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1. Uvod

1.1 Ugel
Cilem tohoto dokumentu je podrobné informovat Zadatele o preimplantacni genetické laboratorni vysetreni
o spektru sluzeb, které v oblasti embryonalnich genetickych vySetfeni poskytuje Laboratof reprodukéni genetiky

(RG), sekce Genetické laboratofe spole¢nosti Genetika Plzen, s.r.o.

Tato pfirucka navazuje na Laboratorni pfirucku Genetické laboratofe (GL) Genetika Plzen, s.r.o. a obsahuje
kompletni prehled nabizenych preimplantacnich vySetreni, véetné zdravotnich indikaci
k jejich provedeni, pokyny pro vyzadani vySetfeni a ke spravnému odbéru a transportu vzorkd a informace
0 zpusobu vydavani vysledkl vySetreni.

Tato pfirucka je vydavana ve dvou jazykovych verzich (CZ, EN).

1.2 Oblast platnosti

Pfiru¢ka slouzi jako zdroj informaci vSem Zadatelim o preimplantaéni vysetfeni v RG a je k dispozici Zadatelim

na webovych strankach www.genetika-plzen.cz, pfip. na jejich vyzadani. Informace o aktualizacich pfirucky i

souvisejicich dokumentl (formulafe zadanky, protokolu o biopsii a informovanych souhlast) jsou vS§em zadatel(im

zasilany automaticky.

Pfiru¢ka je soucasti fizené dokumentace Genetické laboratofe Genetika Plzen, s.r.o. a jako takova je zavazna

pro vSechny jeji pracovniky.

1.3 Osoby opravnéné

Za zpracovani a aktualizaci této prirucky odpovida vedouci sekce Laboratofe reprodukéni genetiky
v soucinnosti s vedoucim laboratofe a manazerem kvality.

Vyzadat preimplantacni vySetfeni je opravnén pouze Iékar — klinicky genetik nebo specialista v oboru gynekologie
a reprodukéni mediciny. Pokud o vySetfeni Zada reprodukéni specialista a vySetfeni ma byt provedeno s uhradou
Ceské zdravotni pojiStovny, musi byt nejprve provedena geneticka konzultace s doporuc¢enim (indikaci)

preimplanta¢niho testovani.

Osoby provadeéjici odbér vzorkd jsou zdravotniCti pracovnici opravnéni k provadéni téchto Cinnosti dle vnitfnich

pfedpisu organizace Zadatele (dané laboratofe nebo zdravotnického zafizeni).
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2. Definice, pojmy, zkratky

2.1 Definice a pojmy

2PN uspésné fertilizovany oocyt s patrnymi dvéma prvojadry (z angl. ProNuclei)
Blastomera burika, kterd vznika casnym mitotickym délenim oplozeného vajicka (zygoty)
interval mezi pfijetim vzorku do laboratofe a vydanim vysledné zpravy
Doba odezvy (u kumulaénich cykll interval za¢ina pfijetim posledni sady vzorka, v pfipadé
(TAT) dodate¢ného vySetieni pfijetim pozadavku na vys. ulozeného vzorku; z angl. turnaround
time)
interni informacni databazovy systém IVF center NextClinics (dfive sou€asti Zentren Prof.
DynaMed N . <
Zech a nékterych dalSich)
Geneticka . . . .
laboratof (GL) Geneticka laboratof Genetika Plzenf, s.r.o.
Chromosom barvitelna struktura v bunééném jadre, obsahujici spiralizovanou jadernou DNA a histony
Informovany souhlas vySetfované osoby/ klienta s genetickym vySetfenim; povinna soucast
souhlas (IS) zdravotnické dokumentace klienta pfi pozadavku o genetické vySetieni

IVF laborator

IVF (embryologicka) laboratof

IVF centrum centrum asistované reprodukce
Klient pér (pacientka a jeji partner) podstupujici Ié¢bu v IVF centru, popf. pouze pacientka
Odbérovy systém  médium vhodné pro odbér a nasledny transport vzorku primarniho odbéru

Polarni télisko

haploidni burika vznikajici meiotickym délenim vaji¢ka (oocytu); 1. polarni télisko je
odebirano ze zralého vajicka a 2. polarni télisko je odebirano z oplozeného vajicka
(vySetfenim polarnich télisek je testovana pouze matefska chromosomova vybava
budouciho embrya)

Pracovnik

osoba vykonavajici ¢innost pro organizaci nebo jednotlivé spole€nosti, se smluvnim
vztahem uzavienym bud podle Zakoniku prace (zaméstnanec) nebo podle jinych
pravnich Uprav.

Protokol o biopsii
(BP)

pravodni dokument primarnich embryonalnich vzorkd uréenych k vySetfeni v RG

vySetfeni partnerd, popf. i dalSich €lenl rodiny, pfed zahajenim vysetfeni PGD pro

SET-UP familiarni chromosomové aberace ¢i monogenni onemocnéni (PGT-M, PGT-SR)

Trofoektoderm bun'ky ve vyvojovem stad!u F)Iasto’cyfsty (Casné vembryo svta're 5-6 dni), které davaji pozdéji
vzniknout extra-embryonalnim tkanim (placenté a pupecniku).

Zadanka povinny privodni dokument kazdého vzorku, ktery je uréen pro vySetfeni v GL

Zadatel Zadatelem o vySetfeni je indikujici |ékaf

2.2 Zkratky

komparativni genomova hybridizace na mikro€ipu (z angl Array Comparative Genomic

eeCH Hybridization)

AD autosomalné dominantni

AR autosomalné recesivni

BP protokol o biopsii (typ privodni dokumentace/formulare)
CPB Cryoprotective buffer

Ccz Cesky

CIA Cesky institut pro akreditaci, o.p.s.

DE némecky

ECA European Cytogeneticists Association

Nazev dokumentu: VD.GP 05 Laboratorni pfirucka - PGT

Verze: 002

Strana 5 (celkem 33)



EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova (z angl. EthyleneDiamineTetraAcetic acid)

EN anglicky

ESHRE European Society of Human Reproduction and Embryology

F formular

FISH fluorescenéni in situ hybridizace

GL Geneticka laboratof

ICSI intracytoplazmaticka injekce spermie (z angl. IntraCytoplasmic Sperm Injection)

ID identifikacni ¢islo vzorku (nebo sady vzorku)

MsI intracytopl:_azmatické injekce morfo!ogifzky selektované spermie (z angl. Intracystoplasmic
Morphologically selected Sperm Injection)

IS informovany souhlas

IT italsky

IVF in vitro fertilizace

LLRG Laborator Iékafské a reprodukéni genetiky (Repromeda)

LP laboratorni pfirucka

MDA speci.é1'ln|' t.yp WGA vhodny pro Karyomapping (z angl. Multiple Displacement
Amplification)

MESA mikrochirurgicka epidermalni aspirace spermii

Mz Ministerstvo zdravotnictvi

NGS sekvenovani nové generace (z angl. Next Generation Sequencing)

Nzz nestatni zdravotnické zafizeni

OPU ovarialni punkce (odbér vajicek)

PBS fosfatovy pufr (Phosphate Buffered Saline)

PGD preimplantacni geneticka diagnostika

PGS preimplantacni geneticky screening

PGT-A preimplantacni genetické testovani aneuploidii (novy ekvivalent pro PGS)

PGT-M preimplantaéni genetické testovani monogennich onemocnéni (¢aste¢ny ekvivalent PGD)

PGT-SR preimplantaéni genetické testovani strukturnich (chromosomovych) prestaveb
(Castecny ekvivalent PGD)

PVP polyvinylpyrrolidon

RC rodné &islo (pacienta)

RG Laborator reprodukéni genetiky (sekce Genetické laboratofe Genetika Plzen s.r.o.)

RT pokojova teplota (z angl. Room Temperature)

SLGG Spoleé&nost lékaiské genetiky a genomiky CLS JEP

SNP jednonukleotidovy polymorfismus (z angl. Single Nucleotide Polymorphism)

SOPV standardni operac¢ni postup vySetfovaci

s$§ stfedoskolsky pracovnik

STR kratké tandemové repetice (z angl. Short Tandem Repeat)

TAT doba odezvy; (z angl. turnaround time)

TESA testikularni aspirace spermatické tkané

TESE testikularni extrakce spermatické tkané

VL vedouci laboratofe

v$§ vysokoskolsky pracovnik

WGA celogenomova amplifikace (z angl. Whole Genome Amplification)

WGA DNA embryonalni DNA po celogenomové amplifikaci

ZP zdravotni pojistovna
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3. Informace o laboratori

3.1 Zakladni identifikace laboratore a kontaktni informace

Nazev organizace Genetika Plzen, s.r.o.

Reditel MUDr. Petr Logan

Typ organizace Nestatni zdravotnické zafizeni, spole¢nost s ru€¢enim omezenym
Registrace v Obchodnim rejstfiku u Krajského soudu v Plzni dne 26.5.2003 ve

Zalozeni organizace slozce C 15141

Ic 26357623

DIC CZ699004286

Adresa Parkova 1254/11a, 326 00 Plzei-Cernice

Telefon +420 377 241 529, 377 452 322

Email recepce@genetika-plzen.cz

URL www.genetika-plzen.cz

Nazev laboratofe Geneticka laborator (GL)

Vedouci laboratore Mgr. Sabina Planetova

Telefon +420 604 106 586

Email sabina.planetova@next-clinics.com

Vnitfni organizace a kompetence jednotlivych pracovnikd GL jsou jasné vymezeny a popsany v ramci pozadavku
zavedeného systému fizeni kvality. Vichni zaméstnanci GL (VS, S8) jsou odborn& zpiisobili pro praci ve
zdravotnické laboratofi a personalni obsazeni laboratofe splfiuje nepodkrocitelna minima pro genetickou laboratof
stanovena Spole&nosti lékarské genetiky a genomiky CLS JEP i kritéria Vyhlasky 99/2012 Sb. o poZadavcich na

minimalni personalni zabezpeceni zdravotnich sluzeb.

Laboratof je akreditovana CIA dle normy CSN EN ISO 15189:2013. Pro ostatni idaje o Genetické laboratofi

Genetika Plzen, s.r.o., viz VD.GP 04 Laboratorni prirucka.

3.2 Informace o sekci Laborator reprodukéni genetiky

Sekce Laborator reprodukéni genetiky (RG)

Usek reprodukéni genetiky provadi specializovana geneticka vysetreni

Oblast aktivity embryonalnich vzorkil a dal$i souvisejici vysetieni

Vedouci tseku RNDr. Martina Hruba, Ph.D.
Adresa laboratore Parkova 1254/11a, 326 00 Plzen-Cernice - 2. patro (3.NP)
Provozni doba Provozni dobu, ¢&i pfijem vzorku, Ize pfizptisobit po

Po-Pa (7:00-15:00) dohodé aktuaini potiebé klienta &i Zadatele.

Prijem vzorku

Telefon +420 605 179 548
E-mail martina.hruba@next-clinics.com
URL www.genetika-plzen.cz

Laboratof reprodukéni genetiky (RG) GL Genetika Plzen je nastupcem Genetické laboratore IVF Zentren Prof.
Zech — Pilsen a jako takova je pfizplsobena poZzadavkim center pro asistovanou reprodukci, pro néz poskytuje
laboratorni geneticka vySetfeni embryonalnich tkani a zprostfedkovava dalSi specializovana vySetfeni v oblasti

reprodukéni genetiky. Dlouhodobé je spolupracovano s IVF centry NextClinics jak v CR, tak i v zahraniéi.
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Usek reprodukéni genetiky je zaméfen na provadéni preimplantadnich genetickych vy$etfeni, tzn. na
specializovana geneticka vySetfeni embryonalnich bunék odebranych v raném zarodecném vyvoji po in vitro
fertilizaci (tzn. blastomer, trofoektodermu, pfip. polarnich télisek). Nedilnou soucasti provedeni laboratorniho
vySetfeni je také odpovidajici interpretace k vysledkim vySetfeni, souvisejici poradenské sluzby a dodavani
odbérovych (transportnich) systému pro odbéry primarnich vzorkd pro urcité typy vySetfeni.

V soucasnosti je nabizeno provedeni molekularné-cytogenetickych vySetfeni embryonalnich tkani metodami NGS
a FISH (PGT-A, PGT-SR, podrobné viz kap. 3.3.1 a kap. 3.3.2). Diagnostika monogennich onemocnéni
molekularné-genetickymi metodami (PGT-M, podrobnéji viz kap. 3.3.3, metoda Karyomapping nebo
OneGenePGT) je zajiStovana prostfednictvim vySetfeni ve smluvni laboratofi LLRG Repromeda.

Vyjime¢né je vyzadano provedeni vySetfeni nebo jeho &asti, v jiné (externi) laboratofi. Tyka se to zejména
provedeni diagnostickych / konfirmacnich vySetfeni pfed PGT-M. Pro tato vySetfeni jsou laboratofi nabizeny
konzultagni sluzby, tykajici se charakteru vySetfovacich metod a vybéru vhodného vySetfeni, v€etné poskytnuti

informace o pozadavcich na odbér a transport vzorku.

VysSetfeni jsou provadéna na zakladé indikace lékafe pro samoplatce i pro pojisténce Ceskych zdravotnich
pojistoven.

Laboratof pro provadéni nabizenych genetickych vysSetfeni disponuje veSkerym potfebnym pfistrojovym
vybavenim (mikroskopy, biohazard boxy, termocyklery, vybaveni pro elektroforetické metody atd.) v souladu

s poZadavky Vyhlasky €. 92/2012 Sb. o vécném a technickém vybaveni zdravotnickych zafizeni.

Pro provadéna vysetfeni jsou pfednostné pouzivany certifikované diagnostické soupravy.
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3.3 Spektrum nabizenych sluzeb

3.3.1 Preimplantaéni genetické testovani aneuploidii (PGT-A)

Varianty vysSetreni Metoda Pocet vyset:'enych Doba
vzorku odezvy
o standard vSechny vzorky
e PGT-A vice e méné vzorku dle pozadavku * P
. o ni
24 chromosomu « dodateéné vysetieni dle pozadavku *
o pojisténci CZ ZP do 8*
e PGT-A
5 chromosomu FISH | e standard v8echny vzorky do 21 dni
(13, 18, 21, X, Y)

Informace o vySetieni

Preimplatacni geneticky screening (PGT-A) je komplexni vySetfeni, kterym Ize vyloucit sporadické (tj. de novo
vzniklé, nezdédéné) odchylky v poétu chromosomi (tzv. aneuploidie), popf. jejich &asti (segmentalni
aneuploidie), a snizit riziko potratu ¢i narozeni ditéte s genetickou abnormalitou. Vznik embryi s abnormailni
chromosomovou vybavou je jednim z hlavnich divod( poruch plodnosti a snizené $ance na otéhotnéni a porod
zdravého ditéte. Zahrnuti PGT-A do IVF cyklu proto $anci na otéhotnéni a porod zdravého ditéte zasadné
zvysuje.

Embrya s normalni, tj. euploidni, chromosomovou sestavou jsou plné doporucena k transferu do délohy
matky.

Mosaikové nalezy, odpovidajici pfitomnosti aneuploidie/i pouze v ¢asti vySetfovanych bunék (relevantni
u vySetreni trofoektodermu), jsou interpretovany a reportovany dle téchto pravidel:

e mosaikové nalezy pocetnich zmén chromosoma 13, 18, 21 a X, Y nejsou doporucovany
k transferu vzhledem kznamému riziku viabilnich pocéetnich zmén téchto chromosomiu
vedoucich k postizeni fenotypu ditéte,

e mosaikové nalezy pocetnich zmén chromosomu 14 a 15 nejsou doporucéovany k transferu
vzhledem ke zvySenému riziku viabilnich uniparentalnich disomii téchto chromosomi
vedoucich k postizeni fenotypu ditéte,

e komplexni mosaikové nalezy, zahrnujici > 4 mosaikové zmény nejsou doporu€ovany k transferu
zejména pro riziko snizené schopnosti implantace embrya, zvySeni téhotenskych ztrat a
vyssSimu riziku postizeni fenotypu ditéte,

e u ostatnich mosaikovych nalezii miize byt transfer embrya zvazen a po provedeni genetické
konzultace a seznameni s moznymi riziky proveden,

e ve vysledné zpravé je rozliSeno mezi mosaikami segmentalnimi a celochromosomovymi a také
mezi nizkym (do ~50 %) a vysokym (nad ~50 %) zastoupenim aneuploidni linie ve vySetfovaném
vzorku.

Pravidla pro interpretaci mosaikovych nalezd vychazeji z odbornych doporuéeni PGDIS a CoGen (viz kap. 7.2
Externi souvisejici dokumentace).

Akreditované vy$etieni, aktualné provadéné na platformé EmbryoMap™ (Vitrolife).
Vysetfeni neni poskytovano v rezimu STATIM.

Hlavni indikace k vySetreni (vySetreni vSak muze byt soucasti jakéhokoli IVF cyklu)

o vySSi maternaini vék (> 35 let),

e opakované potraceni (2x a vice)**,

e porod nebo potrat plodu s chromosomovou abnormalitou™*,

e opakované selhani pfedchozich (celych) cykl IVF (2x a vice)**,

e opakované selhani implantace po pfedchozich embryotransferech (2x a vice),

e vyrazné zhor§ené parametry spermiogramu u partnera**,

e pouziti spermii po TESE (odebrani spermii pfimo z varlete) ¢i MESA (odebrani spermii pfimo z nadvarlete)
pro IVF**,

o stav po Ié¢bé onkologického onemocnéni pomoci chemoterapie ¢i ozafovani u jednoho nebo obou partnerd**.
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Vysetifovany embryonalni material

e Trofoektoderm e Blastomeraly (alternativni moznost pro vySetfeni FISH)
(5./6. den vyvoje) (3. den vyvoje)

VySetrovaci metody

PGT-A metodou sekvenovani nové generace (NGS) umoziiuje vySetieni rozsahlejSich (2 ~10 Mbp) zmén
(ziskt nebo ztrat) genetického materialu v celém genomu, tj. u vSech 24 chromosomu. Oproti dfive
uzivanému vysetreni metodou aCGH je mozné posoudit a reportovat mosaikové formy aberaci.

Princip metody NGS: Z odebranych bunék je extrahovana DNA, kterd je dale amplifikovana a upravena do
formy tzv. knihovny (vzorku vhodného pro ,Cteni“ sekvence DNA). Kazdy vzorek/knihovna ma své unikatni
znaceni, které dovoluje v jednom experimentu analyzovat DNA vice jedincd (embryi) najednou. Vzorky/knihovny
jsou smichany ve stejném poméru a vysledna knihovna je nasledné pfipravena pro zavére¢né sekvenovani.
Vlastni ¢éteni sekvence (sekvenovani) probiha postupnou syntézou novych komplementarnich fetézci DNA ke
Stenym fragmentim. Pfectené sekvence jsou specialnim softwarem porovnany s normalnim lidskym genomem a
je urCena jejich genomicka pozice. Po pfifazeni sekvenci k jednotlivym vzorkim je provedeno kvantitativni
hodnoceni véech chromosomd.

Limitace metody NGS: Pouzivana metoda NGS s nizkym pokrytim (low-pass whole genome sequencing) je
limitovana velikosti chromosomovych prestaveb. Nelze odhalit malé ztraty ¢&i zisky chromosomu a soucasné
nelze vyloucit jakékoliv dalsi onemocnéni ¢&i vyvojové vady plodu, které nejsou zplsobeny zménou poctu
vySetfovanych chromosomd ¢i jejich vétSich ¢asti.

PGT-A metodou fluorescenéni in situ hybridizace (FISH) je provadén obvykle pouze pro
5 chromosoml a je pouzivan vyjimecné, dle indikace osetfujiciho Iékare.

Princip metody FISH: Bunécna jadra odebraného materialu jsou fixovana na podloZzni mikroskopické sklo.
Pfedem zvolené chromosomové Useky jsou oznaceny specifickou fluorescenéné znadenou sondou
komplementarni k danému Useku DNA. Vyhodnoceni je provadéno pomoci fluorescenéni mikroskopie.

Limitace metody FISH: FISH nelze vylougit jakékoliv dalSi onemocnéni &i vyvojové vady plodu, které nejsou
zpusobeny zménou poctu vySetfovanych chromosomovych oblasti.

Vysvétlivky:

* Pocet vzorku, které budou otestovany v ramci jednoho vySetreni. Nadpocetné vzorky budou prijaty, zpracovany
a uloZzeny v RG po dobu 1 roku pro pripadna dodatecna vysetreni.

** indikace s moznosti uhrady vysetreni ZP
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3.3.2 Preimplantaéni genetické testovani familiarnich chromosomovych aberaci

(PGT-SR)
Varianty vySetreni Metoda Pocet vysetr. vzorku o[c)ice)::y
o standard vSechny vzorky
e PGT-SR e méné vzorku dle pozadavku * i
+ PGT-A 24 chromosomu NGS | dodateene vysetieni | dle pozadavka * do 21 dni
e pojisténci CZ ZP do 8*
e PGT-SR samostatné nebo
+ PGT-A 2 chrom. (13, 21) FISH « standard véechny vzorky do 21 dni
+ PGT-A 3 chrom. (18, X, Y)

Informace o vySetreni

Preimplatacni genetické testovani familiarnich chromosomovych aberaci/prestaveb (PGT-SR) je cilena
diagnostika nebalancovanych forem konkrétnich familiarnich chromosomovych abnormalit, které mohou vést
k narozeni postizeného ditéte nebo k opakujicim se téhotenskym ztratam.

K transferu jsou doporuc¢ena embrya bez nebalancované formy familiarni prestavby (tj. normalni /
balancovand). Pfi vySetieni metodou NGS jsou vzdy vylou€eny i sporadické aneuploidie vSech
chromosomu (PGT-A, viz kap. 3.3.1), pfi vySetieni metodou FISH je mozno doplnit vysSetieni viabilnich
aneuploidii (viz vyse; limitovano technickou proveditelnosti).

Pred vysetfenim PGT-SR metodou NGS vétSinou neni tfeba opakované chromosomové vysSetfeni rodicu (tzv.
SET-UP). U PGT-SR vySetfeni provadéného metodou FISH je naopak pfipravné vysetfeni rodicu (SET-UP),
z dlvodu ovéreni pfesnosti navrzené kombinace fluorescenénich sond, nutné. Pro SET-UP vySetfeni je potfeba
provést novy odbér vzorku periferni krve obou partner( (viz kap. 4.7.5 a 4.8.3).

Kazdy pfipad je feSen individualné, a proto je nutné jej predem konzultovat s RG (rozhodnuti o provedeni
SET-UP je ucCinéno v zavislosti na rozsahu prestavby, na podrobnostech uvedenych v dokumentaci
z predchozich diagnostickych laboratornich vySetfeni rodicl atd., viz také 4.3.1).

Akreditované vysetieni, aktualné provadéné na platformé EmbryoMap™ (Vitrolife).
Vysetfeni neni poskytovano v rezimu STATIM.

Indikace k vysSetreni

e Nosiéstvi tzv. balancované chromosomové prestavby (obvykle translokace) u jednoho nebo obou partnerd.
e Pritomnost pocetnich zmén pohlavnich chrom. (gonosomu), véetné mosaikové formy, u jednoho nebo obou
partnerd.

Vysetiovany embryonalni material

e Trofoektoderm ¢ Blastomeraly (alternativni moznost pro vySetfeni FISH)
(5./6. den vyvoje) (3. den vyvoje)

Vysetrovaci metody

PGT-SR + PGT-A metodou NGS umozriuje vySetfeni nebalancovanych forem familiarni chromosomové
prestavby vétSiho rozsahu (s translokovanymi segmenty = ~10Mbp) a zarovef screeningové vySetieni
kvantitativnich zmén ostatnich chromosomd.

PGT-SR metodou FISH je pouZivdno pouze pro PGT-SR nebalancovanych forem familidrnich strukturnich
prestaveb malého rozsahu, kde nelze pouzit metodu NGS.

Princip metod NGS a FISH / Limitace metody NGS a FISH: viz kap. 3.3.1.

Vysvétlivky: * Pocet vzorkd, které budou otestovany v ramci jednoho vysetfeni. Nadpocetné vzorky budou
pfijaty, zpracovany a uloZeny v RG po dobu 1 roku pro pripadna dodateéna vysetreni.
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3.3.3 Preimplantaéni genetické testovani monogennich onemocnéni (PGT-M)

Doba
Varianty vysetreni Metoda Pocet vysetienych vzorku odezvy
(TAT)
*
¢ PGT-M dord do5
+ orientaéni PGT-A 24 Karyo standar do 2
chromosomt TEERE (nelze pro pojisténce CZ ZP) do 30 dni
Jakykoli kauzativni gen Vic‘:‘;’;‘:kﬂ dle pozadavku *
* PGT-M standard do5*
+ PGT-A 24 chromosomli OneGene .
do 30 dni
Pouze geny CFTR, FMR1,| PGT(NGS) .o vzorka 3 \
BRCA1, BRCA2, HBB, HTT nes 5 dle pozadavku

Informace o vySetreni

Preimplantaéni genetické testovani monogennich onemocnéni (PGT-M) je cilena diagnostika konkrétnich
zavaznych familiarnich monogennich onemocnéni (autosomalné recesivnich, autosomainé dominantnich nebo
X-vazanych), kde je vysoké riziko narozeni postizeného ditéte.

K transferu jsou doporué¢ena embrya s genotypem, ktery nevede k rozvoji sledovaného onemocnéni
(v zavislosti na typu dédiénosti mohou byt k transferu doporu¢ena i embrya nesouci jednu rodiCovskou
mutaci). K transferu zaroven nejsou doporu¢ena embrya s prokazanou sporadickou aneuploidii.

Pred preimplantacnim vySetfenim pro monogenni onemocnéni (PGT-M) je nutné provést pripravné
molekularné-genetické vySetfeni u nékolika ¢lenud rodiny (tzv. SET-UP; obvykle je nutny novy odbér vzorku, viz
kap. 4.7.4 a 4.8.2), navazujici na dfive provedené diagnostické DNA testovani.

Kazdy pfipad je feSen individualné, a proto je nutné jej predem konzultovat s RG (viz také 4.3.2)!
Akreditované vySetfeni ve smluvni lab. VySetfeni neni aktualné poskytovano v rezimu STATIM.
Pozn.: Vlastni vySetfeni je provedeno ve smluvni laboratofi LLRG Repromeda.

Indikace k vysSetreni

e Nosicstvi predispozice (mutace) pro zavazné genetické onemocnéni zpusobené poruchou jednoho genu
u jednoho nebo obou partnerQ, které je spojeno s vysokym rizikem narozeni ditéte postizeného danym
onemocnhénim.

Vysetrovany embryonalni material

e Trofoektoderm e Blastomeraly (méné vhodny materidl; jen pokud nelze ziskat trofoektoderm)
(5./6. den vyvoje) (3. den vyvoje)

Vysetrovaci metody

PGT-M metodou Karyomapping (lllumina) umoznuje robustni vySetfeni monogennich onemocnéni na principu
nepfimé diagnostiky a zaroven orientacni screeningové vysetfeni kvantitativnich zmén v8ech chromosom.

Princip metody Karyomapping: Metoda je zalozena na porovnani DNA embryonalnich vzork(i a DNA paru a
referen¢niho €lena rodiny, odebranych v ramci SET-UP. Z odebranych vzorkl je extrahovana DNA, u vzorkud
embryonalnich je navic provedena specialni celogenomova amplifikace (whole genome amplification, WGA typu
MDA). Samotné vySetfeni je provedeno na specialnim druhu mikroCipu (SNParray), ktery dokaze zarover
detekovat velky pocet vybranych jednonukleotidovych polymorfismi (tzv. SNP - single nucleotide
polymorphism) celého genomu. Konkrétni kombinace SNP v oblasti genu zpusobujiciho dané monogenni
onemocnéni odliSuje jednotlivé jedince (rodinné pfislusniky, embrya) a obé jejich alely tohoto genu (haplotypy).
Porovnanim zji§ténych haplotypd s informacemi z rodokmene vySetfované rodiny jsou pak uréeny haplotypy
spojené s pfitomnosti dané mutace (tj. nesouci riziko pro onemocnéni). V nékterych pfipadech, které vSak
nastavaji velmi vzacné, je nutno pouzit Karyomapping v kombinaci s pfimou detekci mutace. Metoda je
univerzalni a umoznuje vySetfit jakékoli znamé monogenni onemocnéni. DalSi vyhodou je podstatné snizeni
naro¢nosti a zkraceni pfipravné faze vysetfeni (SET-UP).

Limitace metody Karyomapping: PGT-M nemUze vyloucit jakékoliv dal§i onemocnéni ¢i vyvojové vady plodu,
které nejsou zplsobeny mutaci vdaném genu. Karyomappingem nelze detekovat mutace vzniklé de novo
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v embryonalni DNA.

Karyomapping, jako metoda primarné uréend k vylou¢eni monogenniho onemocnéni, nezaruCuje detekci
nahodnych aneuploidii na urovni srovnatelné s aCGH nebo NGS. Screening aneuploidii Karyomappingem je
pouze dopliikové vySetfeni, kterym Ize zvySit UspésSnost l1éCby vybérem nejperspektivnéj§iho embrya, a je
nabizeno bez pfiplatku.

PGT-M metodou OneGenePGT umoznuje robustni vySetfeni monogennich onemocnéni na principu nepfimé
diagnostiky v kombinaci s pfimou diagnostikou mutaéniho mista a zaroveh screeningové vySetfeni
kvantitativnich zmén vSech chromosomu.

Princip metody OneGenePGT: Metoda je zaloZzena na porovnani DNA embryonalnich vzork(i a DNA paru a
referen¢niho €lena rodiny, odebranych v ramci SET-UP. Z odebranych vzorkl je extrahovana DNA, u vzorkud
embryonalnich je navic provedena specialni celogenomova amplifikace (whole genome amplification, WGA typu
MDA). Samotné vy3etfeni je provedeno metodou NGS, kterou je mozno detekovat velky pocet vybranych
jednonukleotidovych polymorfisml (tzv. SNP — single nucleotide polymorphism) v cilové oblasti genomu.
Konkrétni kombinace SNP v oblasti genu zpusobujiciho dané monogenni onemocnéni odliSuje jednotlivé
jedince (rodinné prislusniky, embrya) a obé jejich alely tohoto genu (haplotypy). Porovnanim zjisténych
haplotypu s informacemi z rodokmene vySetfované rodiny jsou pak uréeny haplotypy spojené s pfitomnosti dané
mutace (fj. nesouci riziko pro onemocnéni). NGS pfistup sebou nese vyhodu moznosti spojeni s pfimou
diagnostikou mista mutace. Vyhodou zUstava (stejné jako u Karyomappingu) podstatné snizeni naro¢nosti a
zkraceni pfipravné faze vySetfeni (SET-UP). Oproti Karyomappingu v8ak je mozno provést souasné vysetieni
PGT-A se standardni urovni rozliSeni metody (viz vySe kap. 3.3.1). Provedeni PGT-A je provadéno bez
pfiplatku.

Limitace metody OneGenePGT: Metoda umoznuje vySetfit pouze vybrana monogenni onemocnéni zplsobena
geny uvedenymi v tabulce vySe. Nelze souasné provést vy$etfeni kompatibility HLA. Zadna z metod PGT-M
nemUGze vylougit jakékoliv dal$i onemocnéni &i vyvojové vady plodu, které nejsou zplsobeny mutaci v daném
genu. Nelze detekovat mutace vzniklé de novo v embryonalni DNA.

Vysvétlivky:

* Pocet vzorkil po uspésné celogenomové amplifikaci, které budou otestovany v ramci jednoho vySetfeni.
V pripade, Ze bude do RG prijat vy$§i neZz dany pocet vzorku, budou nadpocetné vzorky rovnéZz odeslany do
smiuvni laboratofe, zamplifikovany a uloZzeny pro pripadna dodate¢na vySetfeni. Konecny pocet embryi
u vySetieni hrazenych ZP je zavisly na kombinaci ZP u paru.
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4. Manual pro odbéry primarnich vzorkl pro PGT

41 Zakladni informace
Tato kapitola obsahuje specifické pokyny tykajici se vlastniho vyzadani PGT, v€etné nalezitosti pravodni
dokumentace, spravného odbéru primarnich vzork( a nasledného transportu vzorkl do laboratofe.

Aktualné neni Zadné vysetfeni PGT nabizeno v reZimu STATIM.

4.2 VySetreni PGT-A - Pozadavky na set-up
Pro vysetfeni PGT-A (kap. 3.3.1) neni tfeba pfedchozi vySetfeni rodi€u ani jinych ¢lenl rodiny (SET-UP).
Z davodu optimalniho rozvrZzeni €innosti laboratore, které je kli¢ové pro véasné dodani vysledk, je vhodné, aby

Zadatel informoval laboratof o planovaném vysetfeni pfedem (nejlépe pfi zahajeni stimulace pacientky).

4.3 VysSetieni PGT-M a PGT-SR - Pozadavky na set-up

4.3.1 PGT pro familiarni chromosomovou aberaci (PGT-SR)
Jakékoli preimplantaéni vySetfeni u paru s familiarni chromosomovou abnormalitou (PGT-SR, viz kap.

3.3.2) je mozné provést pouze po predchozi domluvé s pracovniky laboratofe. Pfed zahajenim IVF cyklu

s planovanou preimplantac¢ni diagnostikou je nutné laboratof kontaktovat a dodat nasledujici podklady:
- plUvodni laboratorni zpravy s vysledky cytogenetického vySetfeni obou partnera,
- zpravu o provedeném genetickém poradenstvi u paru.

Po zhodnoceni uvedenych podkladt bude laboratofi rozhodnuto, jakou metodou bude preimplantaéni diagnostika
provedena (NGS, FISH), zda-li je nutné provedeni pfipravného vysetfeni (tzv. SET-UP) a v jakém rozsahu
(vySetfeni karyotypu a/nebo FISH). Pokud je SET-UP nutny, bude Zadatel zaroveri informovan o pozadovanych
odbérech primarnich vzorkl konkrétnich ¢lenli rodiny, popf. o doplnéni Iékafské dokumentace (vysledné

laboratorni zpravy z genetickych/cytogenetickych vySetfeni, popf. genetickych konzultaci, dalSich €lent rodiny).

Po uzavfeni SET-UP je mozné zahdjit IVF cyklus.

4.3.2 PGT pro familiarni monogenni onemocnéni (PGT-M)
Jakékoli vySetieni PGD u paru s monogennim onemocnénim (PGT-M) je mozné provést pouze po

predchozi domluvé s laboratori. Pfed zahajenim IVF cyklu s planovanou preimplanta¢ni diagnostikou je nutné

laboratof kontaktovat a dodat nasledujici podklady (dokumentaci):
1) puvodni laboratorni zpravy:

- AR onemocnéni — vysledky molekularné genetického vySetfeni obou partnerd, pfip. postizenych
potomkd,
- AD onemocnéni — vysledky molekularné genetického vySetfeni postizeného partnera/partnerky a

jednoho dalSiho postizeného ¢lena rodiny,

- X-vazana onemocnéni — vysledky molekularné genetického vysetfeni postizeného partnera nebo
vysledky molekularné genetického vysSetfeni partnerky-pfenasecky a jednoho dalSiho postiZzeného ¢lena

rodiny,
2) zpravu o provedeném genetickém poradenstvi u paru.

Po zhodnoceni uvedenych podklad(i bude laboratofi rozhodnuto, zda je mozné PGT-M pro dany typ onemocnéni
a konkrétni rodinu provést. Pokud ano, bude Zadatel zaroven informovan o pozadovanych odbérech primarnich

vzorku postizenych i zdravych ¢lent rodiny pro pfipravu vysetfeni SET-UP.
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Vzorky pro SET-UP pfed PGD pro monogenni onemocnéni (PGT-M) jsou pfijimany v RG, ktera zajisti jejich

vySetieni ve smluvni laboratofi LLRG Repromeda.

Po uspésSném ukoné&eni vysetfeni SET-UP je mozné zahajit IVF cyklus.

4.4 Pozadavek na vysetieni a priivodni dokumentace
Veskeré vzorky urcené k prijeti v RG (ij. uréené k vySetfeni v RG nebo ve smluvnich laboratofich &i jinych

diagnostickych laboratofich) musi byt doprovazeny:
- Zadankou (viz kap. 4.4.1),
- Informovanym souhlasem (viz kap. 4.4.2),
- DalSimi potfebnymi udaji, uvedenymi napf. na protokolu o biopsii nebo na protokolu o Uspésné
celogenomové amplifikaci, pokud se jedna o embryonalni vzorky (podrobnéji viz kap. 4.4.3 a 4.4.4) nebo

na protokolu o izolaci DNA v pfipadé zaslani genomické DNA (viz 4.4.5).

Formulare pro veskerou vyZadovanou privodni dokumentaci jsou dostupné na Dokumenty ke staZeni | Genetika

Plzen (genetika-plzen.cz).

Veskera pravodni dokumentace musi byt ¢itelné vyplnéna a musi na ni byt jasné vyznaceno pozadované
vySetfeni a dalSi povinné Udaje, viz kap. 4.4.1 - 4.4.4. Pravodni dokumentace provazi vzorek ve formé
vytisténého a fadné vyplnéného originalu. V pfipadé informovaného souhlasu je akceptovana i jeho scanova

kopie dostupna elektronicky (v systému DynaMed, popf. Medicalc).

Ustni pozadavky o vySetfeni nejsou ptijimany.

4.41 Zadanka o vysetfeni
Pro vyzadani vySetfeni je mozné vyuzit aktualni verze Zadanky o preimplantaéni genetické vysetfeni (F.GP 906),
ktera je Zadatelim k dispozici na webovych strankach (viz vySe), pfipadné na vyzadani. V pfipadé pouziti jiného

typu zadanky je nutné uvést veSkeré pozadované udaje.

Sadu embryonalnich vzorkli jedné pacientky doprovazi jedna zadanka. V pfipadech nestejnomérné rychlosti
vyvoje vySetfovanych embryi je mozné, po predchozi domluvé s laboratofi, ¢ast vzorkd dorucit do laboratore

pozdéji pouze s (dal§im) bioptaénim protokolem, a to do 30 hod. od doruéeni prvni sady vzork(l s Zadankou.

Za spravné a Citelné vyplnéni zadanky, s vyjimkou dat o odbéru primarnich vzorkl, zodpovida zadatel (Iékaf

zadajici vySetteni), ktery svym podpisem potvrzuje spravnost Udaji na Zadance.

Na zadanku je nutné uvést nasledujici povinné udaje:
1) Identifikace pacienta/pacientky
- jméno, pfijmeni, datum narozeni, RC (je-li pfidéleno), kéd ZP (u pojisténct Seskych ZP), pohlavi,
- adresa trvalého bydliste,
- identifikace (muZského) partnera u preimplantadnich vySetfeni (jméno, pfijmeni, datum narozeni, RC (je-
li pfidéleno), kéd ZP (u pojisténct eskych ZP)).
2) Davod vysetieni (diagnéza)
3) Identifikace Iékare/ zdravotnického zarizeni
- jméno, pfijmeni a podpis Iékare,
- identifikace zdravotnického zafizeni — nazev, adresa.
4) Typ a rezim pozadovaného vysetieni

- jasna specifikace pozadovaného vySetieni, v€etné pfipadného rezimu STATIM,
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- v pripadé dodate¢nych vysSetfeni je nutné uvést poCet a pfesné oznaceni embryi, ktera maji byt

dovySetiena.
5) Specifikace vzorku
- typ biologického materialu,

- dal$i informace o povaze odebiraného embryonalniho vzorku, tj. specifikace, zda jde o biopsii, rebiopsii,
kumulaci (j. vzorky pochazeji od pacientky, ktera ma prfed embryotransferem naplanovano vice

stimulaénich cykla).
6) Zaznamy o odbéru vzorku

Pokud je zadanka ur€ena pro vyzadani vySetfeni primarniho vzorku jiného pivodu nez embryonalniho (napf.

periferni krve, bukalniho stéru atd.):
- datum a €as odbéru primarniho vzorku,
- jméno a podpis osoby provadeéjici odbér.

Zaznamy o odbéru primarniho vzorku embryonalniho pavodu jsou obvykle uvedeny na protokolu o biopsii jako

dalSi soucasti prdvodni dokumentace (navod pro vyplnéni viz kap. 4.4.3).

Pokud je vyzadovano vySetfeni sekundarniho vzorku (genomické DNA, embryonalni WGA DNA,

cytogenetické suspenze apod.), musi byt Udaje o odbéru plavodniho primarniho vzorku uvedeny na pfilozené
zpravé ze zpracovani primarniho vzorku (izolace genomické DNA, WGA, apod., viz kap. 4.4.4 - 4.4.5.). Osoba

autorizujici tuto zpravu zaroven odpovida za spravné provedenou alikvotaci vzorku.

4.4.2 Informovany souhlas s genetickym vysetienim
Pfed kazdym genetickym vySetfenim musi byt par nalezité poucen o charakteru vySetfeni a musi podepsat

patficny informovany souhlas (viz Tabulka €. 1), ktery je zalozen do zdravotnické dokumentace pacienta.
Informovany souhlas (IS) je povinnou soucasti privodni dokumentace pfilozené ke vzorku, mize vSak byt
dolozen i pouze elektronicky (kopie v systému DynaMed). Veskeré platné formulare informovanych souhlasu jsou
Zadatelim k dispozici na webovych strankach Genetika Plzefi (Dokumenty ke stazeni | Genetika Plzen (genetika-
plzen.cz), pfipadné na vyzadani.

Za spravné a Citelné vyplnéni IS zodpovidé 1ékaf indikujici vySetfeni, ktery svym podpisem potvrzuje spravnost

uvedenych udaju a je svédkem vyjadreni souhlasu pacientem/parem.

Do informovaného souhlasu je nutné uvést nasledujici povinné udaje:

1) Identifikace pacienta (v pfipadé preimplanta¢ni analyzy obou reprodukc¢nich partnert)
- jméno, pfijmeni, datum narozeni, RC (je-li pfid&leno), kéd ZP (u pojisténctl deskych ZP),
- adresa trvalého bydlisté.

2) Duavod vysetieni (diagnéza)

3) Vyjadreni souhlasu s vysetienim a s dalSimi uvedenymi podminkami
- datum a podpis pacienta (v pfipadé embryonalniho vySetfeni obou partnert),

- datum a podpis Iékare.

Dale je doporuéeno specifikovat:
- pozadované vysSetreni, pfipadné metodiku vySetfent,

- typ primarniho vzorku.
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Tabulka 1: Prehled uzivanych formularu informovanych souhlasu

Typ vysetieni Vysetru1|<3| Formular informovaného souhlasu
laborator
PGT-A Genetika Plzeri F.GP 907 Pouéeni a informovany souhlas s PGT
(viz 3.3.1) S.r.o. (CZ, EN, DE, IT)*

SET-UP pied PGT-SR Genetika Plzen F.GP 901 Souhlas vysetfované/ho (zakonného zastupce)

(viz3.3.2a4.3.1) S.r.o. s genetickym laboratornim vysetfenim (CZ, EN, DE)
PGT-SR Genetika Plzen F.GP 907 Pouéeni a informovany souhlas s PGT
(viz 3.3.2) S (CZ, EN, DE, IT)*

F.GP 901 Souhlas vysetfované/ho (zakonného zastupce)
s genetickym laboratornim vysetfenim (CZ, EN, DE)
SET-UP pied PGT-M

(viz3.3324.32) LLRG Repromeda NEBO
REPROMEDA - SET-UP Pouceni a informovany souhlas

s genetickym vysetienim (CZ, EN, DE)

REPROMEDA - PGT-M Pouceni a informovany souhlas

(CZ, EN, DE)
PGT-M
(viz 3.3.3) LLRG Repromeda A
F.GP 908 Informovany souhlas se skladovanim vzorku (a
s nakladanim s vysledky) po PGT (CZ, EN, DE, IT)
Jiné vysSetieni Dle instrukci laboratofe (poskytnuto na vyzadani)

* souhlas F.GP 907 m(ze byt nahrazen internim souhlasem Zadatele v kombinaci s Informovanym souhlasem
se skladovanim vzorku (a s nakladanim s vysledky) po PGT

4.4.3 Protokol o biopsii pro PGT
Embryonalini vzorky primarniho odbéru musi byt vzdy provazeny dal$imi podrobnymi tdaji, které je mozno uvést
napf. na protokolu o biopsi. RG poskytuje Zadatelim formuldaf F.GP 909  Protokol

o biopsii pro PGT na svych webovych strankach, pfip. na vyzadani.
Z&dano je o uvedeni t&chto Gdaju (tudné& uvedené Gdaje jsou povinné):
1) Identifikace pacienta:
- jméno, pfijmeni, datum narozeni (popt. RC).
2) Zaznamy o odbéru primarniho vzorku:
- jméno, prijmeni a podpis pracovnika, ktery provedl biopsii,
- jméno, pfijmeni a podpis pracovnika, dozorujiciho biopsii,
- den vyvoje embrya, kdy je provadéna biopsie,
- pfipadné pouziti darcovskych gamet,
- interni identifikacni Cislo (ID) RG (pokud bylo predem pridéleno RG),
- datum a ¢as vlastni biopsie,

- datum a ¢éas preneseni vzorku do odbérového média (tj. pfenos do mikrozkumavky s vhodnym

transportnim pufrem pro pozadované molekularné-biologické vySetfeni nebo fixace na podlozni sklo),
- dalSi oSetfeni vzorku pfed transportem (centrifugace, uskladnéni apod.),
- poradové &islo (#) embrya,
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- kvalita embrya pfed odbérem,
- potvrzeni, ze fertilizace byla provedena metodou ICSI (IMSI),
- informace o uspésnosti fertilizace (2PN ano/ne/schazi info),

- popf. dalsi poznamky k biopsii (po€et odebranych bunék, moznost rebiopsie aj.).

Za uvedeni pozadovanych udaju a jejich spravnost je zodpovédny pracovnik embryologické laboratofe

provadéjici biopsii biologického materialu.

4.44 Protokol o uspésné celogenomové amplifikaci (pro vysSetfeni embryonalnich
WGA DNA)

Pokud jsou do laboratofe dodany vzorky embryonaini WGA DNA (v pfipadé pozadavku na dalSi vySetfeni

metodou NGS), musi byt provazeny protokolem prokazujicim pfedchozi Uspésnou celogenomovou amplifikaci.
Protokol musi obsahovat minimalné tyto informace:

- datum odbéru primarniho vzorku,

- specifikaci primarniho vzorku (typ biologického materialu),

- datum provedeni amplifikace,

- specifikaci (typ) pouzitého kitu pro celogenomovou amplifikaci,

- fotografii gelu s jasnou identifikaci vzorku,

- datum a €as uvolnéni protokolu,

- jméno a podpis zodpovédné osoby uvolfujici protokol.

4.4.5 Protokol o provedeni izolace genomické DNA
Pokud jsou do laboratofe dodany vzorky genomické DNA (v pfipadé SET-UP pro monogenni onemocnéni), musi

byt provazeny protokolem prokazujicim uspésnou izolaci DNA.
Protokol musi obsahovat minimalné tyto informace:

- datum odbéru primarniho vzorku,

- specifikaci primarniho vzorku (typ biologického materialu),

- datum provedeni izolace,

- specifikaci (typ) pouzitého izolaéniho kitu,

- vyslednou koncentraci izolované genomické DNA,

- datum a €as uvolnéni protokolu,

- jméno a podpis zodpovédné osoby uvolfujici protokol.

4.5 Pozadavky na urgentni vysetreni
RG v souc€asnosti neposkytuje (ani nezprostfedkovava ve smluvnich laboratofich) Zadna vysSetfeni PGT v reZzimu

STATIM (viz také seznam vySetfeni v kap. 3.3).
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4.6 Pozadavky na dodatec¢na vysetreni
Laboratof pfijiméa poZadavky na dodate¢na vySetfeni pouze pro embryonalni vzorky vySetfované metodou NGS
nebo Karyomapping, které splfiuji tato kritéria:
- Ulozené vzorky embryonalni DNA (po vhodné uspésné celogenomové amplifikaci nebo zpracovani pro
NGS), a to maximalné 1 rok od data pfijmu vzorku do RG.
Dodate¢na vysSetfeni se provadéji pouze na zakladé nové zadanky, kde je pfesné identifikovan pocet a

identifikacni Cisla (#) embryonalnich vzorkd. Novy informovany souhlas k vySetfeni neni pozadovan.

4.7 Pozadavky na vlastni odbér vzorku a odbérové soupravy

Dodrzeni spravného zpUsobu odbéru primarnich vzork( a nasledné manipulace s nimi jsou zcela zasadni pro
validni vysledek vySetfeni.

Pfed samotnym odbérem embryonalnich vzorkl je ddrazné doporu¢eno kontaktovat RG a vyzadat si unikatni
identifikacni ¢islo (ID) pro danou pacientku, resp. sadu embryonalnich vzorkl z daného IVF cyklu. Alternativné je
mozno domluvit s odebirajici laboratofi pfidéleni vlastni Ciselné Fady.

PFi vlastnim odbéru je nutné vZdy ovéfit shodu jména odebiraného pacienta/oznaéeni bioptovaného embrya
a oznaceni odbérové nadoby, do které je vzorek/bioptat odebiran. Pro duslednou prevenci zamény vzorku pfi

odbéru je doporucena kontrola druhym pracovnikem.

4.71 Oznaéeni vzorku
VSechny vzorky uréené k vySetieni v RG musi byt jasné identifikovatelné, tj. musi byt ozna€eny minimalné témito
udaiji:
- jméno a pfijmeni pacienta/pacientky,
- rok narozeni pacienta/pacientky nebo jeho rodné Cislo,
- poradové Cislo embrya/embryi (v pfipadé, Ze jde o embryonalni vzorek/ky).
Embryonalni vzorky odebirané do 0,2 ml mikrozkumavky je mozno alternativné oznadit 16

28/1

(doporuéeny zplUsob vzhledem k velikosti mikrozkumavky):

- na kazdou zkumavku uvést ID vySetfovaciho pfipadu (pfedem na vyzadani pfidéleno 16/28/1
RG), /

/

- na kazdou zkumavku uvést pofadové &islo embrya, J

- vigko stojanku oznagit plnou identifikaci pacientky (tj. jméno, pFijmeni, rok narozeni/RC) a pfidélenym ID.

Vzorky je nutné vzdy oznadit Citelné a nesmazatelné: bézné odbérové zkumavky (napf. krev, bukaini stéry atd.)
na Stitku na sténé zkumavky, mikrozkumavky popsat na vicku a vodorovné na sténu zkumavky (viz obrazek
vySe) permanentnim popisovatem na lihové bazi (nejlépe &ernym) nebo je opatfit samolepicim Stitkem
odolavajicim nizkym teplotam a vi¢ko stojanku lihovym fixem, podlozni skla oznacit diamantovym hrotem a

obycejnou tuzkou.

Laboratof pfijima pouze fadné oznacené vzorky doprovazené prislusnou pravodni dokumentaci dle kap. 4.4.
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4.7.2 Embryonalni vzorky primarniho odbéru
Embryonalini vzorky primarniho odbéru jsou ziskavany biopsii embryi vykultivovanych v ramci |éEby neplodnosti
metodami asistované reprodukce, a proto vlastni odbér vzorku nevyzaduje zadnou zvlastni pfipravu klienta.

Pro fertilizaci oocytu vS§ak musi byt pouzita metoda ICSI (pfip. IMSI), konvenéni IVF technika neni vhodna!

Biopsii provadi za dodrzeni sterilnich podminek specializovany embryolog v embryologické laboratofi IVF centra

pomoci mikroskopu vybaveného laserem a mikromanipulatory.

Pfi odbéru vzorkl uréenych pro izolaci a naslednou celogenomovou amplifikaci DNA (vySetfeni metodami NGS,
Karyomapping) je nutné vzdy dbat na dislednou prevenci kontaminace odebiranych vzork( cizorodou DNA.
Cizoroda DNA by mohla zapfi€init nespravny vysledek analyzy a vést k zavaznym nezadoucim nasledkam.

Pribéh vysetfeni mize také negativné ovlivnit pouziti nevhodnych médii ¢i pufra.
Kontaminaci embryonalniho vzorku Ize minimalizovat dodrzovanim nasledujicich pravidel:

- pouzivat vhodné (nejlépe jednorazové) osobni ochranné pomlcky (laboratorni plast, rukavice, ¢epice,

ustenka),

- pouzivat gisté sterilni rukavice bez pudru v pribé&hu celého postupu biopsie a pfi podezieni na znecisténi
je okamzité vymeénit,

- provadét cely postup biopsie, zejména pfipravu kultivaénich misek a odbérovych mikrozkumavek,
v Cistém a dekontaminovaném laminarnim boxu,

- pouzivat vhodny sterilni jednorazovy spotfebni material a média (DNase-free),

- dbat dusledné na to, aby ,Cisty”“ konec pipety/$pi¢ky nepfiSel do styku s ni¢im jinym nez s bioptovanym
vzorkem (nesmi pfijit do styku s k{izi ¢i jinym potencialnim biologickym kontaminantem, s vnéjsi stranou

mikrozkumavek, pracovni plochou laminarniho boxu, apod.),
- v prlibéhu provadéni celého postupu biopsie manipulovat s jednotlivymi odbé&rovymi zkumavkami pouze

- v Cistém a dekontaminovaném laminarnim boxu a pro praci se zkumavkami pouzivat vyhradné ptvodné

dodany namrazeny uzaviratelny (kryo)stojanek,
- centrifugovat mikrozkumavky s odbérovym médiem vzdy pfed otevienim/transportem/ uskladnénim,
- minimalizovat dobu, po kterou jsou mikrozkumavky s odbérovym médiem oteviené.
Pracovnici provadéjici odbér primarnich vzorkd jsou povinni dodrzovat pokyny uvedené v této pfirucce.

Specifikace odebiranych materiald jsou uvedeny v Tabulce €. 2.

Tabulka 2: Seznam pfFijimanych embryonalnich vzorku primarniho odbéru

den biopsie ¢ Y
Typ vzorku (tka): - P ’ V§vojové stédium Pocet odelvoranych
(den kultivace embryi) bunék
» blastomera 3. blastomera 1-2
» trofoektoderm 5./6. hatchuijici blastocysta cca 5-10

* nelze pouzit pro vysetfeni Karyomappingem

Odbérové soustavy jsou pro vSechny typy (tkané) vzorkd primarniho odbéru shodné a lisi se dle typu vySetfovaci

metody, viz Tabulka 3.
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Tabulka 3: Odbérové soustavy pro embryonalni vzorky primarniho odbéru

odbérova soustava promyti bioptatu § i
Pozadované g £ &
vysSetieni: metoda R
: posky- . . posky- | o € §
typ tuje pozadovano pufr tuje S
» PGT-A
(24 chromosom) iK O’i ml K 1x PBS
» PGT-SR+PGT-A  NGS mikrozkumavky z 10.5% PVP Z
(24 chromosom(1) s 2,0 pl 1xPBS B 2
e ANO S8 | ANO
Karyo 0,2 ml < >
> PGT-M mapping / | mikrozkumavky s CPB s
One s 0,8 pl pufru /0,1%PVP
GenePGT | CPB/0,1%PVP
» PGT-A mikroskopické
(5 chromosom{) o
FISH podlozni slflo ) NE ) ) NE
» PGT-SR s matovanym
okrajem

4.7.21 Specialni pozadavky pro odbér vzorka pro vysetieni metodami NGS / Karyomapping /
OneGenePGT

1) Promyti bioptatu
Pfed pfenosem bioptatu do odbérové zkumavky je doporuceno jeho promyti min. ve 3 kapkach promyvaciho

pufru (1x PBS/0.5% PVP, event. CPB/0,1%PVP, viz Tabulka &. 3). Pokud promyti neni provedeno (napf.

z duvodu vysoce viskézniho bioptatu), je nutné toto uvést do poznamky v bioptaénim protokolu.

2) Odbér kontrolnich vzork
Pozadovan je odbér téchto kontrolnich vzorku:
- kontrolni vzorek z posledni promyvaci kapky ke kazdému embryonalnimu vzorku,

- Cisty vzorek kultivaéniho média, ve kterém byla provadéna biopsie (vzdy 1 kontrolni vzorek na kazdou

odebiranou sadu embryi v dany odbérovy den).

Pokud neni pouzito odbérové médium dodané RG, musi ke kazdé sadé vzorku byt dale pfipojena alespon jedna

zkumavka s Cistym odbérovym médiem.

3) Vyzadani odbérovych soustav a promyvaciho pufru

Na vyzadani je dodan embryologické laboratofi provadéjici odbér vzorku promyvaci pufr a mikrozkumavky s
obsahem pfislusSného odbérového média (viz Tab. 5). Dodané odbérové zkumavky a pufry jsou zfetelné

oznaceny datem exspirace, které je laboratof provadéjici odbér povinna respektovat.
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Priklad odebiranych vzorki a kontrol pro jednu pacientku jsou uvedeny v pfipojeném schématu:

Vzorky pacientky s laboratornim ID 23/58 urcené k vySetieni v RG nebo v LLRG Repromeda

© ®©® ® ® 0 O O © .aw
23 23 23 23 23 23 23 23 N
58/1 58/2 58/3 58/4 58/5 58/6 58/7 58/8
O/l0o0 0 0 0 0 o0 o -«
NV-58
C58-1 C58-2 C58-3 C58-4 C58-5 C58-6 C58-7 C58-8 D5
Vysvétlivky:
@ Odebrany vzorek embrya:
Mikrozkumavka s obsahem odbérového pufru a odebranym embryonalnim vzorkem. Zkumavka je
23 popsana laboratornim ID (pokud je k dispozici) a €islem embrya, popf. pfijmenim pacientky, rokem
58/1 jejiho narozeni a Cislem embrya.
O Kontrola ¢istoty promyvaciho pufru (C) u kazdého odebraného vzorku:
Mikrozkumavka s obsahem odbérového pufru, do kterého byl odebran vzorek promyvaciho pufru
z okolniho prostfedi posledni promyvaci kapky konkrétniho vzorku. Zkumavka je popsana pismenem
C58-1 ,C“ v kombinaci s laboratornim ID (pokud je k dispozici) a Eislem embrya, popf. se jménem pacientky,
rokem jejiho narozeni a ¢islem embrya.

NV-58
D5

Kontrola ¢istoty kultivacniho média (NV):
Mikrozkumavka s obsahem odbérového pufru, do kterého byl odebran vzorek &istého kultivaéniho

média, ve kterém byla provadéna biopsie (neobsahuje odebirany embryonalni vzorek). Zkumavka je
popsana ,NV* a laboratornim ID (pokud je k dispozici), pfip. jménem pacientky a rokem jejiho
narozeni. Uveden je i odbérovy den (resp. den vyvoje embrya).

®

N-58 D5

Kontrola odbérového pufru (N) — JEN pokud NENI pouzito odbérovy pufr dodany RG:

Mikrozkumavka s obsahem c¢&istého odbérového pufru, do kterého neni pfidavan ani odebirany
embryonalni vzorek, ani vzorek pufru z posledni promyvaci kapky ani kultivacni médium. SlouZi ke
kontrole integrity odbérového systému — ke kontrolnimu ovéfeni jeho Cdistoty (= k vylouceni
kontaminace cizorodou DNA). Zkumavka je popsana ,N“ a ID (pokud je k dispozici), pfip. jménem
pacientky a rokem jejiho narozeni. Uveden je i odbérovy den (resp. den vyvoje embrya).

4) Priprava odbérové sady pred odbérem

Laboratof provadéjici odbér si odbérovou sadu pro odbér dané sady embryi pfipravi v den odbéru dle téchto

pravidel:

- Pro kazdou pacientku (sadu embryi) je vzdy pfipravena jedna odbérova sada.

- Pocet zkumavek s odbérovym médiem v sadé odpovida souctu avizovanych embryi vhodnych k biopsii,

odpovidajiciho poltu negativnich kontrol promyvaciho pufru a kultivaéniho média a 2-3 rezervni

zkumavky.

- Sada zkumavek je pfipravena ve vymrazenych uzaviratelnych kryostojancich pfi max. teploté 0 °C (tzv.

»na ledu®).

- Mikrozkumavky jsou pfed odbérem popsany dle vySe uvedenych pravidel. Bo¢ni popis zkumavky je

nutné provést horizontalné, pfi vertikalnim popisu dochazi k jeho poskozeni otérem o stojanek (viz
obrazek v kap. 4.7.1)!
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- Pri pfipravé odbérové sady je nutné respektovat relevantni protikontaminaéni opatfeni (viz 4.7.2),
zejména je nutné mikrozkumavky s odbérovym médiem pFed jejich pouzitim (tj. pfed otevienim a

vloZzenim odebraného embryonalniho vzorku &i kontroly) dusledné zcentrifugovat.

5) Spravna manipulace s odbérovou soustavou v pribéhu odbéru

S odbérovou soupravou musi byt zachazeno v souladu s protikontaminaénimi opatfenimi (viz vySe) a se

zvlastnim ddrazem na tato pravidla:

- v pribéhu odbéru je nutné minimalizovat dobu, béhem které jsou zkumavky mimo kryostojanky a

chlazené prostfedi pfepravni termobrasny,

- bezprostfedné po odbéru je nutné mikrozkumavky s odebranymi vzorky centrifugovat po dobu nejméné

3 min.

4.7.2.2 Specialni pozadavky pro odbér vzorkt pro vysetieni metodou FISH
Pokud je provadén odloZeny transport vzorku (déle neZz do 60 min. od odbéru, viz kap. 4.8 a tabulka 5) je nutné

podlozni sklo s nafixovanym vzorkem oSetfit ponofenim do roztoku methanolu na cca 15 minut pfi pokojové

teploté (,dofixovani*).

4.7.3 Vzorky po embryonalni WGA DNA

Pro vSechna nabizena PGT jsou laboratofi pfijimany pouze embryonalni vzorky primarniho odbéru dle kap. 4.7.2.

4.7.4 Vzorky pro vysetieni SET-UP pro monogenni onemocnéni
Pro pfipravna vySetfeni uréenych ¢lenu rodiny pfed PGD pro monogenni onemocnéni (SET-UP pfed PGT-M) je

nutné provést pro kazdou vySetfovanou osobu odbér periferni krve:
- 5 ml nesrazlivé periferni krve do zkumavek s obsahem EDTA (K2EDTA ¢i KzEDTA)

Vzorky periferni krve odebira vzdy lékaf nebo povéfeny zdravotnicky personal (sestra) v prostorech
tomu uréenych (ambulance, odbérova mistnost). Pfed odbérem periferni krve pro genetické vySetieni
neni tfeba zadna zvlastni pfiprava pacienta (nemusi byt provadén nala¢no &i v ur€itou denni dobu
apod.). V pfipadé, ze hrozi kontaminace jinou DNA (napf. po transplantacich organt ¢&i transfuzich), je
tfeba tuto skute¢nost oznamit pracovnikim laboratofe a domluvit se na dal$im postupu. Integrita
odbérové soustavy nesmi byt po odbéru vzorku naruSena (vzorek nesmi byt alikvotovan apod.). Vzorek
je po odbéru jemné promichan opakovanym oto¢enim zkumavky a poté je do transportu uloZen v lednici
pfi teploté 2-8°C.
Pokud neni mozné ziskat vzorek periferni krve, je mozné ho vyjime¢né nahradit vzorkem bukalni sliznice. Pro
vySetfeni Karyomappingem vsSak neni tento odbér doporu€en, nebot kvalita ziskané DNA nemusi byt pro
uspésné provedeni SET-UP postacujici:
- 5x stér z bukalni sliznice

Odbér bukalnich stérd mize provadét samotny pacient ¢i zdravotnicky persondl pouceny dle instrukci
uvedenych v Navodu pro odbér bukalniho stéru, viz Pfiloha ¢. 1. Odbérové sady mozno vyzadat z RG
(dodavany jsou specialni odbérové zkumavky s aktivnim vysuSovacim systémem, které lépe zajisti
integritu vzorku).

Dle pozadavkl vySetfujici laboratofe a posouzeni daného individualniho pfipadu je mozné pozadovat dale i jiny

typ vzorkud (sperma, tkari/DNA potraceného plodu aj.).

Pro dalsi info viz VD.GP 04 Laboratorni prirucka GL Genetika Plzen.
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4.7.5 Vzorky pro vysetieni SET-UP pro chromosomovou aberaci
Pro pfipravné cytogenetické vysetfeni (SET-UP) pfed PGD pro chromosomovou familiarni aberaci (PGT-SR) je

vyzadovan od uréenych ¢lenud rodiny odbér téchto vzorku:
- 5 ml nesrazlivé periferni krve do zkumavek s obsahem heparinu (Na-heparin nebo Li-heparin).

Vzorky periferni krve odebira vzdy lékaf nebo povéfeny zdravotnicky personal (sestra) v prostorech
tomu uréenych (ambulance, odbérova mistnost). Pfed odbé&rem periferni krve pro genetické vySetieni
neni tfeba zadna zvlastni pfiprava pacienta (nemusi byt provadén nalacno & v urc€itou denni dobu
apod.). Vzorek je po odbéru jemné promichan opakovanym oto€enim zkumavky, ponechan cca 30 min.
pfi pokojové teploté a poté je do transportu ulozen v lednici pfi teploté 2-8°C.

Pro dalsi info viz VD.GP 04 Laboratorni prirucka GL Genetika Plzen.

4.8 Transport a uchovavani vzorkti

S transportovanymi vzorky musi byt zachazeno jako s potencialné infekénim materialem. Veskeré vzorky musi
byt transportovany v uzavienych obalech (uzaviena krabicka na podlozni skla, uzaviené mikrozkumavky
umisténé v stojanku/kryostojanku s vickem, pfip. v uzaviratelném plastovém sacku, zkumavky uzavieného

odbérového systému na periferni krev apod.).

Pokud jsou vzorky dopravovany postou nebo kuryrem musi byt dale kazdy vzorek (pfip. sada embryonalnich

vzorkd) v daném uzaviratelném obalu zabalen jednotlivé do dal§iho plastového sacku, optimalni je baleni dvoijité.

Privodni dokumentace ke vzork(im musi byt uloZzena oddélené od vzork( tak, aby nedoslo k jejimu znehodnoceni

nebo potfisnéni biologickym materialem (nejlépe ulozenim do samostatného plastového sacku).

4.8.1 Embryonalni vzorky

Embryonaini vzorky mohou byt do RG doruceny:

- okamzitou donaskou (zpuUsob transportu embryondlnich vzorki primarniho odbéru z embryologické

laboratofe v dosahu RG GL), pro podminky transportu viz Tabulka €. 4,

- odlozenym transportem, pro podminky transportu a uchovani viz Tabulka €. 5. Pro transport v ramci
CR zajistuje laboratof transport vzorktl svozovou sluzbou Nextclinics (po pfedchozim vyZzadani ze strany

IVF laboratofe odebirajici vzorek).

Tabulka 4: Okamzity transport embryonalnich vzorku primarniho odbéru

Okamzity transport do RG

Odbérova soustava ulozeni vzork
cas teplota

béhem transportu

0,2ml odbérova mikrozkumavka

A= HE U Mo [, dog®c + brasna s chladicimi vloZzkami
Karyomapping/ OneGenePGT) do

namrazeny kryostojanek*

60 min.
podlozni sklo min uzaviratelna krabi¢ka na preparaty

(PGT-A/ PGT-SR metodou FISH) RT + brasna

Vysvétlivky: * ZvySeni teploty nad cca 4°C orientaé¢né indikuje kryostojanek postupnou zménou barvy (ze zelené na
Zlutou nebo z fialové na rdzovou). K této zméné barvy zac¢ina dochazet pfi RT postupné od okraju stojanku po cca 20 min.,
kompletné stojanek zméni barvu po cca 180 min. Pro zajiSténi pozadované teploty pfi odbéru a transportu (tj. do 8°C ) je
proto tfeba zkumavky/vzorky vzdy umistit v oblasti stojanku, kde ke zméné barvy dosud nedoslo. Stojanek s kompletni
zménou barvy neni mozné pouzit ani pro transport ani do¢asné uchovani vzorkl v prabéhu odbéru.

Kryostojanek se vzorky je proto mozné ponechat mimo prepravni brasnu jen po nezbytné nutnou dobu v pribéhu
vlastniho odbéru vzorku!
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Tabulka 5: OdloZeny transport embryonalnich vzorku dle odbérového systému

Odbérova
soustava

Odlozeny transport do RG

cas

teplota

postup ulozeni vzorkt
pred transportem

ulozeni vzork
béhem transportu

0,2ml odbérova
mikrozkumavka

EMBRYONALNi VZORKY PRI

metodou FISH)

(PGT-A/PGT-SR do
metodou NGS, 30 dni Usklad-
Karyomapping/ néni
OneGenePGT) <-15°C
Transport
<0°C

podlozni sklo do
(PGT-A/PGT-SR i

7 dni

MARNIHO ODBERU

1) Sadu
mikrozkumavek pro
jednotlivou pacientku
umistit do
stojanku/kryostojanku
s vickem nebo do
uzaviratelného
plastového sacku.

2) Sadu ulozit do
mrazaku.

1) Sadu mikrozkumavek pro jednotl.

pac. (ve stojanku/ kryostojanku

s vickem nebo v uzaviratelném

plastovém sacku) ulozit do vétSiho

uzaviratelného plastového sacku.

2) Transport:

a) délka transportu max. 48 hod.:
umistit do polystyrenové krabice
s dostatkem mrazicich vlozek
(vzdy pouzit kryostojanek!!!);
mrazici vlozky a krystojanek musi
pred transportem byt uloZeny pres
noc pfi méné nez -15°C

NEBO

b) délka transportu 48- 96 hod.:
umistit do polystyrenové krabice
s min. 6 kg suchého ledu (neni
nutny kryostojanek).

1) Provést dofixaci dle
4.7.2.2.

2) Skla ulozit do
uzaviratelné krabicky
na preparaty.

3) UlozZit do mrazaku.

1) Uzaviratelnou krabi¢ku se skly
ulozit do vétsiho uzaviratelného
plastového sacku.

2) Umistit do polystyrenové krabice
s mrazicimi vlozkami; mrazici vliozky
musi pfed transportem byt ulozeny
pfes noc pfi méné nez -15°C.

4.8.2 Vzorky pro vysetieni SET-UP pro monogenni onemocnéni
Pro spravny transport a uchovani vzork( pro SET-UP pro monogenni onemocnéni plati nasledujici pravidla:

- vzorky periferni krve pro vysetieni SET-UP

Vzorky periferni krve pro molekularné-genetické vySetfeni (odbérové systémy K2EDTA, K3EDTA) je

mozné uchovavat po odbéru v lednici pfi teploté 2-8°C. Do laboratofe je nutné vzorky dorucit nejpozdéji

do 14 dnl od odbéru (optimalné do 7 dna). Transport probiha bud pfi pokojové teploté (trva-li do cca 12

hodin) nebo pfi teploté 2-8°C (delSi transport). Vzorky by nemély byt zmrazené!

- vzorky stéri z bukalni sliznice

Radné vysusené vzorky stéru z bukalni sliznice mohou byt uchovavany maximainé 1 tyden pfi pokojové

teploté nebo 1 mésic v lednici pfi teploté 2-8°C nebo 1 rok pfi teploté nizSi nez -15°C od odbéru.

Transport probiha pfi pokojové teploté.

Pro dalsi info viz VD.GP 04 Laboratorni prirucka GL Genetika Plzen.
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4.8.3 Vzorky pro vysetieni SET-UP pro chromosomovou aberaci

Vzorky periferni krve pro pripravné cytogenetické vysetfeni (SET-UP) metodou vySetfeni karyotypu a FISH
(odbérové systémy Na-heparin, Li-heparin) je mozné uchovavat po odbéru v lednici pfi teploté 2-8 °C. Do
laboratofe je nutné vzorky dorucit do 96 hod. od odbéru. Transport probiha bud pfi pokojové teploté (trva-li do cca

12 hodin) nebo pfi teploté 2-8 °C (delSi transport).

Pro dalsi info viz VD.GP 04 Laboratorni prirucka GL Genetika Plzen.

4.9 Zakladni informace o bezpeéném zachazeni se vzorky
Na zakladé platné legislativy (resp. Vyhlasky MZ ¢. 306/2012 Sb. o podminkach pfedchézeni vzniku a Sifeni

infekénich onemocnéni a o hygienickych poZadavcich na provoz zdravotnickych zafizeni a ustavi socialni péce)
byly stanoveny tyto zasady pro bezpec¢nost prace s biologickym materialem, které jsou povinni dodrzovat vsichni

pracovnici IVF centra i spolupracujici subjekty:
- kazdy vzorek je nutné povazovat za potencialné infekéni,

- pfi odbéru vzorku se vyvarovat pfimého kontaktu s potencialné infek&nim materialem a pouzivat osobni
ochranné pomucky,

-k odbérdm vzorkiim pouzivat jednorazové sterilni pomucky, pokud je to mozné,

- jednorazové materidly pouzité pro odbér vzorkl bezpecné zlikvidovat ve shodé se zasadami pro

nakladani s nebezpe&nym (infekénim) odpadem,

- pfi transportu vzorka zajistit biologicky material (viz také pravidla v kap. 4.8) tak, aby béhem transportu
nemohlo dojit:

o ke znehodnoceni vzorku ptsobenim vnéjSich fyzikalnich vlivd,

o ke kontaminaci privodni dokumentace nebo vnéjsi strany zkumavek &i jinych oball biologickym
materidlem a tim k ohroZeni osoby, ktera se vzorkem manipuluje; toto je ddvodem k odmitnuti
vzorku (viz kap. 5.2 a Tab. 7),

- pokud vzorek neni transportovan ihned je nutné ho skladovat v ur€éeném prostoru.
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5. Preanalytické procesy v laboratori

5.1 Prijem vzorkla v RG

Ke zpracovani jsou pfijaty vzorky splfiujici vSechny nalezitosti uvedené v kapitole 4. Zaznam o pfijmu vzorku je

provadén na zadanku s uvedenim data a €asu pfijmu a podpisem pracovnika pfijimajiciho vzorek. Pro pfijem

vzorku jsou zaskoleni vSichni pracovnici RG.

Béhem pfijmu vzorku do laboratofe jsou zejména kontrolovany:

- pocet vzorkl a pfislusnych kontrol (resp. shodu s Udaji uvedenymi v bioptaénim protokolu a/nebo na

zadance),

- neporusenost odbérového systému (podlozni sklo, mikrozkumavka s transportnim médiem) (viz kap.

4.9),

- pfitomnost a Citelnost oznaceni vzorkl (viz kap. 4.7.1),

- pritomnost spravné a citelné vyplnéné povinné pravodni dokumentace (viz kap. 4.4),

- shoda identifikace vzorku s pravodni dokumentaci,

- kvalita a mnozstvi vzorku (viz kap. 4.7.2 - 4.7.5),

- dodrzeni podminek spravného transportu vzorku (viz kap. 4.8).

5.2 Reseni neshodnych situaci pfi pfijmu vzorti a kritéria pro odmitnuti

vzorku

Vzorky, které nespliuji vS8echny pozadavky pro fadné prijeti do laboratofe, jsou déleny do tfi skupin dle

zavaznosti situace a moznosti jejiho feSeni - viz Tabulka €. 6).

Tabulka 6: Zpusob feSeni neshodnych situaci béhem prijmu vzorku

Neshodna situace

zcela chybéjici vzorek/vzorky

neidentifikovatelny vzorek (neoznaceny nebo neditelné/

chybné oznaceny vzorek)

vzorky doslé do laboratofe nelze sparovat s pfilozenou
privodni dokumentaci

pouzita odbérova soustava vylu€uje zpracovani vzorku
pozadovanym zpusobem

odbérova soustava je poSkozena

odbérova soustava ¢&i pravodni dokumentace je
potfisnéna biologickym materialem/vzorkem

Reseni situace

Vzorek je VZDY ODMITNUT.

Pracovnik RG neprodlené informuje Zadatele
o vzniklé situaci a zada o opakovany odbér.
Privodni dokumentace je archivovana, vzorek je
zlikvidovan.

Pozn.: Potfisnéna dokumentace je
fotodokumentovana a original zlikvidovan.

odebrani nevhodného biologického materialu
pouziti nevyhovujici odbérové soustavy

nedostate¢né mnozstvi vzorku pro provedeni
pozadovaného vySetfeni

nedodrzeni ¢asového intervalu pro dodani vzorku

nedodrzeni vhodné teploty/ zplsobu transportu vzorku
do laboratofe

nedodrzeni podminek dfivej$iho uchovani vzorku
(doba ¢&i zpusob predeslého uchovani)

Vzorek je PRIJAT a dle moznosti dale
zpracovan.

Pokud je to vhodné/nutné, je pfi pfijmu
neshodného vzorku informovan zadatel.

Neshodna situace pfi pfijmu vzorku a jeji mozny
vliv na vysledek jsou uvedeny, pokud je to
vhodné/nutné, ve vysledné zpravé (pokud

vySetfeni nebylo po dohodé se zadatelem uUpiné

zruseno).
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Neshodna situace

Reseni situace

chybéjici zadanka

nekompletni idaje na Zadance
chybéjici informovany souhlas (I1S)
nekompletni Udaje na IS

chybéjici protokol o biopsii (BP) pro PGT nebo zaznam
o odbéru na Zadance

nekompletni udaje na BP ¢&i v zdznamu o odbéru

dalsi chybéjici dokumentace, pokud je vyzadovana

Vzorek je PRIJAT a je zahajeno jeho zpracovani,

ale vysledna zprava je uvolnéna az po doplnéni
chybéjicich dokumentua/udaju.

Pracovnik RG neprodlené informuje Zadatele
o vzniklé situaci a zada o doplnéni chybéjicich
udaju.
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6. Vydavani vysledkli a komunikace s laboratofri

6.1 Obecné zasady

Vysledky (vysledné zpravy, vysledkové listy) Ize sdélovat a pfedavat pouze zadajicimu Iékafi (zadateli), pfipadné
dal§im zdravotnickym pracovniklim, ktefi se podileji na o$etfovani pFislusného pacienta.

Organum ¢innym v trestnim Fizeni (policie, soudy) se vysledky nebo nalezy poskytuji pouze na zakladé pisemné
zadosti, kterou statutarni zastupce preda jako nafizeni vedoucimu laboratofe. V tomto pfipadé se vysledky nebo

nalezy poskytuji v pisemné formé prostfednictvim statutarniho zastupce.

Vysledky kazdého laboratorniho vySetfeni jsou uvadény presné, jasné a jednoznacné. Vysledkové listy obsahuji
v8echny udaje vyzadované normou CSN EN ISO 15189:2013 Zdravotnické laboratofe — Pozadavky na kvalitu a
zpusobilost a zarover respektuji pfislusna mezinarodni doporu¢eni ECA. Ve vysledné zpravé je vzdy zahrnuta
bud pfima interpretace vysledku, nebo alespori informace pro jejich spravnou interpretaci potfebné. PFi intepretaci

vysledku je vychazeno z recentnich literarnich zdroju.

Vysledkové zpravy jsou vytvafeny v textovém editoru v Ceské nebo anglické jazykové verzi, bez moznosti ru€né
psanych Uprav a vydavany az po kontrole (pfezkoumani) povéfenymi zodpovédnymi osobami.

Vysledkove listy jsou uvolriovany elektronicky umisténim do interniho informacéniho systému Medicalc. Pro externi
Zadatele jsou poté vysledky bud umistény do informaéniho systému DynaMed (IVF centra Prof. Zecha, ProCrea
Swiss IVF Center s.r.o.) nebo odeslany zabezpe&enym prenosem MediDAT. Zadajici je vZdy na vydani
neprodlené vysledku upozornén (uzivatelé DynaMedu v ProCrea Swiss IVF Center s.r.o. v Plzni interni aplikaci

ToDo, ostatni zadajici emailem).

6.2 Intervaly od dodani vzorku k vydani vysledku
Standardni doby dodani vysledné zpravy (doby odezvy, TAT) jsou uvedeny u jednotlivych nabizenych vySetfeni v
kap. 3.3. Dobou dodani vysledné zpravy je minéna doba od pfijeti vzorku do laboratofe nebo od pfijeti poZzadavku

na vysetfeni (u dovySetfeni nebo u kumulaénich cykl) do uvolnéni vysledku vySetfeni. Laboratof se zavazuje

vzorku a/nebo opakovani analyzy.

Vzorky jsou zpracovavany v poradi, ve kterém je laboratof pfijme, s vyjimkou pfednostniho zpracovani vzorkl s

pozadavkem na vySetfeni STATIM.

U vySetfeni PGT nejsou stanoveny kritické intervaly.

6.3 Zmény vysledki a nalezi

V pfipadé, Ze je potieba, aby laboratof dodate¢né zménila Udaje v jiz vydané vysledkové zpravé, je vzdy
neprodlené informovan Zzadajici lékaf a je vydana nova opravena vysledna zprava zietelné oznalena jako
pfepracovana.

Pfepracovana zprava obsahuje vzdy odkaz na puvodni zpravu (datum plvodni zpravy a identitu pacienta) a udaje
o datu a ¢ase jejiho vydani. Pfepracovana zprava je autorizovana vedoucim laboratofe nebo jeho zastupcem.

S Zadatelem komunikuje v tomto pfipadé vedouci laboratofe nebo jeho zastupce.

6.4 Telefonické sdélovani vysledku

Laboratof (RG) telefonicky vysledky vySetfeni nesdéluje.
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6.5 Konzultaéni €éinnost laboratore
Interpretace vysledk( jsou soucasti textové ¢asti vysledkového listu. Dal$i konzultace v souvislosti s vysledky

vySetfeni podava jen lékaF nebo VS odborny pracovnik se specializovanou zputsobilosti.

Laboratof priibézné informuje vSechny Zadatele o vSech podstatnych zménach, které se tykaji nabizenych

laboratornich sluzeb.

6.6 Zajisténi potreb k odbéru biologického materialu
Laborator zajiStuje pFipravu odbérového systému pro vySetfeni metodou NGS a Karyomappingem (viz také kap.
47.2).

RG na vyzadani poskytuje odbérové sady pro odbér vzorkd bukalni sliznice, a to véetné navodu pro odbér

bukalniho stéru, viz Priloha ¢&. 1.

6.7 Zpusob rfesSeni stiznosti
Pfipadnym stiznostem zadatelt nebo pacientl je vénovana nalezita pozornost, jsou vzdy dikladné proSetfovany

a v pfipadé opravnénych stiznosti jsou zaroven i podnétem pro zlepSeni sluzeb laboratore.

StiZznost je mozné podat pisemnou formou (poStou, faxem, e-mailem) &i formou ustni (telefonicky, osobni
jednani). Drobné vytky jsou FfeSeny neprodlené pracovnikem, ktery stiznost pfijima a dodateéné informuje vedeni

laboratofe. Ostatni stiznosti jsou feSeny vedenim laboratofe nejpozdéji do 30 pracovnich dn(.

6.8 Ochrana osobnich dat

Geneticka laboratof ma stanoven eticky kodex, ktery je zavazny pro vSechny pracovniky. Kazdy pracovnik
Genetické laboratofe je povinen chranit informace o pacientech bez ohledu na to, jakym zplsobem jsou tyto
informace ziskavany, shromazdovany a uchovavany. Tyto informace povaZuje za duvérné a je si védom
povinnosti zachovavani mi€enlivosti o skuteénostech, o nichz se dozvédél v souvislosti s vykonem svého
povolani.

Osobni Udaje jsou zpracovavany v souladu s GDPR a zakonem ¢&. 110/2019. Konkrétni zasady zpracovani jsou

ulozeny na webovych strankach.
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7. Souvisejici dokumentace

Interni dokumentace

VD.GP 04 Laboratorni prirucka GL Genetika Plzen

F.GP 901 Souhlas vySetfované/ho (zakonného zastupce) s genetickym laboratornim vy$etfenim (CZ, EN, DE)
F.GP 906 Z&danka o PGT (CZ, EN)

F.GP 907 Pouceni a informovany souhlas s PGT (CZ, EN, DE, IT)

F.GP 908 Informovany souhlas se skladovanim vzorkt (a s nakladanim s vysledky) po PGT (CZ, EN, DE, IT)
F.GP 909 Protokol o biopsii pro PGT (CZ, EN)

7.2 Externi dokumentace

Zakony, vyhlasky, normy, guidelines

CSN EN ISO 15189:2013 Zdravotnické laboratofe — PoZadavky na kvalitu a zptsobilost
Zakon ¢. 373/2011 Sb. o specifickych zdravotnich sluzbéch v platném znéni

Vyhlaska ¢. 99/2012 Sbh. o poZadavcich na minimélni personalni zabezpeceni zdravotnich sluZzeb v
platném znéni

Vyhlaska ¢. 306/2012 Sbh. o podminkach predchazeni vzniku a S$ifeni infekCnich onemocnéni a o
hygienickych poZadavcich na provoz zdravotnickych zafizeni a Ustavi socialni péce v platném znéni

Viyhlaska ¢. 92/2012 Sb. o vécném a technickém vybaveni zdravotnickych zarizeni

Nepodkrocitelné meze odbornosti 816 — Laborator Iékarské genetiky (revidovano a schvaleno vyborem
SLGG 21. 10. 2018)

General Guidelines and Quality Assurance for Cytogenetics. ECA Newsletter 2012;29:7-25.
Specific Constitutional Cytogenetic Guidelines. ECA Newsletter 2012;30:11-19.
European guidelines for constitutional cytogenomic analysis. Eur J Hum Genet. 2019 Jan;27(1):1-16

ESHRE PGD consortium best practice guidelines for fluorescence in situ hybridization-based PGD.
Human Reproduction, Vol.26, No.1 pp. 25-32, 2011

ESHRE PGD consortium best practice guidelines for amplification-based PGD. Human Reproduction,
Vol.26, No.1 pp. 33—40, 2011

ESHRE PGD consortium best practice guidelines for organization of a PGD centre for
PGD/preimplantation genetic screening. Human Reproduction, Vol.26, No.1 pp. 14-24, 2011

ESHRE PGD Consortium/Embryology Special Interest Group best practice guidelines for polar body and
embryo biopsy for preimplantation genetic diagnosis/screening (PGD/PGS). Human Reproduction,
Vol.26, No.1 pp. 41-46, 2011

PGDIS Newsletter, July 19, 2016 - PGDIS position statement on chromosome mosaicism and
preimplantation aneuploidy testing at the blastocyst stage,
http.//www.pgqdis.org/docs/newsletter 071816.html

PGDIS Newsletter, May 27, 2019: PGDIS position statement on on the Transfer of Mosaic Embryos in
PGT-A

Report of PGDIS Expert Cosultation on Mosaic Embryo Transfer, August 19, 2021: PGDIS position
statement on the Transfer of Mosaic Embryos 2021

COGEN Position Statement on Chromosomal Mosaicism Detected in Preimplantation Blastocyst

Biopsies, http.//www.ivf-worldwide.com/cogen/oep/publications/cogen-position-statement-on-
chromosomal-mosaicism-detected-in-preimplantation-blastocyst-biopsies.html

LLRG Repromeda

Laboratorni pfiru¢ka LLRG Repromeda

REPROMEDA - Pouceni a informovany souhlas paru s vykonem preimplantacniho genetického
testovani monogennich chorob (PGT-M) (CZ, EN, DE)

REPROMEDA - Pouceni a souhlas vySetfované/ho (zakonného zéastupce) s genetickym laboratornim
vySetfenim (SET-UP) (CZ, EN, DE)
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7.3 Prilohy

Pfiloha €. 1: Navod pro odbér bukalniho stéru
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Ptiloha ¢. 1: Navod na odbér bukalniho stéru odbérovou sadou dodavanou Genetickou laboratofi

Pro Uspésné provedeni genetického vySetfeni je nezbytné provedeni diukladného odbéru bunék Ustni sliznice, a
to pomoci sterilniho odbérového tampdnu (bukalni stér). Dodrzeni nize uvedeného postupu je klic¢ové pro ziskani

dostateného mnozstvi DNA, proto si jej, prosim, pozorné prectéte jesté pfed zahajenim odbéru:

1. Nejméné 60 min. pfed odbérem nekuite, nejezte ani nepijte nic kromé neslazené nesycené vody,
nezvykejte zvykacku ani neprovadéjte tstni hygienu. Ustni dutina nesmi byt pred odbérem bukalniho
stéru kontaminovana zadnym biologickym materialem dalSi osoby, proto se vyhnéte €innostem jako

je kojeni, libani apod., a to nejméné 60 min. pred odbérem vzorku.

Pred manipulaci s odbérovou sadou si peclivé umyjte (popf. vydesinfikujte) a osuste ruce. Odbérova

sada pro jednu osobu obsahuje obvykle 5 ks odbérovych tampéna.
2. Pokud je to mozné, vyplachnéte si t&sné pred odb&rem Usta neslazenou nesycenou vodou.

3. Vyjméte prvni zkumavku s odb&rovym tampénem z origindlniho sacku a popiste ji Gitelné jménem,

pfijmenim, datem narozeni odebirané osoby a datem odbéru (pouzijte permanentni popisovac).

4. Vyjméte odb&rovy tampoén ze zkumavky (tampén drzte vzdy jen za koncovou, nesterilni, &ast — fialové nebo
bilé vicko). Béhem procesu odebirani vzorku dbejte na to, aby sterilni ¢ast odbérové sady (cela
ty€inka zakonéena tampdénem) neprisla za zadnych okolnosti do styku s zadnym jinym materiadlem

nez s ustni dutinou osoby, u které ma byt provedeno pozadované vysSetieni!

5. Stérovy tampdn viozte do Ust (do prostoru mezi dasni a vnitini stranou tvafe) a pohybuijte ji dozadu a
doprfedu (jako pfi Cisténi zubl) a zaroven jim otacejte. Je vhodné vyvijet pfiméfeny tlak na povrch sliznice,
aby doslo k odlou¢eni dostate€éného mnozstvi bukalnich bunék. Jednim odbérovym tampénem otirejte
sliznici obou tvafi pfiblizné po dobu 1 minuty. Pokud se v ustech béhem odbéru vytvofi nadmérné

mnozstvi slin, doporu€ujeme odbér pferusit a pokracovat az po jejich polknuti.

6. Po odbéru vlozte tampon zpét do pdvodni zkumavky a peélivé ji uzaviete. Viéka dodavanych odbérovych
sad obsahuji aktivni vysuSovaci systém, proto neni nutna zadna dalSi manipulace s odbérovymi
tampony! Vzorky jednotlivych osob vloZte do jednotlivych samouzaviratelnych sacku.

Stejny postup opakujte se vSemi stérovymi tampony

(vzdy pouzijte vSechny tampoény v jedné odbérové sadé na 1 osobu).

Vzorky stéru z bukalni sliznice Ize uchovavat na tmavém misté maximalné 1 tyden pfi pokojové teploté nebo
1 mésic v lednici pfi teploté 2-8 °C nebo 1 rok pfi teploté nizSi nez -15 °C od odbéru. Vzorky Ize

transportovat pfi pokojové teploté.
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