STANOVENI DARCOVSKE VOLNE DNA PO TRANSPLANTACI SOLIDNICH ORGANU
DNA

Cislo vykonu:
94299

Autorska odbornost:
(816) laborator 1ékarské genetiky

Popis:

(Pokud ma vykon jednoznacné indikace, uvedte je.)

Princip detekce darcovské volné DNA (dd-cfDNA) spociva v detekci a kvantifikaci fragmentti DNA, které
pochazeji z transplantovaného organu, a které se nachazeji v krvi ptijemce. V ptipadé rejekce stépu dochazi k
vys$i produkei dd-cfDNA z transplantovaného organu, protoze imunitni systém piijemce za¢ne rozpoznavat
Stép jako cizi a napadé ho, coz vede k uvolnéni vétsiho mnozstvi DNA do krevniho ob&hu. Pomoci
specialnich molekularnich technik, jako je PCR nebo NGS, je mozné tento dd-cfDNA detekovat a
kvantifikovat. To umoznuje v€asnou diagnostiku a naslednou upravu 1écby, ¢imz se zvysuje pravdépodobnost
uspesné 1éCby rejekce. Indikace: Vykon indikuje 1€kaf transplanta¢niho centra se specializaci nefrologie,
kardiologie, pneumologie a chirurgie u pacientl po transplantaci ledviny, srdce a plic v ptipadech: 1) kdy
vykon nahrazuje protokolarni biopsii, 2) follow-up biopsii u transplantaci ledvin u sensibilovanych
nemocnych, 3) kdy biopsii nelze provést. VySetteni se provadi nejdiive po 2 tydnech po transplantaci ledviny,
po 4 tydnech po transplantaci srdce a po 6 tydnech po transplantaci plic.

Poznamka:

Cim vykon zaédina:

Separaci séra s obsahem volné cfDNA. Navazuje na vykon izolace DNA 94235

Obsah a rozsah vykonu:

Kvantifikace volné DNA, rozliSeni od volné DNA pochazejici z bun¢k darce a piijemce pomoci NGS
sekvenovani a nasledného bioinformatického zpracovani dat. Po dodani pIné krve do laboratoie je
separovana volna DNA z pIné krve (nutnost pouziti specidlnich odbérovych zkumavek pro stabilizaci volné
DNA). Po izolaci je zpracovana a precisténa knihovna volné DNA, kter4 je pfipravena k provedeni
amplifikace specifickych lokust (pomoci PCR reakce se specifickymi oligonukleotidy), které jsou
polymorfni a umoZiiuji stanoveni velikosti frakce §té€pu a jeho monitoring. Po amplifikaci a precisténi
specifickych lokusii je DNA pacienta oznacena specifickymi barcody pomoci nasledné PCR reakce a
nasledné sekvenovana. Po samotné sekvenaci dochézi k bioinformatickému zpracovani dat a naslednému
hodnoceni vysledkt.

Cim vykon kon¢i:

Vydanim zpravy a archivaci vysledku

Kategorie: P - hrazen pln¢;

Omezeni mistem: S - pouze na specializovaném pracovisti

Omezeni frekvenci: 2x ro¢né

Obvykla doba trvani celého vykonu v minutach: 600

Podminky:

(Pokud je omezeni mistem "S",

popiste, ¢im je pracovisté specializované.)

Akreditovana laboratof, uzptisobena pro zpracovani volné DNA, disponujici kapacitné dostatecné velkym
NGS piistrojem a moznosti analyzy ziskanych NGS dat. Transplantacni centra

Diivod zménového Fizeni:
(V pripade, ze vykon nahrazuje staré metody,
doplite cisla piivodnich vykonii.)



Kratkodoby a dlouhodoby tspéch transplantaci organti zavisi na bezpecné a u¢inné prevenci rejekce
alogenniho $té€pu. Sledovani aloimunitni odpovédi se dosud provadi v ptipad¢ transplantaci ledvin pomoci
sledovani renélni funkce (hodnot sérového kreatininu), monitoraci hladin inhibitort kalcineurinu a
provadénim biopsii, které jsou indikovany kvli zhorSeni funkce $tépu anebo podle protokolu. Bylo
prokazéano, ze monitorovani hladin sérového kreatininu mé nizkou sensitivitu, a navic se jeho zvySeni
objevuje v ptipad¢ rejekce pozde. Monitorovani hladin imunosupresiv neni vhodné pro vylouceni rejekce. V
pfipad¢ transplantaci srdce a plic takovy neinvazivni test dosud neni k dispozici a diagnostika rejekce se
opira o provadéni biopsii. Endomyokardiadlni biopsie a transbronchialni biopsie jsou tudiz zasadni pro
diagnostiku rejekce, ovSem tyto biopsie maji dalsi limitace, jakymi jsou invazivita vykonu, Spatna shoda
interpretace histologického nalezu v biopsii mezi patology. V poslednich letech se objevily nové molekuldrni
nastroje pro monitorovani rejekce po transplantacich organi (4,5). PoSkozeny $tép uvolituje volnou DNA,
kterou lze stanovit v plasmé piijemce. Stanoveni frakce darcovské volné DNA (dd-cfDNA: donor-derived
cell-free DNA) z celkové volné DNA v plasmé ptijemct recentné nabizi nékolik komercnich subjekt v
centralnich laboratofich, ale existuji i feSeni provadéni vySetfeni piimo v HLA laboratofi transplantacnich
center. Tyto testy vyuzivaji metody molekuldrni genetiky, predev§im metody NGS (sekvenovani piisti
generace). Metoda se vyznacuje vysokou negativni prediktivni hodnotou >95%, Ize tak s vysokou mirou
spolehlivosti rejekci vyloucit na zakladé neinvazivniho testu z periferni krve. To je dilezité predev§im v
ptipadech opakovanych, tzv. follow-up biopsii a protokolarnich biopsii, kdy vylou€eni pfitomnosti rejekce
pomoci neinvazivniho testu nahradi provedeni biopsie, ktera je spojena s hospitalizaci pacientd, riziky
invazivniho vykonu a také s vyss§imi ekonomickymi naklady. Stanoveni cirkulujici darcovské volné DNA
(dd-cfDNA) v krvi je inovativni neinvazivni metodou, jejichz vyuziti k diagnostice rejekce bylo testovano v
desitkach studii. V ptipad¢ transplantaci ledvin bylo ve studii s 2882 nemocnymi ze 14 transplantacnich
center v Evropé€ a v USA ovéfeno, Ze hladiny dd-cfDNA silné korelovaly s rejekci Stépu, véetné humoralni
rejekce, T-buiikami zprostiedkované rejekce a smisené rejekce. Zvyseni dd-cfDNA vykazovalo vysokou
prediktivni hodnotu pro detekci subklinické rejekce u stabilnich pacientt (1). V ptipadé prospektivni
monitorace bylo zjisténo, Zze zvyseni hladin dd-cfDNA ptedchazi o mnoho tydnii zvysSeni hodnot sérového
kreatininu a histologickému pritkazu rejekce (2). Podobné bylo zjisténo, ze prospektivni monitorovani
zvyseni frakci dd-cfDNA v krvi pacientll predchazi detekei darcovsky specifickych anti-HLA protilatek a
rejekénimu poskozeni (3). Tato pozorovani jsou také divodem, pro¢ odborné spolecnosti v USA 1 v Evropé
doporucuji testovani dd-cfDNA u nemocnych po transplantacich ledvin, srdce a plic (4-6). Doporuceni jsou
zalozena na vysledcich rozséhlych studii, ve kterych byly stanovovany frakce dd-cfDNA v centralnich
laboratotich: V ptipad¢ transplantaci ledvin (4,6): « Monitorovani frakci dd-cfDNA muize byt pouzito k
vylouceni subklinické protilatkami zprostiedkované rejekce u stabilnich pacientil s anti HLA protilatkami « V
ptipadé zhorSeni funkce St€pu je mozno vysettit frakci dd-cfDNA k vylouceni pfitomné rejekce, predevsim
protilatkami zprostiedkované rejekce V ptipadé transplantaci srdce (5,6): * od 4. tydne po transplantaci miize
byt méteni dd-cfDNA pouzito mimo standardni péci pro vylouceni klinické a subklinické rejekce a to diky
vysoké negativni prediktivni hodné testu V ptipad¢ transplantaci plic (5,6): * od 6. tydne po transplantaci
muze byt méteni dd-cfDNA pouzito mimo standardni péci k vylouceni klinické a subklinické rejekce a to
diky vysoké negativni prediktivni hodné testu

Posouzeni medicinské efektivity: Zavedeni vySetiovani frakci dd-cfDNA pro posuzovani efektu
imunosupresivni terapie misto protokolarnich a follow-up biopsii u rizikovych nemocnych bude znamenat
omezeni indikaci biopsii u pacientii s negativnim vysledkem testu. Vedle ekonomickych dopadt a vylouceni
hospitalizace bude metoda znamenat sniZeni rizika vyplyvajici z invazivniho zékroku.

Ekonomicky dopad:
(Doplnte odhadovany pocet pacientii za rok)
Maximalni poCty za rok: Transplantace ledviny: 500 Transplantace srdce: 200 Transplantace plic: 100

Porovnani s prokazanym lé¢ebnym prinosem: Zkraceni doby hospitalizace, omezeni antirejekéni 1écby
naslepo v ptipadech, kdy neni mozno biopsii provadet, redukce komplikaci vyplyvajicich z invazivni biopsie.

Zpusob uhrady v dalSich zemich: Metoda stanoveni dd-cfDNA je proplacena pojistovnami v USA
(Medicare) a soukromé pojistovny, v Evropé v nékterych centrech hradi poskytovatelé z pausalnich plateb.

Dalsi odbornosti:
Kod  Nazev Rezie



208 1ékarska genetika

818 laboratot hematologicka
813 laboratof alergologicka a imunologicka
Nositelé:

Poradi Kategorie Funkce

%

10 K2 JVS

Pfimo spotiebovany material - PMAT:

Kod Nazev

A002356 Pausal PMAT k vykonu 94363

Piimo spotiebované 1é¢ivé pripravy - PLP:

4,47
4,04
4,04

Praxe Cas Poznamka

Aktualni body
120 1 057,18

Celkem: 1 057,18

Dopln€k Mnozstvi Jednotka Cena Body

0,7 27 326,00 23 145,12

Celkem: 27 326,00 23 145,12

Koéd  Nazev Dopliiek ATC  Omezeni Mnozstvi Jednotka Cena Body
Celkem: 0,00 0,00
Pristroje:
Kod Nazev D.Z.N.U. D.P.Procento zvykonu  Cena Body
A001800 Analyzator geneticky pro 6375000 12 1,00 7 500 000,00 5 642,36
sekvenaci piisti generace (NGS)
A001801 Zafizeni pro pripravu templatu pro ¢ )55y ¢ 1,00 1250 000,00 1 880,79
sekvenaci piisti generace (NGS)
Celkem: 8 750 000,00 7 523,15
ZUM:
Kod Nazev

Polozky mimo ¢iselnik

Néazev  Popis
ZULP:
Kod Nézev

Polozky mimo ¢iselnik
Nézev  Popis



Bodova Piimé Osobni Rezijni Celkem
hodnota 30 668,27 1 057,18 2 424,00 34 149



