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9.4 Immungenetik

1 Anwendungsbereich

Fragen in diesem Abschnitt betreffen alle Bereiche der Immungenetik und sollen bei Akkredi-
tierungen fiir medizinisch-diagnostisch Laboratorien Anwendung finden, die in diesem Gebiet
tétig sind. Die Fragen sind von der Deutschen Gesellschaft fir Inmungenetik (DGI) erarbeitet
worden und beruhen auf den Standards der europé@ischen Fachgesellschaft fliir Inmungenetik
(EFI). Fur die Bereiche Nieren- und Pankreastransplantation, sonstige Organtransplantationen
und Blutstammzelltransplantationen sowie Knochenmarkspendertypisierungen im Rahmen von
nationalen/internationalen Organisationen wird auf die Anforderungen eines zusétzlichen Akk-
reditierungsverfahrens lber die EFI verwiesen.

Siehe auch: Checklisten fur Medizinische Laboratorien

Checkliste Immunhamatologie und Transfusionsmedizin

4 Anforderungen an das Management

4.5 Untersuchungen durch Auftragslaborato-
rien

U o) Bemerkungen

4.5.1 |Erfullen die Unterauftragnehmer die geforderten
Qualitatskriterien ?

Liegt eine Akkreditierung fiir die durchgefuhr-
ten immungenetischen Laboruntersuchungen
des Unterauftragnehmers vor?

4.5.2 | Erfolgt eine Kennzeichnung der Ergebnisse, die
durch das Unterauftragnehmerlaboratorium
ermittelt werden?

4.8 Klarung von Beschwerden
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9.4 Immungenetik

O

Bemerkungen

4.8.1

Erfolgt bei Reklamationen und Beschwerden
eine eingehende Untersuchung des Vorfalles
um korrigierende und praventive MaBnahmen
vorzunehmen ?

4.1

Vorbeugende Massnahmen

Bemerkungen

411.1

Erfolgt eine Bewertung und Dokumentation der
Reklamationen und Umsetzung von korrigie-
renden und praventiven MaBnahmen ?

4.11.2

Werden diese Unterlagen fiir mindestens zwei
Jahre aufbewahrt?

4.11.3

Werden die Ergebnisse von Qualitatssiche-
rungsmafBnahmen eingehend mit den Mitarbei-
tern besprochen ?

413

Qualitdtsaufzeichnungen

Bemerkungen

4.13.1

Werden Unterlagen uber die internen und ex-
ternen Qualitatskontrollen aufbewahrt ?

4.13.2

Entspricht die Aufbewahrung von Befunden
(Log-Blichern, Arbeitslisten, Testergebnisse)
den Vorgaben?

4.13.3

Enthalten die Arbeitsprotokolle folgende Anga-
ben:
Q Identitat der Probe

Q Reagenzien (Charge)

A Methode

Q Untersuchungsdatum

QO Name des durchfiihrenden Mitarbeiters
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9.4 Immungenetik

O

Bemerkungen

4.13.4

Erfolgt bei serologischen Untersuchungen mit-
tels Komplement-vermittelter Zytolyse eine Be-
wertung des prozentualen Anteils der lysierten
Zellen ?

4.13.5

Wird hierbei die Internationale Workshop Bewer-
tungsskala (0,1,2,4,6,8) verwendet oder andere
numerische Skalen ?

4.13.6

Wird die Art des verwendeten Untersuchungs-
material (z.B. Blut, Lymphknoten oder Kno-
chenmark) dokumentiert ?

4.13.7

Ist bei elektronisch gespeicherten Befunde sicher-
gestellt, dass ein Computer-Back-Up vorhanden
ist?

4.13.8

Erfolgt die Archivierung der Ergebnisse von
Knochenmark/Blutstammzellspender derge-
stalt, dass ein schneller und zuverlassiger
Zugriff auf die Daten gewdhrleistet ist ?
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9.4 Immungenetik

5 Technische Anforderungen

5.1

Personal

Bemerkungen

5.1.1

Besitzt der verantwortliche Laborleiter und
dessen Vertreter die erforderliche Qualifikation

O Laborleiter
O Vertreter

Der Laborleiter/Vertreter soll ein promovierter Hu-
manmediziner oder Naturwissenschaftler mit

1) mindestens 4 jahriger Erfahrung auf dem
Gebiet der Immunologie oder Zellbiologie
sein. Davon sollten 2 Jahre dem Schwer-
punkt Histokompatibilitat und Immungenetik
gewidmet sein.

2) oder 5 jahriger Arbeitserfahrung im Bereich
Histokompatibilitat und Immungenetik.

3)
Der Laborleiter soll iber ausgewiesene Erfahrun-
gen in den Arbeitsbereiches des Laboratoriums
verfugen. Diese sollte eingehende Kenntnisse der
immunologischen Grundlagen, der Genetik und
der Histokompatibilitatstestung umfassen. Die
Kenntnisse sollten weiterhin durch Teilnahme an
nationalen oder internationalen Histokompatibili-
tatsworkshops oder Publikationen in begutachte-
ten Zeitschriften nachgewiesen sein.

51.2

Besitzt das technische Personal das erforderli-
che Fachwissen ?

Gibt es eine fachkompetente leitende MTA, die
mindestens drei Jahre Erfahrung im Bereich der
Histokompatibilitatstestung hat ?

Gibt es eine ausreichende Zahl technischer Mitar-
beiter, die Uber mindestens ein Jahr Erfahrung im
Bereich der Histokompatibilitatstestung verfligen ?
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9.4 Immungenetik

O

Bemerkungen

5.1.3

Ist die Zahl der Mitarbeiter ausreichend zur
Durchfiihrung der analytischen Anforderun-
gen?

514

Erfolgt mindestens einmal jéhrlich durch den
Laborleiter eine Uberpriifung der Qualifikation
(Autorisierung) der Mitarbeiter ?

5.1.5

Werden regelmafig Schulungen und Weiterbil-
dungen in den relevanten immungenetischen
Fachbereichen durchgefiihrt ?

5.2

Raumlichkeiten und Umgebungsbedingun-
gen

Bemerkungen

521

Ist geniigend Laborraum vorhanden, um die
Durchfiihrung der Analysen fehlerfrei zu ge-
wabhrleisten ?

5.2.2

Werden die gesetzlichen Regelungen zur Ar-
beitssicherheit und technischen Ausstattung
von Laborraumen eingehalten ?

5.2.3

Werden die Pra-Amplifikationsschritte bei DNA-
Analysen in einem streng getrennten Arbeitsbe-
reich durchgefihrt, fiir welchen MaBnahmen
getroffen wurden, dass keine amplifizierte DNA
vorhanden ist ?

5.24

Werden die gesetzlichen Regelungen zum Um-
gang mit radioaktiven Stoffen eingehalten (z.B.
Lagerung und Entsorgung) ?

5.25

Liegt die vorgeschriebene Genehmigung fiir
den Umgang mit Radioisotopen nach dem
Strahlenschutzgesetz vor ?

5.3

Laboratoriumsausriistung
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9.4 Immungenetik

O

Bemerkungen

53.1

Entspricht die eingestellte Temperatur von Ge-
frierschranke/-truhen, Kiihlschranke und Inku-
batoren den Vorgaben zur Analytik bzw. Lage-
rung von Proben und Testreagenzien ?

5.3.2

Werden die Temperaturen von Gefrierschran-
ke/-truhen, Kiihlschranke, Inkubatoren und La-
borraumen mindestens arbeitstaglich kontrol-
liert und kontinuierliche Aufzeichnungen dar-
tiber gefiihrt ?

5.3.3

Besteht ein zentraler Alarmanschluss, der eine
24stundige Temperaturiberwachung und Auf-
zeichnung ermdglicht ?

534

Wird der Vorrat an Flissigstickstoff in den Vor-
ratsbehaltern von tiefgefrorenen Zellen regel-
maBig Uberpruft ?

5.3.5

Sind qualifizierte Werkbanke, die eine asepti-
sche Durchfiihrung von Zellkulturanalysen er-
moglichen vorhanden ?

5.3.6

Werden die Inkubatoren fiir Zellkulturansatze
an jedem Arbeitstag entsprechend der vorge-
schriebenen Temperatur (+37°C), CO; Konzent-
ration (5%*1%) und Luftfeuchte liberprift ?

5.3.7

Erfolgt eine regelmaRige Priufmittelkontrolle ?

(z.B. durch Kalibrierplane, in denen interne und
externe Wartungsarbeiten und Funktionskontrollen
festgelegt sind)

5.3.8

Erfolgt bei EDV-unterstiitzter Auswertung von
Ergebnissen eine Dokumentation der Freigabe
der Softwareprogramme bei Erstinstallation
oder Softwareanderungen durch den Laborlei-
ter ?

5.3.9

Sind alle fiir die Diagnostik und Befunddoku-
mentation relevanten Softwareprogramme vali-
diert ?

5.4

Praanalytische MaRnahmen
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9.4 Immungenetik

Bemerkungen

54.1

Sind Regelungen zum Probeneingang (Proben-
eingangskriterien) und zum Vorgehen bei der
Entnahme von Untersuchungsmaterial in
schriftlicher Form vorhanden ?

5.4.2

Ist sichergestellt, dass ein Untersuchungsauf-
trag erst dann bearbeitet wird, wenn folgende
Informationen vorhanden sind:

Q Name des Patienten, Spenders oder eindeu-
tige Identifikationsnummer der Probe

O Name und Adresse des Auftraggebers Datum
der Probennahme

Q Zeitpunkt der Probennahme, falls dies fiir die
Untersuchung relevant sein sollte.

O Art des Untersuchungsmaterial (z.B. periphe-
res Blut, Knochenmark, Milz etc.)

5.4.3

Wird das Probenmaterial eindeutig durch den
Namen der zu untersuchenden Person oder
einer Identifikationsnummer sowie dem Ent-
nahmedatum beschriftet ?

Wird jedes Réhrchen einzeln beschriftet?

54.4

Erfolgt eine Dokumentation liber die verschie-
denen Schritte in der diagnostischen Bearbei-
tung und Ergebnisbeurteilung (Ruckverfolgbar-
keit der Laborergebnisse)?

5.4.5

Sind Anforderungen an die Praanalytik vorhan-
den?

5.4.6

Ist sichergestellt dass Proben, die nicht den
Probeneingangskriterien oder praanalytischen
Vorgaben entsprechen nicht untersucht wer-
den?

5.4.7

Werden alle Proben unter Beachtung der Rege-
lungen zum Umgang mit potentiell infektiosem
Material bearbeitet?
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9.4 Immungenetik

O

Bemerkungen

5.4.8

Sind die Einsender des Laboratoriums uber die
praanalytischen Kriterien (z.B. Beschriftung,
Material, Transporttemperatur, Enthahmebe-
dingungen) informiert*, die fiir die angebotene
Untersuchung notwendig sind?

z.B. durch Darstellung der praanalytischen Kriterien in
dem Leistungsverzeichnis

5.4.9

Liegt eine Liste der Untersuchungsverfahren
vor, die dem Kunden zur Verfiigung gestelit
werden kann (z.B. Leistungsverzeichnis) ?

5.4.10

Sind alle Reagenzien korrekt beschriftet und
werden die vorgeschriebenen Lagerungsbedin-
gungen eingehalten ?

54.11

Erfolgt die Beschriftung der Reagenzien, Kon-
troll- und Kalibriermaterialien mit

Q Identitat
Q Bezeichnung des Inhaltes

Q ggf. einschlieBlich des Titers und/oder der
Konzentration

a Lagerungsbedingungen
QO Herstellungs-, Anbruchs- und Verfallsdatum

5.5

Analytische Verfahren

Bemerkungen

5.5.1

Erfolgt eine Uberpriifung der durchgefiihrten
Testverfahren ?

5.5

55.2

Existiert ein gelenktes Dokumentensystem fiir
alle relevanten schriftlichen Anweisungen und
werden alle Arbeits- und Methodenanweisun-
gen mindestens einmal jahrlich von dem Labor-
leiter Uiberarbeitet ?

5.5.3

Ist sichergestellt, dass alle Anderungen von
Arbeits- und Methodenanweisungen durch den
Laborleiter schriftlich mit Datum freigegeben
werden ?
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9.4 Immungenetik

5.6

Qualitatssicherung bei Untersuchungen

Bemerkungen

5.6.1

Nimmt das Labor in jeder Priifart bzw. Priifver-
fahren an entsprechend vorhandenen externen
Ringversuchen teil ?

5.6.2

Ist die Zahl der bestandenen Ringversuche
ausreichend ?

Wurde ggf. an weiteren Ringversuchen teilge-
nommen ?

5.6.3

Erfolgt die Untersuchung von Ringversuchs-
proben analog zu der Untersuchung von Routi-
neproben ?

5.6.4

Nehmen alle technischen Mitarbeiter viermal
jahrlich an internen Ringversuchen in den ver-
schiedenen Priifverfahren teil ?

Sind Aufzeichnungen einschlieBlich der Bewer-
tung dieser internen Ringversuche vorhanden ?

5.6.6

Wird ein Methodenvergleich durchgefiihrt, fir
den Fall dass fiir einen Testparameter ver-
schiedene Methoden verwendet werden ?

Erfolgt ein solcher Methodenvergleich auch
unter Einbeziehung verschiedener Laborstand-
orte?

5.6.7

Gibt es dokumentierte Verfahren, um Untersu-
chungsergebnisse zu erfassen, die nicht die
relevanten Kriterien, wie z.B. die Patientenin-
formationen, erfiillen ?

5.8

Ergebnismitteilung
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9.4 Immungenetik

O

Bemerkungen

5.8.1

Gibt es Regelungen zur Kundenzufriedenheit,
die insbesondere folgende Punkte erfassen:

Q Vorgehen bei Kommunikationsfehlern zwi-
schen Einsender und Labor

U Beschwerden und Reklamationen von Seiten
des Kunden

5.8.3

Wird bei molekularbiologischen Untersuchun-
gen eine Dokumentation entsprechend der
durchgefuhrten Methodik (z.B. mittels Gelbild,
Autoradiographie oder Sequenzausdruck) auf-
bewahrt?

584

Werden Befunde in einer ausreichend zeitge-
rechten und zuverldassigen Weise erstellt und
dem Einsender ubermittelt ?

(z.B. maximal 4 Wochen bei Knochen-
markspendertypsierungen)

5.8.5

Enthalten die Endbefunde bei Familienuntersu-
chungen auch den Verwandtschaftsgrad der
untersuchten Personen ?

Annex A: HLA-Allele und Antigene

Bemerkungen

Al.l

Wird die aktuelle WHO-Nomenklatur verwen-
det?

Al.2

Sind lokale Bezeichnungen eindeutig von der
WHO-Nomenklatur zu unterscheiden?
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9.4 Immungenetik

O

Bemerkungen

Al.3

Werden Phanotypen und Genotypen entspre-
chend der Vorgaben des WHO-
Nomenklaturkomitees gekennzeichnet und fol-
gende Schreibweise verwendet:

Q Einzelallele: z.B. HLA-B*07. Einzelantigene:
HLA-B7 (oder B7 falls die Bezeichnung HLA
eindeutig aus dem Befundergebnis zu er-
kennen ist)

O Serologischer HLA-Phanotyp: z.B. HLA-
A2.30; B7,44; Cw5; DR1,4; DQ5,7

O Molekularbiologischer HLA-Phanotyp: z.B.
HLA-A*02,*30; B*07,*44; Cw*05,%06;
DRB1*01,*04; DQB1*05,*0301

O Serologischer HLA-Genotyp: z.B. HLA-A2,
B44, Cw5, DR1, DQ5 / A30, D7, Cw-, DR4,
DQ7.

O Molekularbiologischer HLA-Genotyp: z.B.
HLA-A*02, B*44, Cw*05, DRB1*01, DQB1*05 /
A*30, B*07, Cw*16, DRB1*04, DQB1*0302.

Al.4

Erfolgt immer die Angabe des untersuchten
Genortes (z.B. HLA-B, HLA-DRBA1, etc) ?

Al.6

Werden breite Antigene (,Broad Antigens’) ein-
schlieBBlich Bw4 und Bw6 in Klammern hinter
dem zugehorigen Allel/Antigen angegeben ?

Al.7

Aufgrund von serologischen oder molekularge-
netischen Untersuchungsverfahren erhaltene
Einzelantigene oder -Allele konnen nur dann
biallel (z.B. HLA-B7,7) oder als Blank-
Antigen/Allele in den Befunden geschrieben
werden, wenn die homozygote Erbanlage durch
eine Familienuntersuchung belegt wurde.

A2.0

Familienuntersuchungen

A2.1

Erfolgt die Festlegung der Haplotypen oder Ge-
notypen ausschlieBlich nach einer Familienun-
tersuchung?

A2.2

Werden alle Familienmitglieder ersten Grades
typisiert?
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9.4 Immungenetik

O

Bemerkungen

A2.3

Wird eine HLA-A-, -B und HLA-DR-Typisierung
durchgefiihrt ?

A2.4

Erfolgt bei unklaren Haplotypergebnissen eine
erweiterte Familienuntersuchung durch Be-
stimmung der Merkmale des HLA-C, -DQ
und/oder —DP Locus ?

A2.5

Enthalten die Endbefunde der Familienuntersu-
chungen eine Zuordnung der Haplotypen und
Genotypen einschlieBlich der Interpretation und
Bewertung von moglichen Rekombinations-
ereignissen ?

Unverwandte Individuen

A2.6

Erfolgt eine Berechnung des Haplotyps auf-
grund von bekannten Haplotypfrequenzen aus
einer reprasentativen Populationsstichprobe ?

A2.7

Ist die Populationsstichprobe fiir die Berech-
nung der Haplotypfrequenzen ausreichend re-
prasentativ und gro?

A2.8

Wird bei die Berechnung der Haplotypfrequenz,
die Merkmalsfrequenz der zugehorigen ethni-
schen Gruppe zugrundegelegt?

A2.9

Werden extrapolierte wahrscheinliche Haploty-
pen in den Endbefunden entsprechend ge-
kennzeichnet ?

Annex B: Serologische HLA-Klasse | und -
Klasse Il Typisierung

Bemerkungen

B1.0

HLA-A,-B und —C Locus Antigene
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9.4 Immungenetik

O

Bemerkungen

Bl.1

Ist das Laboratorium in der Lage samtliche offi-
ziell durch das EFI-Standard Komitee festgeleg-
ten WHO-Spezifitaten des HLA-A und -B Locus
zu bestimmen ?

B1.2

Die serologische Bestimmung von HLA-C Locus
Antigenen ist optional.

HLA-DR,-DQ und -DP Antigene

B1.3

Ist das Laboratorium in der Lage samtliche offi-
ziell durch das EFI-Standard Komitee festgeleg-
ten WHO-Spezifitaten des HLA-DR Locus zu
bestimmen ?

B1.4

Die serologische Bestimmung von HLA-DQ und —
DP Antigenen ist optional.

HLA-Klasse | und —Klasse Il Typisierungs-
techniken

B1.5

Werden geeignete, optimierte Typisierungs-
techniken fiir die Bestimmung von HLA-Klasse |
und —Klasse Il Merkmalen verwendet ?

B1.6

Wird fiir jeden Typisierungsansatz eine geeig-
netes positives Kontrollserum* verwendet ?

*Das HLA-Klasse | bzw. HLA-Klasse Il spezifische
Reaktionsmuster dieses Kontrollserum muss mittels
Referenzzelllinien belegt sein.

B1.7

Wird fiir jeden Typisierungsansatz ein negati-
ves Kontrollserum verwendet, bei dem eindeu-
tig gezeigt werden konnte, dass es keine leuko-
zytaren Antikorper beinhaltet ?

B1.8

Sind analytische Kriterien festgelegt, fir den Fall,
dass kein eindeutiges Reaktionsmuster bei den
Kontrollen vorhanden ist ?
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9.4 Immungenetik

O

Bemerkungen

B1.9

Wird die Vitalitat der negativen Kontrolle ange-
geben und ist sie ausreichend fiir die Interpre-
tation der Ergebnisse ?

Die Vitalitat der negativen Kontrolle sollte fur die
Uberwiegende Zahl der serologischen Untersu-
chungsverfahren gréRer als 80% sein.

B1.10

Sind eindeutige analytische Freigabekriterien
definiert fiir die Bewertung von positiven und
negativen Kontrollen bei Untersuchungsverfah-
ren, die nicht auf der Bewertung der Vitalitat
von Zellen beruhen ?

B1.11

Ist das Vorgehen bei unklaren positiven
und/oder negativen Kontrollergebnissen in den
Arbeitsanweisungen/Methodenhandbuch fest-
gelegt ?

B1.12

Eine Trennung von B-Zellen ist nicht notwen-
dig, wenn

A Techniken verwendet werden, die zwischen
T- und B-Zellen eindeutig unterscheiden ?

Q Antikorper eingesetzt werden, die eine ein-
deutig gegen HLA-Klasse Il Antigene gerich-
tete Spezifitat aufweisen.

B1.13

Werden monoklonale Antikorper in einer ent-
sprechenden Verdiinnung und mittels einer
geeigneten Methodik verwendet die gewaéhrleis-
tet, dass die Spezifitat optimal ist?

Wurde die Spezifitat anhand eines definierten Re-
ferenzzellpanels belegt ?

B1.14

Wird bei der HLA-Klasse Il Antigenbestimmung
jedes Antigen durch drei monoklonale Seren be-
stimmt ?

oder werden mindestens flunf polyklonale Seren
zur Bestimmung eines HLA-Klasse Il Antigens ein-
gesetzt ?
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9.4 Immungenetik

O

Bemerkungen

B1.5

Sind Kiriterien fiir die Antigenzuordnung in den
Arbeitsanweisungen /Methodenhandbuch ent-
halten ?

B1.6

Sind Zellpanel, d.h. Zellen oder Zelllinien, mit
definierter HLA-Klasse | oder —Klasse Il Spezifi-
tat, vorhanden, um die Spezifitit von neuen
Antiseren / Antikérpern zu ermitteln ?

Umfasst dieses Zellpanel alle vom Labor geteste-
ten Antigenspezifitdten ?

B1.17

Wurde die Spezifitat eines lokal durch das Labor-
atrium definierten Antiserums durch mindestens
ein weiteres Laboratorium bestatigt ?

B1.18

Werden zur Validierung der lokal gefundenen
Spezifitit(en) auch statistische Bewertungen
aufgrund des Reaktionsmuster des Serums
anhand einer ausreichend groRen Untersu-
chungsserie verschiedener Zellen / Zelllinien
vorgenommen ?

B1.19

Wird eine Priifung der Spezifitat durchgefiihrt,
wenn Seren von anderen Laboratorien bezogen
werden ?

B1.20

Erfolgt eine Chargenpriifung anhand von min-
destens funf unterschiedlichen Zellen mit be-
kanntem Phanotyp ?

Komplement

B1.21

Erfolgt eine Chargentestung und Freigabe von
Komplement, die nachweist, dass das Komple-
ment bei Vorhandensein eines spezifischen
Antikorpers Zytotoxizitat vermittelt, jedoch
nicht zytotoxisch wirkt, wenn kein spezifischer
Antikorper vorhanden ist?

B1.22

Wird die Chargentestung in verschiedenen Ver-
dinnungsstufen durchgefiihrt, um diejenige Ver-
dinnungsstufe fir die Routinetestung festzulegen,
die eine Stufe Uber der als ausreichend befunde-
nen Verdinnungsstufe liegt ?
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O

Bemerkungen

B1.23

Erfolgt die Chargentestung mit mindestens zwei
Antikérpern (einem schwach und einem stark rea-
gierenden), die gegen zwei unterschiedlichen Zel-
len / Zelllinien gerichtet sind sowie einer Zelle /
Zelllinie, die nicht reagiert (Negativkontrolle) ?

Alternativ kann anstelle der zwei unterschiedlich
stark reagierenden Antikdrper auch lediglich ein
Antikdrper in verschiedenen Verdinnungsstufen
verwendet werden.

B1.24

Wird jede Komplementcharge unter Verwendung
der verschiedenen in die Untersuchung einflie-
Renden Zelltypen ausgetestet ?

Annex C: HLA-Antikorperscreening

Bemerkungen

Technische Vorraussetzungen

Cl1

Kommt Komplement-vermittelte Zytotoxizitat
bei der Bestimmung von HLA-Antikorpern zur
Anwendung oder wurde eine andere Methode
validiert, die Alloantikérper mit einer ver-
gleichbaren oder besseren Sensitivitat nach-
weist ?

Cl1.2

Wird zum Nachweis von HLA-Klasse Il Anti-
korpern eine Methode verwendet, die diese
eindeutig von HLA-Klasse | Antikérpern unter-
scheidet?

C13

Werden die verwendeten Methoden in den
Befunden angegeben ?

Serumproben

Cl4

Werden Serumkonzentrationen verwendet, die
eine optimale Sensitivitit gewahrleisten ?

C15

Werden die Seren in einer zusatzlichen Ver-
diinnungsstufe untersucht und wird die ein-
gesetzte Serumverdiinnung dokumentiert ?
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Bemerkungen

C1.6

Wird in jedem Testansatz eine negative Kon-
trolle mitgefiihrt und stammt diese negative
Kontrolle von einem nicht-alloimmunisierten
humanen Individuum?

Cl.7

Werden in jedem Testansatz eine positive
Kontrolle mitgefuihrt die folgende Bedingun-
gen erfullt

O Serum von einem hoch-alloimmunisierten
Individuum

O dokumentierter Nachweis eines gegen HLA-
Antigene gerichteten Reaktionsmusters*

*Das Serum kann von einem polyspezifisch immuni-
sierten Individuum sein

Panelzellen

Cl1.8

Werden als Panelzellen mononukleare Zellen
aus peripherem Blut, Lymphknoten, Milz oder
Zelllinien verwendet ?

C1.9

Werden zum Nachweis von HLA Klasse | Anti-
korpern mit B-Lymphozyten angereicherte
Zellpraparationen, Zellsuspensionen von Pati-
enten mit chronisch lymphatischer Leukamie
oder B lymphoblastoide Zelllinien eingesetzt ?

C1.10

Wird eine ausreichend groBe Anzahl* von Pa-
nelzellen eingesetzt ?

*empfohlen sind mindestens 50 Zellen

Cli

Sind die Phanotypen (HLA-Klasse | und Klasse
Il) der eingesetzten Panelzellen fiir die Bewer-
tung der Antikorperspezifitat bekannt ?

Cl.12

Erfolgt eine erweiterte Spezifitatsaustestung un-
ter Verwendung von Zellen / Zelllinien, die die
gefundene Spezifitat aufweisen bzw. nicht-
aufweisen und Zellen / Zelllinien, die kreuzreagie-
rende Antigene exprimieren ?

Antikorperscreening mittels Komplement-
vermittelter Zytotoxizitat
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O

Bemerkungen

C1.13

Wird fiir jeden Testansatz (Platte) eine HLA-

spezifische Positivkontrolle zur Uberpriifung
der Komplement-Aktivitiat und eine Negativ-

kontrolle zur Bewertung der Vitalitédt der un-

tersuchten Zellen mitgefuhrt ?

Cl.14

Werden bei Testansatzen, die mit Dithiothrei-

tol (DTT) Zusatz erfolgen, eine IgG-spezifische
und eine IgM-spezifische Positivkontrolle mit-
gefiihrt?

Antikorperscreening mittels DurchfluBzy-
tometrie

Cl1.15

siehe Fragen unter Annex J: DurchfluBzyto-
metrie

Antikorperscreening mittels ELISA

Cl.16

Siehe Fragen unter Annex K: ELISA

Annex D: Nieren- und Pankreastransplanta-
tion

Bemerkungen

D11

Gibt es einen 24stiindigen Bereitschaftsdienst
zur technischen Durchfiihrung von Histokom-
patibilititstestungen bei Leichennierentrans-
plantationen ?

Antikorperscreening

D1.2

Gibt es eine dokumentierte Vorgehensweise um
den Sensibilisierungsstatus jedes neu fiir die
Warteliste zu registrierenden Patienten nach-
zuweisen ?
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Bemerkungen

D1.3

Werden Serumproben der Patienten auf der
Nierentransplantationswarteliste regelmaBig
(z.B. alle 3 Monate) auf das Vorliegen von HLA-
Antik6rpern untersucht ?

Werden hierbei die entsprechenden Richtlinien
der Organaustauschorganisation (z.B. Eu-
rotransplant) sowie alle gesetzliche Vorgaben
berucksichtigt ?

D1.4

Erfolgt eine Dokumentation von potentiellen Sen-
sibilisierungsereignissen und werden die folgen-
den MaBnahmen durchgefuhrt:

Q In kirzeren Intervallen nach dem Sensibilisie-
rungsereignis werden Serumproben gewonnen
um einen moglichen HLA-Antikérper zu ermit-
teln.

Q Bei einem positivem Nachweis eines HLA-
Antikérpers wird dieses Serum aufbewahrt um
in spateren Crossmatch-Untersuchungen ein-
gesetzt zu werden.

D1.5

Werden Antikérper-Spezifitaten der Patientense-
ren ermittelt und dokumentiert ?

Crossmatch (lymphozytare Kreuzprobe)

D1.6

Wird die Crossmatch-Untersuchung prospektiv
durchgefiihrt ?

D1.7

Entspricht die Sensitivitat der verwendeten
Crossmatch-Methode der Sensitivitat der fiir
das Antikorperscreening verwendeten Metho-
de?

D1.8

Werden Methoden fur die Crossmatch-
Untersuchung eingesetzt, die im Vergleich zum
Standard-Mikrolymphozytoxizitattest-
Crossmatchverfahren eine héhere Sensitivitat auf-
weisen (z.B. durch verlangerte Inkubationszeiten,
Waschschritten oder der Reaktionsverstarkung
durch Zusatz von Antihumanglobulin oder der
Messung mittels DurchfluRzytometrie) ?
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O

Bemerkungen

D1.9

Werden fiir alle Crossmatchuntersuchungen
ungetrennte Spender-Lymphozyten-
suspensionen oder T-Zell angereicherte Lym-
phozytensuspensionen verwendet ?

D1.10

Falls durch das Transplantationsprogramm ge-
fordert:

Wird zusatzlich auch ein Ansatz mit B-
Lymphozyten durchgefiihrt ?

D1.11

Wird bei der Durchfihrung einer Lymphozytoxizi-
tats-basierten Crossmatchuntersuchung eine HLA-
spezifische Positivkontrolle zur Uberpriifung der
Komplementaktivitat und eine Negativkontrolle zur
Bewertung der Vitalitdt der untersuchten Zellen
mitgefihrt ?

D1.12

Werden bei Testansétzen, die mit Dithiothreitol
(DTT)- Zusatz erfolgen, eine IgG-spezifische
und eine IgM-spezifische Positivkontrolle mitge-
fiihrt ?

Serumproben

D1.13

Werden Serumverdiinnungen verwendet, die
eine optimale Sensitivitat gewahrleisten ?

D1.14

Wird bei der Durchfiihrung einer Mikrolympho-
zytoxizitats-basierten Crossmatchuntersuchung
jedes Serum unverdinnt getestet ?

D1.15

Erfolgt zusatzlich ein Testansatz mit einer oder
mehreren Verdinnungsstufen und wird die einge-
setzte Serumverdinnung dokumentiert ?

D1.16

Werden Serumproben die 14 Tage nach einem
potentiellen Sensibilisierungsereignis gewonnen
wurden in die Crossmatchuntersuchung einbezo-
gen ?
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O

Bemerkungen

D1.17

Sind die fiir eine Crossmatchuntersuchung vor
der Transplantation verwendeten Seren von
Patienten mit HLA-Klasse | spezifischen Anti-
korpern oder Patienten, die innerhalb des letz-
ten Screeningintervals eine Sensibilisierungs-
ereignis aufweisen nicht élter als 48 Stunden ?

Werden anderenfalls tiefgefrorene (< 25°C) ge-
lagerte Serumproben verwendet, die nicht alter
als 3 Monate sind ?

D1.18

Werden Serumproben, die fiir eine Cross-
matchuntersuchung eingesetzt wurden, an-
schlieBend tiefgefroren gelagert ?

HLA-Typisierung

D1.19

Erfolgt eine prospektive HLA-A, -B und -DR Ty-
pisierung des Patienten (Empfangers) und des
Leichennierenspenders ?

D1.20

Werden zusatzlich auch die HLA-C, -DQ und —-DP
Merkmale des Patienten(Empfangers) und des
Kadavernierenspenders prospektiv untersucht ?

Lebend/Verwandten-Transplantation

D1.21

Wird eine ausreichende Zahl von Familienmitglie-
dern untersucht, um bei Lebend / Verwandten-
Transplantationen die HLA-Genotypen bestimmen
zu kénnen ?

D1.22

Sind die fir eine Crossmatchuntersuchung vor der
Transplantation verwendeten Seren von

Patienten mit HLA-Klasse | spezifischen Antikor-
pern oder Patienten, die kiirzlich ein Sensibilisie-

rungsereignis aufweisen nicht alter als 48 Stunden
?

Werden anderenfalls tiefgefrorene (< 25°C) gela-
gerte Serumproben verwendet, die nicht alter als 3
Monate sind ?

Leichenspender
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O

Bemerkungen

D1.23

Erfolgt die HLA-Typisierung unter Verwendung von
Lymphozytensuspensionen, die aus

Q Lymphknoten und/oder Milz
Q und/oder peripherem Blut
gewonnen wurden ?

Annex E: Sonstige Organtransplantation

Bemerkungen

Die Fragen E1.1-E1.7 treffen auf Empfanger mit
hohem Abstofungsrisiko (z.B. Patienten nach
Transplantatabstof3ung oder Patienten mit prafor-
mierten HLA-Klasse | spezifischen Antikdrpern) zu.

El.1l

Werden Spender und Empfanger HLA-A, -B und -
DR typisiert ?

E1.2

Werden die Empfanger prospektiv auf HLA-
Klasse-1 (A/B) und —Klasse Il (DR) Antikérper un-
tersucht ?

E1.3

Wird bei sensibilisierten Patienten vor Transplanta-
tion ein Crossmatch durchgefuhrt ?

El.4

Entspricht die Sensitivitat der verwendeten
Crossmatch-Methode der Sensitivitat der fur
das Antikorper-Screening eingesetzten Metho-
de ?

E1.5

Werden Methoden fir die Crossmatch-
Untersuchung eingesetzt, die im Vergleich zum
Standard-Mikrolymphozytoxizitatstest eine héhere
Sensititvitat aufweisen (z.B. durch verlangerte In-
kubationszeiten, Waschschritten oder der Reakti-
onsverstarkung durch Zusatz von Antihumanglo-
bulin oder der Messung mittels Durchfluzyto-
metrie) ?

E1.6

Wird die Crossmatch-Untersuchung prospektiv
durchgefihrt ?
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O

Bemerkungen

E1l.7

Sind die fur eine Crossmatchuntersuchung vor der
Transplantation verwendeten Seren von Patienten
mit HLA-Klasse | spezifischen Antikdrpern oder
Patienten, die kirzlich ein Sensibilisierungsereig-
nis aufweisen nicht alter als 48 Stunden ?

Werden anderenfalls tiefgefrorene (< 25°C) gela-
gerte Serumproben verwendet, die nicht alter als 3
Monate sind ?

E1.8

Werden maoglichst Organe und/oder Gewebe von
Crossmatch-negativen* Spendern fur hoch-
immunisierte Empfanger verwendet ?

* z.B. Crossmatch mit ungetrennten Lymphozyten oder
angereicherten T-Zellen weniger als 20% Uber Negativ-
kontrolle.

E1.9

Werden nach einer potentiellen Alloimmunisierung
(z.B. durch Bluttransfusion, Transplantatabsto-
Bung oder Transplantatexplantation) Serumpro-
ben, die 14 Tage nach einem potentiellen Sensibi-
lisierungsereignis gewonnen wurden, in die Cross-
matchuntersuchung einbezogen (Historische Anti-
koérper) ?

Annex F: Knochenmark- und Blutstamm-
zelltransplantation

Bemerkungen

Histokompatibilitatstestung bei verwandten
Spendern

F1.1

Werden der Patient und mindestens alle verfugba-
ren Verwandten routinemafig HLA-A, -B und -DR

typisiert, um die Vererbung der Haplotypen zu kla-
ren ?
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O

Bemerkungen

F1.2

Gibt es eine adaquate Vorgehensweise, um die
HLA-Ubereinstimmung (Genotyp-ldentitit) von
Geschwistern zu ermitteln durch

Q *eindeutige Zuordnung der Genotypen an-
hand einer Familienuntersuchung

Q *oder durch eine hochauflosenden (4-
stellige) HLA-Klasse | und/oder HLA-Klasse I
Typisierung

* entsprechend den Vorgaben im Transplantationsproto-
koll kann dieser Teil auch entfallen (siehe 11.5)

F1.3

Erfolgt eine molekularbiologisch hochauflosen-
de (4-stellige) HLA-Klasse Il Bestimmung bei
Verwandten zweiten Grades?

*Wird in diesen Féllen zusétzlich eine moleku-
larbiologische hochauflésende (4-stellige) HLA-
Klasse | Bestimmung durchgefiihrt ?

* entsprechend den Vorgaben im Transplantationsproto-
koll kann dieser Teil auch entfallen (siehe 11.5)

F1.4

Ist sichergestellt, dass vor Knochenmark- oder
Blutstammazelltransplantation immer eine Bestati-
gungstypisierung des Spenders und Empfangers
aus einer zweiten unabhangig gewonnenen Probe
erfolgt ?

F1.5

Ist das Laboratorium in der Lage eine erweiterte
hochauflésenden (4-stellige, z.B. A*0201,
DRB1*1107) molekularbiologische HLA-Klasse | (*)
und/oder Klasse Il Typisierung durchzufihren

oder
ist gewahrleistet, dass diese Untersuchungen in

einem externen immungenetisch akkreditierten
Laboratorium als Unterauftrag vergeben sind ?

* entsprechend den Vorgaben im Transplantationsproto-
koll kann dieser Teil auch entfallen

Knochenmarkspenderdateien
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Bemerkungen

F1.6

Liegt von jedem Knochenmarkspender eine
freiwillige Einverstandniserklarung vor ?

Entspricht die Einverstandniserklarung den
gultigen Richtlinien und gesetzlichen Vorga-
ben?

F1.7

Erfolgt die HLA-Typisierung mittels serologi-
scher oder molekularbiologischer Methoden,
die ein niedrig-auflésendes Ergebnis (2-stellig,
z.B. HLA-A2 oder HLA-A*02, oder HLA-DRB1*11)
erreichen ?

Unverwandte Knochenmarkspender

F1.8

Werden folgende Kriterien erfillt:
O niedrig auflosende (2-stellige) molekularbio-
logische HLA-Klasse | Typisierung

Q Auflosungsniveau der 2-stelligen HLA-Klasse
| Typisierung entspricht der Serologie

Q hoch-auflésenden (4-stellige) molekular mo-
lekularbiologische HLA-Klasse Il Typisierung

F1.9

Ist sichergestellt, dass vor Knochenmark- oder
Blutstammzelltransplantation immer eine Besta-
tigungstypisierung des Spenders und Empfan-
gers aus einer zweiten unabhangig gewonne-
nen Probe erfolgt ?

F1.10

Ist das Laboratorium in der Lage eine erweiterte
hochauflosenden (4-stellige, z.B. A*0201,
DRB1*1107) molekularbiologische HLA-Klasse |
Typisierung durchzufiihren

oder
ist gewdhrleistet, dass diese Untersuchungen in

einem externen immungenetisch akkreditierten
Laboratorium als Unterauftrag vergeben sind ?

* entsprechend den Vorgaben im Transplantationsproto-
koll kann dieser Teil auch entfallen
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Bemerkungen

F1.11

Werden alle Ambiguitaten bei hochauflésenden
(4-stelligen) Typisierungsergebnissen in dem
Endbefund angegeben ?

Annex G: Thrombozyten- und Granulozy-
tentransfusion

Bemerkungen

Gl1

Werden bei dem Empféanger (Patient) die Merkma-
le des HLA-A und —B Locus bestimmt ?

G1l.2

Erfolgt die Auswahl der Spender entsprechend
den aktuell gultigen Richtlinien und gesetzlichen
Vorgaben ?

G1.3

Werden Crossmatch-Untersuchungen anhand von
Spenderlymphozyten vorgenommen

oder
erfolgt die Crossmatch-Untersuchung unter Ver-

wendung von Spenderthrombozyten oder —
Granulozyten ?

Annex H: Krankheitsassoziation

Bemerkungen

H1.1

Erfolgt eine komplette Austestung der HLA-Klasse
| und/oder Klasse Il Merkmale ?

Bestimmung eines Einzelantigens (z.B.
HLA-B27)

H1.2

Wird jede Charge von Kontrolizellen getestet ?

H1.3

Sind unter den Kontrollzellen mindestens 2 Zel-
len, die das betreffende Antigen besitzen ?

H1.4

Sind unter den Kontrollzellen mindestens 2 Zellen
von Personen, die weder das betreffende Antigen
noch ein kreuzreagierendes Antigen besitzen ?
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Bemerkungen

H1.5

Werden die Serumkontrollen gleichzeitig mit dem
Testansatz mitgefuhrt ?

H1.6

Beinhaltet jeder Testansatz bzw. jede Testplatte
die folgenden Kontrollen:

Q positive Serumkontrolle
O negative Serumkontrolle

Q zwei spezifische Antiseren fiir jedes kreuzre-
agierende Antigen

H1.7

Erfiillen die verwendeten Antiseren die Stan-
dardanforderungen aus der Sektion ,HLA-
Klasse | und —Klasse Il Typisierungstechniken’
(Kapitel 7) ?

(Die Auswahl der Antikdrper missen dabei geeignet

sein, das Antigen eindeutig nachzuweisen (2 Mono oder
1 Mono + 2 Polyspezifische)

Annex I: Nukleinsdureanalyse

Bemerkungen

DNA-Extraktion

.1.1

Wird die DNA liber ein Verfahren extrahiert,
das in der wiss. Fachliteratur beschrieben
wurde und wurde dieses Verfahren im Labor
ausreichend validiert ?

1.2

Wird die DNA nach der Isolation adaquat gela-
gert, so dass deren Struktur und Integritat er-
halten bleibt?

HLA-DNA-Analysen durch Amplifikati-
onstechniken

Amplifikation

2.1

Werden die Pra-Amplifikationsschritte in einem
streng getrennten Arbeitsbereich durchge-
fuhrt, in dem keine amplifizierte DNA vorhan-
den ist ?
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Bemerkungen

2.2

Wird die Bearbeitung von Phagen und Plasmi-
den, die HLA-spezifische Sequenzen enthalten,
in einem von dem Pra-Amplifikationsbereich
getrennten Bereich durchgefiihrt ?

12.3

Ist die rdumliche Trennung des Pra-
Amplifikationsbereiches, sowie ein limitierter Per-
sonenzugang gewahrleistet ?

12.4

Werden zur Inaktivierung von Amplifikaten bio-
chemische Verfahren eingesetzt ?

2.5

Werden Arbeitsflachen und Schranke eingesetzt,
die der biologische Sicherheitsklasse Il entspre-
chen ?

12.6

Werden in dem Pra-Amplifikationsbereich fol-
gende Gegenstande ausschlieBlich verwen-
det?

Q Auswurf-Pipetten mit Einwegmaterialien
Q Laborkittel
Q Handschuhe

2.7

Werden die Arbeitsplatze im Labor regelmaRig
mit verdiinnter Saure (z.B. 1M Hypochlorit) o-
der Lauge (10%) und/oder durch UV-
Bestrahlung gereinigt ?

Gerate und Reagenzien

.3.1

Ist die Nutzung von Geraten und Reagenzien,
die ausschlieBlich fiir den Pra-PCR-Bereich
vorgesehen sind, gewahrleistet?

13.2

Werden die Thermocycler bei der Installation und
in entsprechenden Abstanden auf Prazision und
Reproduzierbarkeit gepruft?

13.3

Wird die Temperatur in den einzelnen Probe-
positionen (Thermoblock) des Thermocyclers
regelmaRig uberprift?

13.4

Werden Kombinationen von Reagenzien (,Mas-
ter-Mix“) in kleine Aliquots abgefillt und wird auf
das Fehlen einer kritischen Substanz geachtet
(z.B. Mg*) ?
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Bemerkungen

13.5

Ist gewahrleistet, dass die Aliquots der Primar-
reagenzien frei von Amplifikat-
Kontaminationen sind?

13.6

Werden die Empfehlungen des Herstellers fiir
die Reagenzien (Chemikalien, Enzyme) zu fol-
genden Punkten eingehalten:

Q0 Lagerungsbedingungen
Q Reaktionstemperatur
O Konzentration

Q Pufferzusammesetzung

13.7

Ist gewdhrleistet, dass Reagenzien, die zur
DNA-Amplifikation eingesetzt werden, nicht in
Post-PCR Bereichen aufbewahrt werden?

13.8

Werden die Benutzungshinweise der Hersteller
kommerziell erhéltlicher Testsysteme mit An-
gaben zur Herkunft, der Chargennummer, des
Verfallsdatums und den Lagerungsbedingun-
gen aufbewahrt?

13.9

Wird gewdhrleistet, dass Reagenzien aus un-
terschiedlichen Chargen nicht zusammen ver-
wendet werden?

13.10

Werden die Primer sachgerecht gelagert?

13.11

Wenn Verfahren eingesetzt werden, bei denen
zwei aufeinanderfolgende Schritte logarithmi-
scher Amplifikation erforderlich sind (z.B.
,Nested PCR’), ist es gewahrleistet, dass be-
sondere Vorsichtsmassnahmen zur Reduzie-
rung einer bei diesen Methoden erhohten Kon-
taminationsgefahr durch Amplifikate getroffen
werden?
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13.12

Beinhalten diese Vorsichtsmassnahmen fol-
gende Schritte?

Q Physikalische Trennung zwischen Pra- und
Post-PCR Bereiche

Q Die Beachtung der unter 15.3 — 15.7 genann-
ten Standards fiir alle Komponenten des
zweiten Amplifikationschrittes bis auf die
DNA-Zielsequenz.

O Dass die Zugabe der DNA-Zielsequenz fir
die zweite Amplifikation in einem Raum ge-
schieht, der vom Pra- und Post-
Amplifikationsraum getrennt ist

O Den Einsatz eines gesonderten Satzes von
Pipetten in jedem dieser Rdume

Amplifikationszielsequenz

4.1

Ist es gewihrleistet, dass Material, dass als
Zielsequenz (Template) fiir einen Amplifikatio-
nassay eingesetzt werden soll, nicht in Post-
Amplifikationsbereichen aufbewahrt wurde?

14.2

Sind geeignete Kontrollen fiir die reverse
Transkription vorhanden, falls zur Amplifizie-
rung cDNA (aus RNA) verwendet wird?

14.3

Stammt diese RNA aus Zellen, die das zum de-
tektierenden HLA-Genort korrespondierende
HLA-Merkmal exprimieren?

14.4

Wird sichergestellt, dass die Nukleinsauren so
hergestellt und gelagert werden, dass keine
Artefakte auftreten oder eine Inhibition wah-
rend der Amplifikation stattfindet?

14.5

Ist der annehmbare Mengenbereich fiir die
DNA-Zielsequenz, die zur Amplifikation erfor-
derlich ist, definiert und validiert?

Primer-Oligonukleotide

5.1

Werden die Nukleinsduresequenzen der Primer
und der Allele, die von dem jeweiligen Primer
nachgewiesen werden, dokumentiert?

15.2

Werden die Nukleinsduresequenzen der Primer
und der Allele, die von dem jeweiligen Primer
nachgewiesen werden, dokumentiert?
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15.3

Wird die Spezifitat und Effektivitat jedes Primer-
paars nach Lagerung untersucht und periodisch
bestatigt mit DNA-Referenzmaterial, das die spe-
zifische Sequenz aufweist oder eine geringfligig
differierende Sequenz besitzt?

Kontamination

6.1

Wird die DNA/RNA Verunreinigung erfasst und
wird hierfiir das Verfahren eingesetzt, das
auch fur die HLA-Bestimmung verwendet wird?

16.2

Werden in jedem Amplifikations-Testansatz
negative Kontrollen, die keine Nukleinsdure
enthalten, mitgefiihrt?

16.3

Wird auch eine ,open tube control’ mitgefihrt?

16.4

Ist die Anzahl der PCR-Zyklen so gewahlt, dass
sie eine Detektion der Zielsequenz-DNA erlaubt,
ohne jedoch ausreichend fur die Amplifikation
einer kleinen Menge von kontaminierenden Mole-
kilen (z.B. < 10 Molekile / PCR-Amplifikat) zu
sein?

16.5

Werden vom Pra-Amplifikationsbereich routi-
nemaBig Wischtests oder vergleichbare Kon-
trollen durchgefiihrt und die Aufzeichnungen
dieser Untersuchungen archiviert?

16.6

Wird im Falle von positiven Ergebnissen si-
chergestellt, dass der Pra-PCR-Arbeitsbereich
entsprechend gesaubert und vorbeugende
MaRBnahmen getroffen werden?

Kontrollen

7.1

Wird das spezifischen Amplifikationsprodukt
durch Gelelektrophorese oder Hybridisierung
nachgewiesen ?

7.2

Sind analytische Freigabekriterien fiir die
Amplifikationsergebnisse in den Arbeitsanwei-
sungen festgelegt ?
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17.3

Wird bei Amplifikationsverfahren (z.B. SSP),
deren primare Ergebnisinterpretation auf dem
Vorliegen eines Amplifikates beruht, geeignete
Kontrollen mitgefiihrt um eine falsch negative
Amplifikation zu erkennen ?

Wird die Spezifitdt der Amplifikationsansatze in
regelmiRigen Zeitabstidnden lberprift?

Amplifikate

18.1

Wird die Quantitit des Amplifikatproduktes bei
jedem Testansatz uberprift (z.B. durch Hybri-
disierung mit einer Consensus Sonde oder
Gelelektrophorese) oder liegen Validierung-
sunterlagen uiber die Reproduzierbarkeit einer
fiir die nachfolgende Analytik ausreichenden
Amplifikationsmenge vor ?

18.2

Wurden akzeptable Grenzen der einzusetzen-
den Amplifikatmenge festgelegt?

18.2

Typisierung mittels Hybridisierung von
Amplifikaten mit DNA-Sonden (SSO)

Sonden

9.1

Sind fiir jede Sonde und Template-
Kombination der entsprechende MHC-Locus
und die erfassten Allele definiert ?

19.2

Werden die Sonden so gelagert, dass deren

Spezifitat und Sensitivitdt unbeeinflusst bleibt
?

Hybridisierung

110.1

Werden die Hybridisierungsbedingungen do-
kumentiert, um die definierte Spezifitit von
jeder Sonde zu gewdhrleisten ?

110.2

Werden geeignete Kontrollen bei den Hybridisie-
rungs-Tests mitgefihrt ?

110.3

Wird als negative Kontrolle eine Sequenz ver-
wendet, die nur geringfligig von der Sequenz ab-
weicht, die von der empfohlenen Sonde erkannt
wird ?
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110.4 |Werden die an eine Festphase gebundenen
Nukleinsduren (Sonden oder Zielsequenz), nur
dann wieder benutzt, wenn sichergestellt ist,
dass die vorhergehenden Signale nicht mehr
nachweisbar sind ?

110.5 |Werden beim Einsatz von Festphasen-
gebundener DNA (Sonden oder Zielsequenzen)
geeignete Kontrollen verwendet ?

Gerate

111.1 |Werden die Inkubatoren und Wasserbader bei
jedem Testansatz auf korrekte Funktion und
Temperatureinhaltung tiberpriift ?
Sondenmarkierung und Detektion

112.1 | Wird dokumentiert und gepruft, inwieweit die Spe-
zifitat und Sensitivitat der Markierungsmethode
reproduzierbar sind ?

Erfolgt eine regelmaBige Chargenkontrolle der
Reagenzien (z.B. Antikorper, Sonden oder In-
dikatormolekiile) ?

112.2 |Werden die Empfehlungen des Herstellers fiir
die Enzyme zu folgenden Punkten eingehalten
?

Q Lagerungsbedingungen
Q Reaktionstemperatur

Q Puffer

O Konzentration

112.3 | Wird die Aktivitat jeder neuen Charge von Enzy-
men vor deren Einsatz Uberpruft ?
Analyse

113.1 |Sind Grenzwerte fiir die Beurteilung von posi-
tiven und negativen Hybridisierungsreaktionen
festgelegt ?

113.2 | Sind analytische Freigabekriterien fiir die In-
terpretation und Zuordnung der Antigen/Allele
festgelegt ?
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113.3

Werden die Ergebnisse von mehr als einer Per-
son interpretiert ?

DNA-Sequenzierung

Zielsequenzen

114.1

Werden bei der Vorbereitung der Zielsequen-
zen fir die Sequenzierung insbesondere die
Punkte 15.22, 15.25 und 15.26 beriicksichtigt ?

114.2

Wird das Material, das als Zielsequenz fiir die
Sequenzierung eingesetzt wird, gereinigt und
ist dessen Spezifitat (fiir den zu testenden
HLA-Genort bzw. Allelgruppe), Qualitat und
Quantitat ausreichend, um interpretierbare
Primarsequenzen zu generieren ?

114.3

Ist die Methode, die fiir die Vorbereitung der
Zielsequenz eingesetzt wird, in der Lage, eine
ausreichend lange Zielsequenz zu generieren,
die frei von Verunreinigungen ist ?

114.4

Ist es gewihrleistet, dass diese Methode die
abzulesende Sequenz nicht beeinflusst (z.B.
durch Mutationen wahrend der Klonierung,
bzw. praferentielle Amplifizierung) ?

114.5

Werden die Empfehlungen des Herstellers fiir
Reagenzien, die bei der Vorbereitung von Ziel-
sequenzen eingesetzt werden (z.B. Enzyme,
Chemikalien), beziglich deren Lagerung und
Gebrauch eingehalten ?

114.6

Wird die Funktionalitit jeder neuen Charge
dieser Reagenzien vor deren Einsatz liberpriift
und dokumentiert ?

Typisierungsverfahren mit Primerverlange-
rung

114.7

Sind der Polymorphismus und die Spezifitat
der Primer-Zielsequenzen bekannt ?

114.8

Werden Primer unter den fiir sie empirisch
festgelegten Bedingungen eingesetzt, die eine
optimale Spezifitit gewahrleisten ?
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114.9

Wird durch die angewendeten Amplifikations-
bedingungen die erwiinschte und definierte
Spezifitit sowie die ensprechende Quantitit an
spezifischem Amplifikat erreicht ?

114.10

Wird die Spezifitdt und Reaktionsstarke jeder Pri-
mercharge nach deren Lagerung mit DNA-
Referenzmaterial untersucht und periodisch bes-
tatigt ?

114.11

Sind PCR-Zielsequenzen und PCR-
Bedingungen aufeinander abgestimmt beziig-
lich folgender Parameter ?

Q Polymerase-Typ

O Polymerase-Konzentration

O Primer-Konzentration

O dNTP-Konzentration

O ddNTP-Konzentration

Q Lange der Sequenz

O GC-Gehalt des Amplifikats

114.12

Sind die Spezifitdt und Sensitivitat der Markie-
rungs- und Detektionsmethode beziiglich de-
ren Funktionalitat (Signalstarke und -spezifitat
einer Kontrollsequenz) vor dem routinemabi-
gen Einsatz der Methode im Labor validiert und
ausreichend dokumentiert worden ?

114.13

Ist im Labor die zufriedenstellende Funktionali-
tat jeder neuen Charge von Reagenzien (z.B.
Nukleotide, Enzyme) vor deren Einsatz im Rou-
tine-Betrieb liberpriift worden ?

114.14

Werden Reagenzien so gelagert, dass eine op-
timale Funktionalitit gewahrleistet wird ?

Elektrophorese

114.15

Sind in den Arbeitsanweisungen zur Metho-
dendurchfiihrung Kriterien fiir die Akzeptanz
oder Verwerfung von Gelen, bzw. einzelnen
Bahnen eines Geles festgelegt ?

114.16

Entsprechen diese Kriterien dem aktuellen
Stand der Wissenschaft und Technik ?
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114.17

Sind in den Arbeitsanweisungen zur Methoden-
durchfiihrung die optimalen Bedingungen unter
denen bestimmte Reagenzien, die wesentlichen
Einfluss auf die Qualitat und Genauigkeit der Se-
qguenzierungsergebnisse nehmen (z.B. Akrylamid,
Puffer- und Salzkonzentration), festgelegt ?

114.17

Werden optimale Lagerungsbedingungen der
Reagenzien eingehalten ?

114.18

Sind die Elektrophoresebedingungen festge-
legt (z.B. Temperatur, Spannung, Zeitdauer) ?

Werden diese Bedingungen fur jeden Lauf doku-
mentiert ?

Nukleotid- und Allelzuordnung

114.19

Sind Kriterien tiber Parameter beziiglich der
Akzeptanz der Sequenzierrohdaten in den Ar-
beitsanweisungen dokumentiert ?

Q Zuordnung der Sequenzen von nicht-
polymorphen Positionen

A Minimal- bzw. maximal annehmbare Signal
(Peak)-Hohe

Q Grenzwert fiir die Grundlinien-Fluktuation

Q Signal zu Hintergrund-Ratio

114.20

Erfolgte die Validierung anhand der Sequenzie-
rung von Referenzmaterial, das moglichst alle
bekannten polymorphen Positionen umfasst ?

114.21

Basieren Sequenzierungsergebnisse fiir die
Routine-Diagnostik auf Sequenz-Rohdaten, die
aus komplementaren DNA-Strangen stammen?

Wenn nicht, ist es gezeigt worden, dass die
eingesetzte Sequenzierungsmethode, die nur
auf die Analyse eines einzelnen DNA-Stranges
beruht zuverldssige Ergebnisse erzielt ?

114.22

Gibt es Kriterien in den Arbeitsanweisungen
zur Interpretation von schwierig beurteilbaren
Sequenzbereichen (z.B. Kompressionen, Ende
einer Sequenz) die dem aktuellen Stand von
Wissenschaft und Technik entsprechen ?

114.23

Werden die Ergebnisse von mehr als einer Per-
son interpretiert, vor allem dann, wenn zweifelhaf-
te Nukleotidpositionen auftreten ?
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114.24

Werden automatische Typisierungssysteme
bzw. Computerprogramme, die zur Auswertung
von HLA-Sequenzierungsdaten verwendet
werden, vor deren routinemafigen Einsatz va-
lidiert ?

Allelzuordnung

114.25

Ist die Allel- und Genortspezifitat jeder Pri-
mer/Template-Kombination definiert ?

114.26

Erfolgt die Interpretation der erhaltenen Se-

quenzen durch Vergleich mit allen durch die
WHO definierten bekannten Allelsequenzen

des betroffenen Genortes ?

114.27

Werden die benutzten Sequenz-Datenbanken
regelmdRig dem aktuellen Stand angepasst ?

114.28

Existiert fir jede Primer/Template Kombination
eine Liste mit allen moéglichen, nicht eindeutigen
Allelkombinationen (Ambiguitaten) ?

114.29

Ist es gewihrleistet, dass Sequenzinformatio-
nen, die durch die Amplifikationsprimer zu-
stande kommen, fiir die Auswertung der Er-
gebnisse und die Allelzuordnung nicht beriick-
sichtigt werden ?

114.30

Wenn eine manuelle Auswertung der Daten er-
folgt, werden die Ergebnisse von mehr als einer
Person interpretiert ?

114.31

Werden Unterlagen lber die Sequenzdaten-
bank, die fiir die analytische Interpretation der
Rohdaten eingesetzt wurde, aufbewahrt ?

114.32

Werden bei nicht eindeutigen Sequenzierungs-
ergebnissen alle theoretisch moglichen Allel-
kombinationen (Ambiguitaten) im Befund an-
gegeben ?

Typisierung mittels Sequenz-spezifischer
Amplifikation (SSP)

115.1

Ist die Spezifitat jeder einzelner Primerkombi-
nation definiert ?
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115.2

Werden bei jeder Amplifizierungsreaktion in-
terne Kontrollen verwendet, um methodische
Fehler in der SSP zu erfassen ?

115.3

Existieren geeignete Kontrollen, um eine Konta-
mination durch zuvor amplifizierte Produkte zu
erkennen ?

115.4

Werden Primer in der Routinetestung unter
den fiir sie empirisch festgelegten, optimalen
Bedingungen eingesetzt, die eine optimale
Spezifitat gewahrleisten ?

115.5

Wird die Sensitivitdt und Spezifitat jedes Pri-
merpaares mit DNA-Referenzmaterial und/oder
anhand der aktuellen Allel-Sequenzdatenbank
in regelmaRigen Abstanden liberpruft ?

115.6

Ist die Sensitivitdt und Spezifitat jedes Primer-
paares auch bei heterozygoten Proben ge-
wabhrleistet ?

Elektrophorese

115.7

Werden Molekulargewichtsmarker bei der E-
lektrophorese eingesetzt, die das GroRen-
spektrum der zu erwartenden SSP-Amplifikate
abdecken ?

115.6

Ist es gewahrleistet, dass die pro Spur aufge-
tragene DNA-Menge die Migration der spezifi-
schen Banden im Vergleich zu den Banden des
Langenstandards nicht verandert ?

115.7

Sind die fiir jeden Genort gewahliten E-
lektrophoresebedingungen in den Arbeitsan-
weisungen festgelegt und werden diese bei der
Anwendung dokumentiert ?

115.8

Sind in den Arbeitsanweisungen die analyti-
schen Freigabekriterien fiir die Akzeptanz von
Gelen festgelegt?

Detektion von DNA-Fragmenten

115.9

Erfolgt die Anfarbung/Detektion der DNA ent-
sprechend den Empfehlungen des Herstellers,

einer wissenschaftlich anerkannten Methode
bzw. nach eigenen validierten Bedingungen ?
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115.10

Sind Spezifitat und Sensitivitit der Markie-
rungs- und Detektionsmethode von markierten
Primern, die zur Amplifikation eingesetzt wer-
den, optimiert und reproduzierbar ?

115.11

Sind akzeptable Grenzen der Signalintensitat
spezifiziert ?

115.12

Sind Spezifitat und Sensitivitidt der Detekti-
onsmethode optimiert und reproduzierbar ?

Datenanalyse

115.13

Werden die Grenzwerte fiir die Signalintensitat
von positiven sowie negativen Reaktionen in
den Arbeitsanweisungen definiert ?

Sind MaBnahmen festgelegt, falls diese Werte
nicht erreicht werden ?

115.14

Sind analytische Freigabekriterien fiir die Zu-
ordnung der Allele in den Arbeitsanweisungen
festgelegt, die dem aktuellen Stand der Wis-
senschaft und Technik entsprechen ?

115.15

Werden die Ergebnisse von mehr als einer Per-
son interpretiert ?

Restriktions-Fragmentlangen-
Polymorphismus (RFLP)

Restriktionsenzyme

116.1

Sind fur jeden RFLP-Ansatz der HLA-Genort
und die Allele (einschlieBlich Varianten) defi-
niert ?

116.2

Werden die Empfehlungen des Herstellers fir
die Enzyme zu folgenden Punkten eingehal-
ten?

O Lagerungsbedingungen
O Reaktionstemperatur
Q Puffer

0 Konzentration

116.3

Wird die enzymatische Aktivitat jeder neuen
Charge von Enzymen iiberprift ?

116.4

Werden bei RFLP Analysen mittels PCR-
Amplifikaten in dem Restriktionsenzymverdau
Kontrollamplifikate mitgefiihrt um die Vollstan-
digkeit des Verdaues zu priifen ?
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Elektrophorese

116.5

Sind alle relevanten Standards aus dem Ab-
schnitt Elektrophorese 15.94 - 15.97 beachtet
worden ?

Detektion von DNA-Fragmenten

116.6

Sind alle relevanten Standards aus dem Ab-
schnitt Detektion von DNA-Fragmenten 15.98 -
15.101 beachtet worden ?

Analyse

116.7

Sind alle relevanten Standards aus dem Ab-
schnitt Analyse 15.102 — 15.104 beachtet wor-
den ?

Andere Verfahren

117.1

Falls alternative Methoden bei der HLA-
Typisierung eingesetzt werden (z.B. SSCP, he-
teroduplex, DGGE) liegen hierfiir Validierung-
sunterlagen vor ?

117.2

Beinhaltet die Methodendurchfiihrung ausrei-
chende Kontrollen um die korrekten Zuord-
nung der Allele und damit die Spezifitat zu ge-
wahrleisten ?

117.3

Wurden alle oben genannten, relevanten Stan-
dards beachtet ?

117.4

Werden automatische Typisierungssysteme
bzw. Computerprogramme, die zur Auswertung
von HLA-Typisisierungsergebnissen verwendet
werden, vor deren routineméaBigen Einsatz va-
lidiert und beziglich Reproduzierbarkeit und
Genauigkeit Uberpruft ?

Annex J: DurchfluBzytometrie

Bemerkungen

Gerate Standardisierung und Kalibrierung
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J1.1

Wird ein geeigneter Standard (Latex-Beads
oder ahnliches) zur Kalibierung des Gerates
verwendet ?

J1.2

Wird eine Kalibrierung vor jedem Analysenlauf
bzw. an jedem Werktag durchgefiihrt ?

J1.3

Werden Aufzeichnungen liber die Geratekalib-
rierung in Geratehandbiichern bzw. bei den
Prufmitteliiberwachungsprotokollen aufbe-
wahrt ?

Ji.4

Sind fiir alle bei der Analytik relevanten Signale
(z.B. Side-Scatter, Forward-Scatter, Fluores-
zenz) Gerite-spezifische Mindestspezifikatio-
nen fiir die Signalamplifikation ermittelt wor-
den?

J1.5

Ist in den Arbeitsanweisungen das Vorgehen
fiir den Fall festgelegt, dass die Kalibrierung
(Latex-Beads oder ahnliches) auBerhalb der
Spezifikation liegt?

Werden die erforderlichen KorrekturmaBnah-
men dokumentiert?

J1.6

Wird eine interne Priifmitteliiberwachung (z.B.
Geratereinigung) regelmafig und entspre-
chend den Angaben des Herstellers durchge-
fiihrt ?

J1.7

Wird regelmaRBig eine externe Prifmitteluiber-
wachung (Wartung nach Angaben der Herstel-
lerfirma) durchgefiihrt ?

J1.8

Wird vor jedem Arbeitstag oder Analyselauf
eine Fluoreszenzstandardmessung* fiir jeden
in der Analyse verwendetem Fluorochrom-
Farbstoff durchgefiihrt ?

*Der Fluoreszenzstandard kann hierbei in den Kalibrie-
rungsbeads enthalten sein.

J1.9

Wird diese Fluoreszenzstandardmessung ein-
schlieBBlich Kalibrierung nach jedem Wartungs-
vorgang durchgefiihrt ?

J1.10

Werden Aufzeichnungen liber die Fluoreszenz-
standardmessungen (Kalibrierung) in den Ge-
ratehandbiichern bzw. bei den Priifmittel-
tiberwachungsprotokollen aufbewahrt ?
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J1.11

Falls die Fluoreszenzstandardmessungen au-
Rerhalb der vorgegebenen Spezifikationen
liegt, sind die erforderlichen KorrekturmaR-
nahmen beschrieben und werden diese doku-
mentiert ?

J1.12

Erfolgt eine adaquate Kompensation zum Aus-
gleich der Uberlagerungen bei gleichzeitiger
Verwendung von mehr als einem Fluorochrom-
Farbstoff ?

J1.13

Werden fiir die Farbstoffkompensation Fluo-
rochrom-markierte periphere Lymphozyten
oder Kalibrierbeads verwendet, die fiir diesen
speziellen Zweck validiert wurden?

J1.14

Werden die Gerateeinstellungen [Verstarkungen
(Amperestarke) und Laserleistung (in Milli-Watt)]
bei Betriebstemperatur des Lasers taglich aufge-
zeichnet?

Durchflusszytometrische Crossmatch Tes-
tung / Antikorperscreening

J2.1

Eine Mehrfarbmessung wird empfohlen.

Falls lediglich eine Einfarbmessung erfolgt,
wird auf eine ausreichenden Reinheit der un-
tersuchten Zellpopulation geachtet?

J2.2

Wird ein Sekundarantikorper (Fluorochrom
konjugierter F(ab’) Anti-human IgG) mit Spezifi-
tat gegen die Fc-Region der schweren Kette)
zum Nachweis der Bindung von humanen Im-
munglobulinen verwendet?

Antikorperscreening mittels Zellpanel

J3.1

Wird bei dem Einsatz der Zellpanels darauf
geachtet, dass die Anzahl der gepoolten Zellen
| Zelllinien groB genug* ist, um alle Hauptspezi-
fititen zu erfassen ?

*Vorgaben entsprechend Abschnitt ,Panelzellen’ (Kapi-
tel 8.12)

J3.2

Erfolgt eine Dokumentation der Anzahl der
eingesetzten Zellen in einem Zellpool?

Antikorperscreening mittels Mikropartikel
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J4.1

Wird ein ausreichend groRes Panel* verwendet
um einen korrekten Antikérpernachweis und
die Antikorperspezifitat zu gewéhrleisten ?

*VVorgaben entsprechend Abschnitt ,Panelzellen’ (Kapi-
tel 8.12)

Kontrollen

J5.1

Werden in jeder Testserie positive und negati-
ve Kontrollen mitgefiihrt ?

J5.2

Wird jeder Test in einem Doppelansatz durch-
gefiihrt?

J5.3

Sind die Seren fur die Negativkontrolle von nicht-
alloimmunisierten Personen ?

J5.4

Ist mittels eines durchfluBzytometrischen Ver-
fahrens nachgewiesen, dass die Negativkon-
trolle keine HLA-spezifische Reaktivitit auf-
weist ?

J5.5

Ist die Positivkontrolle humanen Ursprungs und
wird als Positivkontrolle Serum von einem alloim-
munisierten Spender mitgefthrt, dessen HLA-
spezifische Reaktivitat nachgewiesen ist ?

J5.6

Werden fir die Crossmatch-Untersuchung zu-
satzliche Positivkontrollen gegen andere Alloanti-
gene verwendet ?

J5.7

Erfolgt eine Titration des sekundaren Antikdrpers
um die optimale Konzentration fur die Reaktions-
ansatze festzustellen (Signal/Hintergrund-Ratio) ?

J5.8

Falls eine Mehrfarbanalyse durchgefiihrt wird,
ist eine Kreuzreaktivitiat der verwendeten Anti-
korper untereinander ausgeschlossen?

J5.9

Werden Methoden verwendet (z.B. Blockierung
des Fc-Rezeptors mit nicht-humanen Antikor-
pern) um eine unspezifische Bindung des se-
kundaren Antikérpers zu vermeiden ?

Reagenzien

J6.1

Ist die Spezifitat der verwendeten monoklona-
len Antikorper eindeutig nachgewiesen?

J6.2

Erfolgt die Lagerung der Reagenzien entspre-
chend den Angaben des Herstellers oder unter
anderweitig nachgewiesenen optimalen Bedin-
gungen?
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O

Bemerkungen

J6.3

Wenn lyophilisierte Antikérper verwendet werden,
wird darauf geachtet, dass Mikroaggregate nach
Rekonstitution durch Zentrifugation entfernt wer-
den?

Interpretation

J7.1

Wurde von dem Laboratorium ein eigenes Pro-
tokoll fiir die Durchfiihrung von Crossmatch-
Untersuchungen erstellt?

J7.2

Sind Validierungsunterlagen zur Methoden-
durchfiihrung vorhanden, die eine Laboratori-
ums-spezifische Antikorpernachweisgrenze
belegen?

J7.3

Wird bei methodischen und technischen Ande-
rungen oder bei Wechsel des DurchfluBzyto-
meters eine erneute Validierung der Antikor-
pernachweisgrenze durchgefiihrt?

J7.4

Wurde ein Laboratoriums-spezifischer Grenz-
wert fiir die Beurteilung von Crossmatch-
Ergebnissen ermittelt?

J7.5

Wird bei methodischen und technischen Ande-
rungen oder bei Wechsel des DurchfluBzyto-
meters eine erneute Validierung dieser Cross-
match-Grenzwerte durchgefiihrt ?

HLA-Typisierung mittels DurchfluBzyto-
metrie

J8.1

Entspricht die verwendete Nomenklatur dem
aktuellen Stand der WHO ?

Zellpraparation

J8.2

Wird eine Methode zur Zellpraparation eingesetzt,
die eine ausreichende Zellvitalitdt und Reinheit
der isolierten Zellen gewahrleistet ?

J8.3

Wird die Zellvitalitdt dokumentiert und liegt diese
Uber dem Laboratoriums-spezifischen Minimalwert
fur die korrekte Durchfiihrung der Analyse ?

J8.4

Wird fiir jede Testserie eine Negativkontrolle
(Isotypkontrolle) mitgefiihrt?

Stimmt die verwendete Isotypkontrolle mit dem
Isotyp des Antigen-spezifischen Antikorpers
liberein?
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O

Bemerkungen

J8.5

Wird im Falle einer jndirekten Farbung ein irre-
levanter primarer Antikorper (wenn verfiigbar)
und in jedem Fall der selbe sekundére Antikor-
per, mit der gleichen Fluoreszenz und der glei-
chen Fluorochrome/Protein Ratio (F/P Ratio)
verwendet ?

Im Fall einer direkten Farbung, wird ein irrele-
vanter Antikorper (Isotypkontrolle) der gleichen
Fluoreszenz und F/P Ration verwendet ?

J8.6

Sind die kritischen Zeitraume validiert inner-
halb derer eine direkte Messung, oder Mes-
sung von fixierten Proben, stattfinden muss,
um ein korrektes Ergebnis zu gewahrleisten ?

J8.7

Werden die Kontrollen parallel mit den Proben
angesetzt und analysiert ?

Reagenzien

J8.8

Ist die Spezifitat der verwendeten Antikérper
mit geeigneten Testzellen und unter den glei-
chen Bedingungen wie die eigentliche Analyse
validiert worden ?

J8.9

Wurden bei diesen Validierungen die geeigne-
ten Referenz- oder Kontrollzellen verwendet ?

J8.10

Wird jede Antikorper-Charge mittels Referenz-
oder Kontrollzellen getestet ?

J8.11

Erfullen die Kontrollzellen folgende Kriterien:

A mindestens fiinf Kontrollzellen, die das spe-
zifische Antigen exprimieren

O zwei Kontrollzellen fiir jedes mogliche
kreuzreagierende Antigen

O mindestens zwei Zellen, die das spezifische
und kreuzreagierenden Antigen(e) nicht
aufweisen

J8.12

Sind die Mengen der in der Analytik eingesetz-
ten Reagenzien durch das Laboratorium vali-
diert oder entsprechen diese den Herstelleran-
gaben ?

J8.13

Erfolgt die Lagerung der Reagenzien entspre-
chend den Angaben des Herstellers oder unter
anderweitig nachgewiesenen optimalen Bedin-
gungen ?
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9.4 Immungenetik

Annex L: Abstammungsuntersuchungen

Bemerkungen

L1.1

Werden die Vorgaben der Richtlinien zur Durch-
fiuhrung von abstammungsgenetischen Gutach-
ten der Bundesidrztekammer und des Robert-
Koch-Institutes in der jeweils giiltigen Fassung
beachtet ?

L1.2

Haben der verantwortliche Laborleiter und das
Laborpersonal durch eine entsprechende Aus-
bildung, Erfahrung und relevante kontinuierli-
che Fortbildung die erforderliche Qualifikation,
um Abstammungsuntersuchungen durchzufiih-
ren ?

L1.3

Existiert ein Qualifikationsnachweis fiir den
Fall, dass im Labor auBer HLA-Merkmalen auch
andere genetische Merkmalssysteme unter-
sucht werden

oder

werden diese Untersuchungen an andere quali-
fizierte* Laboratorien weitergegeben ?

*Liegen Unterlagen zur Unterauftragnehmerpriifung
und/oder Akkreditierung dieser Laboratorien vor.

L1.4

Wird routinemaRig eine ausreichende Identi-
tatssicherung der zu untersuchenden Personen
durchgefiihrt ?

L1.5

Werden die Identifikationsnachweise von der zu
untersuchenden Person unterzeichnet ?
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O

Bemerkungen

L1.6

Erfolgt eine Dokumentation der folgenden Un-
terlagen:

@ Name der an der Untersuchung beteiligten
Personen

4 Identitat der zu untersuchenden Personen

Q Art und Datum der durchgefiihrten Untersu-
chungen

Q Ergebnis der durchgefiihrten Untersuchun-
gen einschliellich schriftliches Gutachten

Q Art der biostatischen Auswertung (Software,
Frequenzdateien, Biostatische Tabellen)

und werden diese generationsiibergreifend (fiir
30 Jahre) archiviert ?

L1.7

Wird die Aufbewahrungsfrist von analytischen
Anteilen des Originaluntersuchungsmateriales
fiir mindestens zwolf Monate beachtet ?

L1.8

Wird die Arbeitsanweisung zur ordnungsgema-
Ren Beschriftung der Proben eingehalten ?

L1.9

Beinhaltet die Beschriftung den vollen Namen
der zu untersuchenden Person, das Geburtda-
tum und das Entnhahmedatum ?

L1.10

Wird der Name der blutentnehmenden Person
routinemaBig vermerkt ?

L1.11

Wird der Verbleib der Blutprobe liickenlos do-
kumentiert und sind MaBnahmen gegen Ver-
wechslung, Ubertragungs- und Ablesefehler
vorhanden ?

L1.12

Werden alle Untersuchungen einschlieBlich der
HLA-Typisierungen im Doppelansatz durchge-
fuhrt und geeignete Kontrollen mitgefiihrt ?

L1.13

Werden die Computeranalysen routinemaRig
tiberpriift und von dem verantwortlichen Mitar-
beiter unterzeichnet ?

L1.14

Existiert eine Dokumentation der Computerpro-
gramme ?
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O

Bemerkungen

L1.15

Werden manuelle Berechnungen doppelt
durchgefiihrt ?

L1.16

Werden geeignete Genfrequenzen zur Berech-
nung herangezogen ?

L1.17

Werden die Berechnungen korrekt durchge-
fiihrt ?

L1.18

Werden die Befunde nur an autorisierte Perso-
nen weitergegeben ?

L1.19

Beinhalten die Befunde/Gutachten zusatzlich
folgende Informationen:

O Name jeder getesteten Person und deren
Verwandtschaftsgrad zum Kind

Q Ethnische Abstammung der beteiligten Perso-
nen

Q Fiir jede untersuchte Person die Phanotypen
der einzelnen genetischen Systeme

Q Unterschrift des verantwortlichen Gutachters

L1.20

Beinhaltet der/das Befund/Gutachten die Fest-
stellung der Vaterschaft / Nicht-Vaterschaft ?

L1.21

Wird als Basis der Likelihood-Berechnung bei
NichtausschluB eine exakte Hypotheseformulie-
rung (Terzettenfall und Defizienzfall) im Hinblick
auf die postulierten Verwandtschaftsbeziehun-
gen und ethnische Zugehorigkeit vorgenom-
men ?

L1.22

Enthalt der/das Befund/Gutachten bei Nich-
tausschluB folgende Angaben:

O Den W-Wert (unter Angabe der A-priori-
Warscheinlichkeit) der sich aus Y/X (Likeli-
hood-Quotient), Pl ,,, (Paternititsindex) o-
der EM (Essen-Moller-Wert) ergibt

Q Die individuelle Ausschlusschance (A)

Q Die Zuordnung eines verbalen Pradikates
,Vaterschaft praktisch erwiesen’ bei einem W-
Wert > 99,9 Prozent oder anderer analoger sta-
tistischer MaRzahlen
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O

Bemerkungen

L1.23

Falls andere mathematische Berechnungen
durchgefiihrt werden, sind diese im Gutachten
definiert und erklart ?

L1.24

Erfolgt eine Einbeziegung aller Besonderheiten
(z.B. mogliche Mutationen, stumme Allele)
durch geeignete Verfahren in die statische
Auswertung und werden diese erlautert ?
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