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UCelem tohoto dokumentu je poskytnout komplexni seznam znamych omezeni produktu Holotype HLA a Omixon
HLA Twin. Aktualni verze tohoto dokumentu byla sestavena pomoci verzi Holotype HLA 1, 2.1 a 3.0 a verzi Omixon
HLA Twin 3.0.0 (RUO), 3.1.0 (RUO), 3.1.1 (CE&RUO) a 3.1.3 (RUO) s verzemi IMGT/HLA 3.33.0_7, 3.34.0_8,3.35.0_8 a
3.36.0_8. Pokud neni uvedeno jinak, maji uvedena omezeni vliv na v8echny verze test(, softwaru a databazi v ramci
tohoto dokumentu.

Pfehled pFfedchozich verzi a zmén tohoto dokumentu naleznete v €asti ,Historie revizi a zmén*.

2.1 Omezeni specifické pro Holotype HLA

2.1.1 NejednoznacCnosti specifické pro Holotype HLA

Tato Cast obsahuje nejednoznacnosti, které jsou zplsobeny konstrukci testu Omixon Holotype HLA a
technologickymi omezenimi NGS (tj. umisténi a sekvence primerovych mist a rozdéleni velikosti fragment(
zplsobené metodou vybéru velikosti pouZitou v protokolu). Tyto nejednoznacdnosti nelze vyfeSit a vyskytuji se ve
vSech verzich softwaru.

Pro kaZdy lokus obsahujici vSechny sekvence alel a primerové sekvence Holotype byl vytvofen vicesekven&ni
alignment. Pak byl tento alignment ofiznut do cilové oblasti (t]. byla ofiznuta mista primerd a libovolné polohy
mimo mista primerd). U vyslednych sekvenci se poté zkontrolovaly pfesné duplikaty a vztahy subsekvenci a pfi
rozliSeni na tfi pole, niZ8im nebo pfi libovolném rozliSeni se shromazdily vSechny nejednoznaCnosti, kromé
ovliviiujicich alel s nestandardnimi Grovnémi exprese.

2.1.2 Nejednoznacnosti prvniho, druhého a tfetiho pole

Pokyny pro vykazovani: Zprava jako nejednoznaCna

NejednoznacCnosti ovliviujici vSechny verze Holotype HLA

Nejednoznacné alely Ovlivnéna(é) verze IMGT/ Uroveii nejednoznaénosti
HLA
DPB1*13:01:01 DPB1*107:01 VSel 1. pole
DPB1*105:01:01 DPB1*665:01 Vel 1. pole
DPB1*584:01:01 DPB1*584:01:02 v3.35.0_8 3. pole
v3.36.0_8
DRB1*01:01:01 DRB1*01:100 v3.36.0_8 2. pole
DRB1*03:01:01 DRB1*03:147 v3.34.0_8 2. pole
v3.35.0_8
v3.36.0_8
DRB1*09:01:02 DRB1*09:31 Vel 2. pole
DRB1*09:21 DRB1*09:31 Vel 2. pole
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Nejednoznacné alely Ovlivnéna(é) verze IMGT/ Uroveii nejednoznaénosti
HLA
DRB1*12:01:01 DRB1*12:10 Vel 2. pole
DRB1*15:02:01 DRB1*15:140/ Vel 2. pole/
DRB1*15:149 2. pole

Lv&e: Ovlivnény jsou v3echny verze databaze v rozsahu tohoto dokumentu.

NejednoznacCnosti ovliviujici pouze verzi Holotype HLA v1

Tyto nejednoznacCnosti mohou byt vyfeSeny, jestliZze se pouZivaji primery DQB1 souboru 1.

Nejednoznacné alely Ovlivnéna(é) verze IMGT/ Uroveii nejednoznaénosti
HLA

DQB1*02:02:01 DQB1*02:02:06 v3.34.0_8 3. pole
v3.35.0_8
v3.36.0_8

DQB1*03:01:01 DQB1*03:297/ Vel 2. pole/

DQB1*03:01:41 3. pole

DQB1*03:01:01 DQB1*03:01:43 v3.35.0_8 3. pole
v3.36.0_8

DQB1*03:02:01 DQB1*03:289 v3.34.0_8 2. pole
v3.35.0_8
v3.36.0_8

DQB1*05:01:01 DQB1*05:01:33 v3.36.0_8 3. pole

DQB1*06:01:01 DQB1*06:01:15 Vel 3. pole

LySe: Ovlivnény jsou v3echny verze databaze v rozsahu tohoto dokumentu.

2.1.3 NejednoznacCnosti ovliviujici expresi

Pokyny pro vykazovani: Alely s nizkou expresi se vykazuji jako vysledek druhého pole

NejednoznacCné skupiny alel

+ HLA-A*02:01:01:01/02:01:01:02L/02:01:01:16/02:01:01:50
+ HLA-B*39:01:01:03/39:01:01:02L/39:01:01:05/39:01:01:09
« HLA-DQB1*03:01:01/03:19:01/03:01:41/03:01:43/03:276N"/ 03:358N°

1 Nejednozna€nost je pfitomna u verzi testu IMGT/HLA 3.32.0_5 v2 a v3, ale neovliviiuje databaze IMGT/HLA v3.33.0
a vySSi. Holotype HLA v1 je ovlivnén vSemi databazovymi verzemi vy$Simi nez 3.31.0.

2 Nejednoznagnost je pfitomna u verzi testu IMGT/HLA 3.36.0_8 a vy$3i. HLA-DQB1*03:358N obsahuje deleci v
exonu 3, ktera zplsobuje posun ramce a pfedasné zastaveni v kodonu 191 (zdroj: http://hla.alleles.org/alleles/
nulls.html, datum pfistupu: 16. Cervence 2019). K 16. Cervenci 2019 byla tato alela pozorovéana ve dvou biologickych
vzorcich neznamého etnického plivodu jedinou laboratofi. V dobé tvorby tohoto dokumentu nebyla pro tuto alelu
vefejné dostupna Zadna informace o zdrojovych sekvencich. Na zakladé informaci dostupnych v IMGT/HLA 3.36.0
nemUZe byt tato alela odliSena od jinych alel uvedenych ve skupinach nejednoznaénych alel. Vezméte na védomi,
Ze ne vSechny uvedené alely jsou ve vSech pfipadech vykazany jako nejednoznacné.
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2.1.4 Cis/Trans nejednoznaCnosti

Cis/Trans nejednoznacnosti (tj. nejednoznaéné vyvolani alel, kde se rlizné pary alel li$i pouze ve fazovani cis/trans)
mohou mit nékolik pfiCin. V&tSina téchto nejednoznacnosti je vykazovana kvlili omezenim technologie a databaze
IMGT/HLA.

Pokyny pro vykazovani: ZaleZi na jednotlivych laboratofich, jestli budou vykazovat nejednoznacnosti s vyuZitim G
skupin, nebo budou vykazovat specifické pary alel, které jsou nejednoznacné.

2.2 Seznam znamych omezeni pro Omixon HLA Twin

2.2.1 Znama omezeni konsensualniho algoritmu genotypizace
Uvod

VSechna omezeni uvedena niZe byla zaloZena na pozorovanich hlaSenych zakazniky Holotype HLA nebo provedena
bé&hem interni validace a regresniho testovani. Je tfeba zminit, Ze pfed koncem roku 2018 byla tyto pozorovani
provedena na skoro 100 000 vzorcich Holotype HLA sad prodanych po celém svété.

Vlyvolana chybna novinka

Vzacné mize HLA Twin vykazovat koncovému uZivateli chybné novinky. Je tfeba vzit v Gvahu, Ze drtiva vétSina
t&chto faleSnych novinek miiZe byt eliminovana $kolenym uZivatelem manuélni kontrolou vysledkl v Omixon HLA
Twin.

2.2.2 NejednoznaCnost neni vykazovana pro nové alely

Na zakladé konstrukce je konsensualnim algoritmem genotypizace vykdzéna pouze jedina nova alela. Ve velmi
ojedinélych pfipadech |ze identifikovat vice stejné pravdépodobnych novych alel, ale pouze jedna z téchto
mozZznosti je algoritmem vyhodnocena.

Nové INDELy byly opomenuty

Ve vyjime&nych pfipadech pfistroj Omixon HLA Twin nové INDELy nevykaZe.

Nespravné rozdéleni

Ve vzacnych pfipadech jsou shodné sekvence nespravné rozdéleny.

Identifikace nespravné rozdélenych shodnych sekvenci

MUdZe vzniknout podezieni na nespravné rozdéleni cis/trans, pokud je pozorovana jedna nebo vice nasledujicich
charakteristik:

« Jsou vykazany dvé nové alely v ramci jediného paru s nejlepSi shodou.

« Jevykazana jedna nova alela a jedna Caste€né definovana alela.

« Jevykazana jedna nebo dvé vzacné alely.

« Existuje nékolik novych pozic.
Pokud existuje podezfeni na nespravné rozdéleni, doporuluje se, aby uZivatel zkontroloval vysledky statistického
algoritmu genotypizace.

Cis/trans nejednoznacnost zplsobena neefektivnim fazovanim
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V nékterych vzacnych pfipadech byly v ddsledku ned€inného rozdéleni vykazany nejednoznacnosti druhé nebo
tfeti urovné. V téchto pfipadech se doporutuje provést opakovanou analyzu ovlivnénych lokusl s vice odeCty.

2.2.3 Zadny vysledek nebyl vykazan navzdory Gsp&3nému generovani shody
(opravena verze: Omixon HLA Twin 3.1.1)

ReZim selhani Opravenaverze Ovlivnéna(é)
verze softwaru

V nékterych vzacnych pfipadech neni vykazan Zadny signal alely, i kdyz Twin 3.1.1 Twin 3.0.0

byla Usp&3né generovana shodna sekvence. Twin 3.1.0

2.2.4 Znama omezeni statistického algoritmu genotypizace (Statistical Genotyping
Algorithm)

V analyzach zkoumajicich pouze exony byly nékteré exonové sekvence urCeny nespravné
(opravit verzi: Omixon HLA Twin 3.1.0)

ReZim selhani Opravena verze Ovlivnéna verze
softwaru
Z d@vodu nékterych nesrovnalosti v databazi IMGT/HLA a metodé Twin 3.1.0 Twin 3.0.0

zpracovani databaze IMGT/HLA zavedené v Twin 3.1.0 byly pfi analyze
zkoumajicich pouze exony nékteré sekvence oblasti ur€eny nespravné.

3.1 Omezeni specificka pro Omixon HLA Twin

3.1.1 Znama omezeni statistického algoritmu genotypizace (Statistical Genotyping
Algorithm)

Znama chybna zjiSténi statistického algoritmu genotypizace (Statistical Genotyping Algorithm)

Vzhledem k podobnosti exonovych sekvenci nékterych pard alel vykazuje statisticky algoritmus genotypizace v
nékterych pfipadech nespravné alely pro nasledujici skupiny alel:

+ A*24:02/A*24:253

4.1 Omezeni specifické pro Holotype HLA

4.1.1 Alely, které mohou vykazat nizké zesileni

Nizké zesileni znamena, Ze generovany pocet Cteni pro alelu neni pro genotypizaci dostate€ny. V krajnich
pfipadech nem(iZe byt o alele podana Zadna zprava (bude vynechana).
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Alely s nizkym zesilenim Nahrada v HLA Twin RozliSeni detekce
B*51:01:02 ANO ANO

4.2 Omezeni specificka pro Omixon HLA Twin

4.2.1 Znama omezeni konsensualniho algoritmu genotypizace

Nespravna shodna sekvence kvlli net€inné detekci mapovani kfiZeni

« Vnékterych vzacnych pfipadech jsou zaznamenany nejednoznacné vysledky kvili Caste€né ztraté shody v
misté zaCatku shody.
« Vzacné jsou hlaSeny faleSné novinky kvdli nespravné shodné sekvenci v blizkosti zaCatku shody.

HLA-B*15:01 nespravn€ pojmenovano

V nékterych vzacnych pfipadech mohou byt chybné vyhodnoceny alely patfici do nasledujici skupiny alel a
informace o aminokyselindch mohou byt v dlsledku nekonzistenci v databazi nespravné:

« HLA-B*15:01:01:01,

o HLA-B*15:01:01:02N,

o HLA-B*15:NEW

4.2.2 Znama omezeni statistického algoritmu genotypizace (Statistical Genotyping
Algorithm)

Nékteré alely HLA-B se $patné vyvolavaji v dlsledku pfitomnosti shodné exonové sekvence v
HLA-C

Skupina alel HLA-B (nékolik alel HLA-B*44 a HLA-B*47:04) ma sekvenci exonu 2 identickou s HLA-C*16:85. Kv(li této
podobnosti mohou byt tyto alely statistickém algoritmem genotypizace chybné vyhodnoceny.

5.1 Omezeni specificka pro Omixon HLA Twin

5.1.1 Znama omezeni statistického algoritmu genotypizace (Statistical Genotyping
Algorithm)
Bézna chybna zjiSténi statistického algoritmu genotypizace (Statistical Genotyping Algorithm)

Vzhledem k podobnosti exonovych sekvenci nékterych parl alel vykazuje statisticky algoritmus genotypizace v
nékterych pfipadech nespravné alely pro nasledujici skupiny alel:

+ C*04:01/C*04:09N
« C*07:02/C*07:01/C*07:18

6.1 Omezeni specifické pro Holotype HLA
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6.1.1 Nizké nebo nelspésné zesileni HLA-DPB1 v DP-multiplexu

ReZim selhani ovlivnéna verze testu

V nékterych pfipadech HLA-DPB1 zobrazuje nizké Holotype HLA v1 - 11 konfigurace lokusu
zesileni nebo se nezesiluje.

6.2 Omezeni specificka pro Omixon HLA Twin

6.2.1 Znama omezeni konsensualniho algoritmu genotypizace

NejednoznaCnost neni vykazovana.

V nékterych vzacnych pfipadech nejsou cis/trans nejednoznacCnosti na Urovni G-skupiny vykazany.

7.1 Omezeni specifické pro Holotype HLA

7.1.1 Alely, které mohou vykazat nizké zesileni

Nizké zesileni znamena, Ze generovany pocet Cteni pro alelu neni pro genotypizaci dostateCny. V nékterych
pfipadech miZe dojit k tomu, Ze alela nebude vlibec vykazana (bude vynechana).

Alely s nizkym zesilenim Nahrada v HLA Twin RozliSeni detekce

DQB1*03 ANO ANO!

1 Navrh zaloZeny na nerovnovaze vazby (Linkage Disequilibrium = LD) s DQA1

7.1.2 Alely, které nejsou amplifikovany

DQB1*03:276N - vzhledem k dlouhé deleci, kterad pokryva misto 5° amplifikaniho primeru, neni tato alela
amplifikovana.

7.1.3 Nizké zesileni pro primery sady 1 Holotype HLA v1

V nékterych pfipadech zobrazuje amplikon vytvofeny primery sady 1 Holotype HLA v1 nizké zesileni.

8.1 Technologicka omezeni

U alel s vyrazné delSimi sekvencemi neZ prlimér (napf. nékteré alely HLA-DRB1*04) |ze pozorovat mirnou
nerovnovahu alel. V nékterych vzacnych pfipadech lze pozorovat vyraznou alelickou nerovnovahu. Sporadicky lze
oCekavat vynechani alel.

8.2 Omezeni specifické pro Holotype HLA

8.2.1 Nespecifické zesileni
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ReZim selhani MoZné ucinky Ovlivn
€na(é)
verze
testu
V nékterych vzacnych pfipadech lze pozorovat Pokud je nespecificky amplikon pfitomen pouze u vl
dalSi amplikon v druhé poloviné genu (od intronu jedné z alel, mohou se u intronu 4 vykazovat
4 pfes 3'UTR). faleSné nesoulady.

8.2.2 Nizké zesileni

V nékterych pfipadech lze u alel HLA-DRB1*07 pozorovat stfedné velkou aZ vyraznou alelovou nerovnovahu. Velmi
vzacné lze oCekavat vynechani alel.

8.3 Omezeni specificka pro Omixon HLA Twin

8.3.1 Znama omezeni konsensualniho algoritmu genotypizace

NejednoznaCnost druhého pole je v nékterych pfipadech nezjiSténa

Vysledek vyvolany Twin Spravny vysledek
DRB1*12:10 DRB1*12:10/DRB1*12:01:01
DRB1*15:140/DRB1*15:149 DRB1*15:140/DRB1*15:149/DRB1*15:02

8.3.2 Znama omezeni statistického algoritmu genotypizace (Statistical Genotyping
Algorithm)

B&Zna chybna zjiSténi statistického algoritmu genotypizace (Statistical Genotyping Algorithm)

Vzhledem k podobnosti exonovych sekvenci nékterych pard alel vykazuje statisticky algoritmus genotypizace v
nékterych pfipadech nespravné alely nebo nevykazuje inherentni nejednozna€nosti pro nasledujici skupiny alel:

+ DRB1*04:07:01/DRB1*04:92

+ DRB1*08:01:01/DRB1*08:77

+ DRB1*09:01:02/DRB1*09:31/DRB1*09:21
+ DRB1*15:02:01/DRB1*15:140

9.1 Omezeni specifické pro Holotype HLA

9.1.1 Nespecifické zesileni
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ReZim selhani MoZné ucinky Ovlivn
€na(é)
verze
testu
V nékterych vzacnych pfipadech lze pozorovat Pokud je nespecificky amplikon pfitomen pouze u vl
dalSi amplikon v druhé poloviné genu (od intronu jedné z alel, mohou se u intronu 4 vykazovat
4 pfes 3'UTR). faleSné nesoulady.

9.2 Omezeni specificka pro Omixon HLA Twin

9.2.1 Znama omezeni konsensualniho algoritmu genotypizace

+ Vnékterych velmi vzacnych pfipadech je HLA-DRB3*02:02 nespravné pojmenovano jako HLA-DRB3*02:24.

10.1 Omezeni specifické pro Holotype HLA

10.1.1 Alely, které mohou vykazat nizké zesileni

Nizké zesileni znamena, Ze generovany pocet Cteni pro alelu neni pro genotypizaci dostate€ny. V krajnich
pfipadech nemiZe byt o alele podana Zadna zprava (bude vynechana). Pro HLA-DRB4*01:01 byla ¢asto pozorovana
nizka zesileni a vypadky alel. Ve vzacnych pfipadech byly pro alely HLA-DRB4*01:03 vykazany vypadky alel. V obou
pfipadech je pfitomnost alely navrZena na zakladé nerovnovahy vazby pfistrojem Omixon HLA Twin.

10.1.2 DalSi omezeni tykajici se testu

FaleSné pozitivni méfeni koncentraci HLA-DRB4

U nékterych vzork{ lze pozorovat vysoké koncentrace amplikonu, pfestoZe:

+ jedinec nema kopii genu HLA-DRB4, nebo
+ jedinec ma jednu nebo dvé kopie genu HLA-DRBA4, ale zesileni nebylo Usp&3né.

10.2 Omezeni specificka pro Omixon HLA Twin

10.2.1 Znama omezeni konsensualniho algoritmu genotypizace

NejednoznaCnost neni vykazovana.

Vysledek vyvolany Twin Spravny vysledek
DRB4*01:01:01:01 DRB4*01:01:01:01/DRB4*01:03N
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Prehled zmén

Sebrand algoritmickd omezeni. Dokument
slou€eny s dokumentem Omezeni specificka
pro Holotype HLA.

Omezeni tykajici se databaze IMGT/HLA byly
aktualizovany tak, aby odpovidaly IMGT/HLA
v3.28.0 av3.29.0.1.

Sekce omezeni softwaru byla rozSifena tak,

aby odpovidala nasledujicim verzim softwaru:

Twin 2.1.3, Twin 2.1.4 a Twin 2.5.0.

Byly pfidany dalSi pfipady souvisejici s
rozdélenim. Byl pfidan struény prlivodce pro
identifikaci nespravného rozdéleni.
Omezeni tykajici se databaze IMGT/HLA byly
aktualizovany tak, aby odpovidaly IMGT/HLA
v3.30.0.

Sekce omezeni softwaru byla rozSifena tak,

aby odpovidala nasledujicim verzim softwaru:

Twin 2.5.1 a Twin 3.0.0.

Omezeni tykajici se databaze IMGT/HLA byly
aktualizovany tak, aby odpovidaly IMGT/HLA
v3.31.0.

Sekce omezeni softwaru byla rozSifena tak,

aby odpovidala nasledujicim verzim softwaru:

Twin 3.1.0 a Twin 3.1.1.

Informace tykajici se softwaru a verzi IMGT/
HLA starSich neZ 12+1 mé&sicl byly
odstranény. Ovlivnéné verze: Omixon HLA
Twin2.1.3a2.1.4, IMGT/HLA 3.28.0_4.

Byly odstranény zvlastni pfiklady u situaci, u
kterych nebylo mozné prokazat specificitu
alely.

Byla pfidana dalSi omezeni statistického
algoritmu genotypizace (Statistical
Genotyping Algorithm).
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Verze Datum Autor Piehled zmén Schvalil
odsouhlaseni
v5 14.ledna 2019 Krisztina Rigd Omezeni tykajici se databaze IMGT/HLA byly  Efithymia Melista,
aktualizovany tak, aby odpovidaly IMGT/HLA  Gergely Tolgyesi,
v3.32.0. Gabriella Adlovits

Informace tykajici se verzi IMGT/HLA starSich
neZ 12+1 mésicl byly odstranény. Ovlivnéna
verze: IMGT/HLA 3.29.0.1_5.

Casti omezeni testu byly rozSifeny o
nasledujici verzi testu: Holotype HLA v3.0.
Formatovani bylo zménéno v Casti
sNejednoznacCnosti ovliviiujici expresi“ a byl
pfidan novy pfipad.

K €asti HLA-DPB1 ,,Cis/Trans
nejednoznacnosti“ byl pfidan dalSi pfipad.
DalSi drobné zmény a aktualizace.

V6 26. bfezna 2019  Krisztina Rigo Omezeni tykajici se databaze IMGT/HLA byly  Efithymia Melista,
aktualizovany tak, aby odpovidaly IMGT/HLA  Gergely Tolgyesi,
v3.32.0_7,v3.33.0_7 av3.34.0_8. Gabriella Adlovits

Sekce omezeni softwaru byla rozSifena tak,
aby odpovidala nasledujici verzi softwaru:
Twin 3.1.3.

Informace tykajici se softwaru a verzi IMGT/
HLA starSich nez 12+1 mé&sicll byly
odstranény. Ovlivnéné verze: Omixon HLA
Twin 2.5.0, IMGT/HLA v3.30.0_5 av3.31.0_5.
Verze produktl ovlivnéné nejednoznacnosti
DQB1*03:276N byly opraveny a aktualizovany.
Specifické pfiklady byly odstranény z €asti
nejednoznacnosti HLA-DPB1 Cis/Trans.
DalSi drobné zmeény a aktualizace.

v7 26.dubna2019  Krisztina Rigd Omezeni tykajici se databaze IMGT/HLAbyly  Efithymia Melista,
aktualizovany tak, aby odpovidaly IMGT/HLA  Gergely Tolgyesi,
3.35.0_8. Gabriella Adlovits

Byla aktualizovana omezeni statistického
algoritmu genotypizace zpUsobena
identickymi oblastmi sekvenci na rliznych
lokusech.

Byla aktualizovdna omezeni konsensualniho
algoritmu genotypizace tykajici se novych
INDELGQ.

Byla upravena struktura €asti
sNejednoznacnosti prvniho, druhého a tfetiho
pole“.
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Verze Datum Autor Piehled zmén
odsouhlaseni
v8 19. Cervence 2019 Krisztina Rigd Omezeni tykajici se databaze IMGT/HLA byly
aktualizovany tak, aby odpovidaly IMGT/HLA
3.36.0_8.

Informace tykajici se softwaru a verzi IMGT/
HLA starSich neZ 12+1 mé&sicl byly
odstranény. Ovlivnéné verze: Omixon HLA
Twin 2.5.1, IMGT/HLA 3.32.0_5, 3.32.0_7.

Bylo pfidano omezeni konsensualniho
algoritmu genotypizace ovliviiujici HLA-DRB3.
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Schvalil

Efithymia Melista,
Gergely Tolgyesi,
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