpovidajiciho za analyzu

identifikace pracovnika uvolfujiciho vysledkovou zpravu

Akreditované vysetteni je na vysledkové zpravé oznaéeno symbolem SOP 1. 2%,

Vzor vysledkové zpravy je prilohou €. 3 tohoto dokumentu.

Ostatni vysledkové zpravy obsahuiji:

identifikaci laboratore, ktera vysledek vydala

identifikaci testovaného vzorku (jméno a pfijmeni nebo evidencni ¢islo vzorku)
datum ptijmu vzork

nazev zadaného testu

vysledek vysSetieni

druh dodaného biologického materialu

slovni komentaft, v pfipadé nutnosti slovni interpretaci

datum vydani vysledkové zpravy

identifikaci pracovnika zodpovidajiciho za analyzu

identifikace pracovnika uvolnujiciho vysledkovou zpravu

Vysledkové zpravy vysetieni pritomnosti SARS-CoV-2 jsou ve formé odkazu na stazeni zpravy
odesilany na e-mail klienta. Klient si zpravu stahne po zadani svého rodného Cislo, nebo
zadanim Cisla e-zadanky. Zprava o vysledku je také zaslana formou textové zpravy na
uvedené telefonni cislo.

Vysledkova zprava obsahuje:

identifikaci laboratore

identifikaci testovaného vzorku (jméno, pfijmeni, Cislo pojisténce, evidencni
oznaceni vzorku)
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- specifikaci vySetfovaného materidlu a metodiky vysetreni
- informace o datu a mistu narozeni klienta a Cislo cestovniho dokladu
- Cislo eZadanky v registru ISIN
- identifikaci odbérového mista a data a ¢asu odbeéru
- vysledek vySetreni
- potvrzeni o vysledku pro cestovni ucely
Vysledky jsou ihned po odeslani zaslany automaticky na UZIS, kde si klient taktéZ mize

stahnout vysledek.

4.2 Telefonické hlaseni vysledkii

Vysledky se sdéluji telefonicky v pripadé, Ze si o toto zadavatel (lékaf, klient) zazadal
v doprovodném listu nebo po predchozi domluvé svedouci laboratore. Zadavatel (lékar,
klient) je telefonicky ovérovan pomoci specifického Udaje uvedeného na doprovodném listu.
V pfipadé lékate se ovéfuje pomoci ICZ, v pFipadé klienta se ovéfuje pomoci hesla. Ozndmen
o hlaseni vysledk(l vramci akreditovanych vysSetfeni se zapisuje do knihy (Zaznam o
telefonickych hlasenich), ktery obsahuje: datum, ¢as, jméno odpovédného pracovnika
laboratore, jméno prijemce zpravy a vysledky vysetieni. Vysledek je pak zaslan jesté v tisténé

podobé.

4.3 Komunikace s laboratori

Stiznosti

Laboratof se snazi minimalizovat nedostatky a neshody ve své praci. Vytizovani stiznosti
je véci vedouciho laboratore a reditele zafizeni. Drobné pfipominky okamzité resi kterykoliv
pracovnik laboratofe a nasledné o tom informuje svého nadfizeného. V pripadé oficidlni
pisemné stiznosti je tato prosetiena vedenim laboratore a v co nejkratsi dobé vyfizena, coz
se vyjadfi formou pisemného zdznamu. Tento zdznam je uloZen a archivovan v dokumentech

laboratore.

Konzultace
Laboratof poskytuje poradenské sluzby, které vyfizuje vedouci laboratofe nebo
odpovédny pracovnik telefonicky nebo e-mailem. Taktéz vytizuje konzultace a pfipadné

dotazy zadavatell vySetieni.
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5 Seznam jednotlivych vySetreni
5.1 Izolace nukleové kyseliny

oncoMonitor

Popis:

Izolace nukleovych kyselin (DNA) je vychozi krok, ktery je podstatny pro vSechna nasledna
laboratorni vysetreni. Provadi se pomoci komercnich kitll. Kvalita a kvantita se stanovuje

pomoci gelové elektroforézy nebo spektrofotometricky.

Material pro izolaci DNA:

- periferni krev

- archivované preparaty (cytologické sklicko, parafinovy blocek)
- nativni tkan

- bukalni stér

- plazma

SARS-CoV-2

Popis:

Izolace RNA se provadi jako vychozi krok pro vySetfeni pfitomnosti viru SARS-CoV-2
z oropharyngealnich ¢i nasopharyngealnich stérd. Kizolaci je ve vétsiné pripadl pouZivan
komercni kit a izolator od spole¢nosti Zybio. Tento zplisob umoZiuje izolaci 15 vzork( stérd
v jedné izolacni desticce. Je-li pocet vzorkl stér( prijatych laboratofi nizky, pak mohou byt
vzorky zpracovany manualné kitem od spolec¢nosti AmoyDx (,,kolonkova“ metoda).

Material pro izolaci RNA

- oropharyngeadlni / nasopharyngealni stér
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5.2 oncoMonitor

Popis akreditovanych vysetfovanych mutaci:
EGFR (exon 19, 20 a 21)Akredtiované vysetieni

Gen EGFR je lokalizovadn do oblasti chromozomu 7p12 a skldada se z 28 exon(. Jeho
proteinovy produkt je receptor pro epidermalni ristovy faktor (EGFR, Herl nebo ErbB1),
jehoz hlavni funkci je stimulace bunécné proliferace, diferenciace, prezivani, angiogeneze a
migrace. EGFR je duleZitym proteinem pro udrZovani normaini bunécné funkce a pro preziti.
Pti deregulaci EGFR signalni drahy dochazi k vyvoji maligniho procesu v disledku aktivace
bunécného cyklu, inhibice apoptdzy, indukce angiogeneze, pohybu nadorovych bunék a
metastazovani.

Aktivace EGFR nastdva po navazani ligandu na extracelularni ¢ast proteinu. Po vazbé
ligandu receptor vytvari homo nebo heterodimer s dalsim receptorem z rodiny ErbB, pak
nasleduje autofosforylace receptoru prenesenim fosfatu z ATP a nakonec dochazi k
fosforylaci nékterého z adaptérovych proteing.

Mutace, které se vyskytuji v nadorovych bunkach, jsou lokalizovany v exonech 18 - 21
genu EGFR, coz je oblast kédujici tyrozin kindazovou doménu, kde dochazi k vazbé ATP. Témér
90% téchto mutaci predstavuji delece v exonu 19 a substituce L858R v exonu 21.

Pfitomnost téchto mutaci je pozitivnim prediktivnim faktorem pfi cilené biologické lécbé
tyrozin kinazovymi inhibitory (gefitinib, erlotinib) a zdkladni podminkou pro nasazeni lécby
gefitinibem v prvni linii. Pfitomnost mutace T790M v exonu 20 je povaZzovana za rezistentni
mutaci k Iécbé prvni generace inhibitord TKI (gefitinib, erlotinib). Zaroven je tato mutace
pozitivnim prediktorem cilené [écby inhibitory druhé generace TKI (napf. afatinib) nebo treti
generace TKI (napf. osimertinib).

Referencni hodnoty:

Negativni = nemutované bunky = wild type = wt; O

Pozitivni = mutované buriky = mut; X

KRAS(EXOH 2, 3’ 4)Akreditované vysetreni
Gen KRAS leZi v oblasti chromozému 12p12.1 a obsahuje 6 exon(. Jeho produktem je
Ras neboli p21 protein. Jde o maly GTP-vazebny protein lokalizovany na vnitini strané

plazmatické membrany, ktery prenasi prostrednictvim transdukénich drah do jadra signaly
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stimulujici bunécny rlst nebo inhibujici apoptézu. Tento protein se vyskytuje ve dvou
stavech - v inaktivnim stavu ve vazbé s GDP a v aktivnim stavu ve vazbé s GTP. Ve
fyziologickych podminkach je Ras v inaktivnim stavu. Aktivace Ras proteinu nastava
plUsobenim extraceluldrnich signal( (napf. rlstovych faktorl, cytokinl nebo signall pro
adhezi) prostfednictvim specifickych povrchovych receptort. Po navazani signalni molekuly
na receptor dojde k jeho autofosforylaci, dimerizaci a nasledné vazbé dalsSich proteint. To
vede k prechodu Ras do aktivniho stavu. Ten pak zahajuje nékterou z transdukénich drah
Ras/Raf, Ras/PI3-K, Ras/Ral nebo Ras/PLC.

Mutace v KRAS genu detekované v nadorovych burikdch zpuUsobuji permanentni
aktivaci proteinu a vedou k rozsahlé interakci s rGznymi efektory. Tim se role mutovaného
Ras proteinu stava v postizenych bunkiach mnohem komplexnéjsi a kvantitativné rozdilna nez
funkce Ras ve zdravych burikdch a umoZniuje nekontrolovany rist a nddorovou transformaci.
Ve vétsiné pripadu jde o jednonukleotidové mutace v kodonech 12 a 13 (exon 2), 59 a 61
(exon 3), 117 a 146 (exon 4). Bylo ukazano, Ze konkrétni typ a pozice mutace mlze mit vliv
na prognodzu, pribéh onemocnéni nebo odpovéd na lécbu. VySetfeni KRAS negativity
(prokdzani exklusivni pfitomnosti divoké alely) je zakladni podminkou pro nasazeni schémat
obsahujicich cetuximab nebo panitumumab.

Referencni hodnoty:
Negativni = nemutované bunky = wild type = wt; O

Pozitivni = mutované buriky = mut; X
Metodika: Specifickd PCR s tvorbou heteroduplext s naslednou detekci pomoci denaturacni
kapilarni elektroforézy

Biologicky material:

nativni zmrazena tkan

archivovana tkan ve formé parafinovych blocka ¢i ez

bunéény natér na cytologickém skle

periferni krev
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Popis ostatnich vysSetfovanych mutaci:

Gen APC
Jedna se o gen lokalizovany v oblasti 5921-22 skladajici se z 15 exonU. Kéduje tumor-

supresorovy protein Apc, jehoZz hlavni funkci je negativni regulace bunécného cyklu a
inhibice bunécné proliferace. Dale plsobi na procesy souvisejici s bunécnou migraci a adhezi,
transkripéni aktivaci a apoptdézou. Zarodecny defekt proteinu zpUsobuje vznik Familidrni
adenomatdzni polypdzy (FAP). Somatickd forma mutace se vyskytuje predevsim u KK v exonu
15 v oblasti oznacované MCR (MCR = mutation cluster region) a zpUsobuje vznik adenomu
gradujiciho az ve zhoubny nador. Uvadi se, Ze aberace genu APC se nachazi v priblizné
padesati procentech sporadickych adenom( a u Sedesati az osmdesati procent sporadickych

kolorektalnich karcinomd.

Referencni hodnoty:
Negativni = nemutované burky = wild type =wt; O

Pozitivni = mutované bunky = mut; X

Metodika: Specificka PCR s tvorbou heteroduplext s naslednou detekci pomoci denaturacni

kapilarni elektroforézy

Biologicky material:

nativni zmrazena tkan

archivovana tkan ve formé parafinovych blocka i fez(

bunécny natér na cytologickém skle

periferni krev

Gen TP53

Gen TP53 je tumor-supresorovy gen lokalizovany na kratkém raménku sedmnactého
chromozdmu, presnéji 17p13.1. Jedna se o gen kddujici protein p53, ktery odpovida za
regulaci vybranych gent plsobicich napf. na zdstavu bunécné proliferace, apoptdzu, opravy
DNA a na zmény metabolismu buriky. V normalnich bunkach je protein p53 exprimovan v
nizkém stupni, kdezto v pozménénych bunécnych liniich se exprimuje ve stupni vysokém,

kde zplsobuje maligni transformaci. P53 je vazebny protein obsahujici misto transkripcni




LP Elphogene Verze ¢.:8

Laboratorni pfirucka Strana / pocet stran 18/23

aktivace vazebné misto pro navazdni DNA k aktivaci exprese proteinl a oligomerizacni
domény. Mutace v genu TP53 se nachazi u riznych nadorovych onemocnéni. Stale dochazi

ke spekulacim o vlivu pfitomnosti mutované formy TP53 na ucinnost chemoterapie.

Referencni hodnoty:
Negativni = nemutované burky = wild type =wt; O

Pozitivni = mutované bunky = mut; X

Metodika: Specificka PCR s tvorbou heteroduplext s naslednou detekci pomoci denaturacni

kapilarni elektroforézy

Biologicky material:

nativni zmrazena tkan

archivovana tkan ve formé parafinovych blocka ¢i rez

bunécény natér na cytologickém skle

periferni krev

Gen BRAF
Onkogen BRAF je lokalizovany v oblasti 7934 a skladd se z 18 exon(. Kéduje protein

Braf, ktery je soucasti rodiny serin-threonin kinaz zahrnuijici Araf, Braf a Craf. Hraje dlleZitou
Ulohu v regulace MAPK/ERK signdlni kaskady ovliviiujici bunécné déleni, diferenciaci a
apoptozu bunky. Nejcastéji detekovanou mutaci je V60OE v patnactém exonu zpusobujici
konstitutivni kinazovou aktivitu udrzujici protein B-Raf v permanentné aktivnim stavu.
Mutace v genu BRAF se podili na patogenezi velkého mnozstvi nadorud. U KK je nalez mutace
v genu BRAF spojovan s vyznamné horsi prognézu onemocnéni a neposkytnutim terapie
monoklondlnimi protilatkami, kdeZzto u melanomu je tato mutace spojovana s pozitivni

odpovédi na inhibitor kindazy Braf vemurafenib.

Referencni hodnoty:
Negativni = nemutované bunky = wild type = wt; O

Pozitivni = mutované buriky = mut; X
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Metodika: Specificka PCR s tvorbou heteroduplext s naslednou detekci pomoci denaturacni

kapilarni elektroforézy

Biologicky material:

nativni zmrazena tkan

archivovana tkan ve formé parafinovych blocka ¢i rezl

bunécény natér na cytologickém skle

periferni krev

Gen PIK3CA —exon 9
Fosfatidylinositol 3-kindzy (PKI3s) predstavuji skupinu enzymu hrajici vyznamnou roli

reguldtorl hladin jednotlivych fosfatidylinositolll v burikdch, coz ndsledné méni vlastnosti
bunéénych membran, a tim i protein( a signalnich drah s nimi asociovanych. Ovliviuji tak
fadu bunécnych procesli véetné proliferace, diferenciaci a prezivanim bunék.

Produkt genu PIK3CA pak pusobi jako prenasec signalu v signalni draze regulujici
receptor epeidermalniho rlistového faktoru (EGFR). Somatické mutace genu PIK3CA byvaji
nachazeny u kolorektalnich karcinomech, nadorech prsu ¢i plic. Aktivacni mutace PIK3CA

genu jsou asociovany s rezistenci k I1é¢bé EGFR tyrozinkindazami inhibitory.

Referencni hodnoty:
Negativni = nemutované bunky = wild type = wt; O

Pozitivni = mutované buriky = mut; X

Metodika: Specificka PCR s tvorbou heteroduplext s naslednou detekci pomoci denaturacni

kapilarni elektroforézy

Biologicky material:

nativni zmrazena tkan

archivovana tkan ve formé parafinovych blocka ¢i ez

bunécény natér na cytologickém skle

periferni krev
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Odbér a skladovani:

Tkan nebo bunky odebrané pfi endoskopickém vysSetfeni nebo operaci

- nativni tkan: ihned po odbéru uchovavat v plastové zkumavce pfi teploté -
18°C aZ -80°C, transport do laboratore v chladici nadobé

- parafinové bloc¢ky: standardni zpracovani, fixou oznacit oblast nddorové
tkané, transport do laboratofe pfi pokojové teploté

- bunécné natéry: barveni coomasie blue, nezalévat do epoxidu!!!, fixou oznacit
oblast nadorovych bunék, transport do laboratore pfi pokojové teploté
v pevném obalu chranicim skla proti rozbiti

Periferni krev

Odbér do specialnich odbérovych zkumavek STRECK, které zarucuji stabilitu volné cirkulujici
DNA po dobu osmi dnl. Personal spolupracujicich pracovist je instruovan pracovniky
laboratore jak ma provadét odbéry krve, aby byl vzorek stabilni. Laborator dodava
spolupracujicim pracovistim odbérové soupravy, které obsahuji podrobny manudl pro odbér
krve, prlvodku a informovany souhlas. Jakmile je vzorek odebran, laborator je informovana
a do péti dnd od odbéru, je vzorek transportovan do laboratore, kde dochazi k separaci
plazmy.

Provadi se: 1x tydné

Doba odezvy od dodani vzorku: 25 pracovnich dnu

5.3 SARS-CoV-2

SARS-CoV-2 je velky obaleny virus, jeho genom tvori ssRNA. Po vstupu do bunky slouZi tato

ss RNA jako mRNA, z niZ jsou translatovany virové proteiny.

SARS-CoV-2 genome
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Obr. 1 — Struktura genomu viru SARS-CoV-2
Zdroj: https://www.mdpi.com/2073-4409/9/5/1267/htm
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RGzné komercéné dostupné kity pro detekci pfitomnosti virové RNA vyuZivaji amplifikaci
raznych Casti virového genomu. Kity uzivané v nasi laboratofi jsou:

1) Amoy Dx Novel Coronavirus (20149-nCoV) Detection Kit

2) Zybio PCR Kit 3 (SARS-CoV-2 Nucleic Acid Detection Kit)

3) DBdirect™ Covid-19 Multiplex RT-PCR Kit
Amoy Dx Novel Coronavirus (2019-nCoV) Detection Kit
Kit vyuziva metodiku real-time RT PCR — kombinuje reverzni transkripci s naslednou PCR
amplifikaci. K detekci virové RNA je vyuZivana specifickd amplifikace oblasti ORFlab a
genu N, kédujiciho nukleoprotein. Zaroven dochazi k amplifikaci interni kontroly pro ovéreni

kvality RNA a PCR reakce jako takové.

Zybio PCR Kit 3 (SARS-CoV-2 Nucleic Acid Detection Kit)

Kit opét vyuziva kombinaci reverzni transkripce a nasledné PCR amplifikace. BEhem PCR runu
je pritomnost virové RNA detekovana na zakladé amplifikace tfi virovych gen( / oblasti
genomu: gen N (nukleoprotein), gen E (protein virového obalu) a gen RdRP (RNA
dependentni RNA polymerdaza). Testovaci sada pét zajistuje ovéreni kvality vyizolované RNA

a prubéhu PCR reakce amplifikaci interni kontroly.

DBdirect™ Covid-19 Multiplex RT-PCR Kit

Na rozdil od vyse uvedenych kit(i, sada od spole¢nosti Diana umoznuje detekci virové RNA
bez predchozi izolace nukleové kyseliny ze vzorku. Kit v jedné multiplexové reakci zajistuje
amplifikaci dvou virovych genl - S genu (spike protein) a genu kdédujictho EndoRNAsu. Kit
také obsahuje externi RNA kontrolu k ovéreni ucinnosti RT-PCR reakce. Testovaci sada je
vyuzivana pro vysetieni vzork( slin. Spole¢nost zaroven nabizi rliznd aditiva, s jejichz pomoci
Ize cilené testovat konkrétni mutace, predevsim mutace S:L452R a E484K.

Timto kitem je validovana metodika poolovani. Laboratof Elphogene pooluje maximalné 6

vzorku slin (na zakladé doporuéeni MZ z kvétna 2021), aby si zachovala citlivost zpracovani.

Referencni hodnoty:
Negativni = virova RNA neni ve vzorku detekovana

Pozitivni = virova RNA je ve vzorku ptritomna
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Metodika: RT-PCR reakce
Biologicky material:
- oropharyngealni / nasopharyngealni stér
- sliny
Doba odezvy od dodani vzorku: 48 hodin
6. Seznam zmén
. + . . . . schvalil
€. zmény | €. kapitoly Popis zmény datum
/ﬂéf’ﬁ‘
1 1 Zména manazera kvality 1.5.2025 ///}//WW
7. Seznam revizi
Datum revize status datum pfisti revize schvalil
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8. Prilohy

Ptiloha €. 1: Informovany souhlas
Pfiloha ¢. 2: Zddanka Elphogene
Ptiloha €. 3: Vzor vysledku molekularné genetické analyzy

Ptiloha €. 4: Vzor vysledkového protokolu SARS-CoV-2




