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Abstrakt

Tato prace je zaméiena na popis zajisténi kontroly kvality molekularné-biologickych metod
pouzivanych v transplantacni medicing, tedy metod HLA typizace. Kontrola kvality je
soucasti systému fizeni kvality. Sklada se z nékolika prvki: validace, verifikace, interni
kontrola kvality a externi hodnoceni kvality. Kazda zdravotnicka laboratot, véetné laboratofi
zabyvajicich se HLA typizaci, musi mit tyto prvky aplikovany do svého rutinniho provozu.
Validace se provadi pfed zavedenim metody a ovétuje, zda je metoda vhodna pro zamyslené
pouziti. Verifikace je ovéfeni, ze validovanou metodu pouzivame spravné v podminkach
laboratote. Vnitini kontrola kvality spocivéa v analyze znamych pozitivnich a negativnich
vzorkl a hodnoti pfesnost a preciznost celého analytického procesu. V ramci externiho
hodnoceni kvality se analyzuji rizné laboratote stejny vzorek a jejich vysledky jsou vii¢i sobé

porovnavany.

Klicova slova: HLA typizace, validace, verifikace, interni kontrola kvality, externi hodnoceni

kvality

Abstract

This work is focused on the description of quality control of molecular-biological methods
used in transplant medicine, ie methods of HLA typing. Quality control is part of the quality
management system. It consists of several components: validation, verification, internal
quality control and external quality assessment. Each medical laboratory, including
laboratories engaged in HLA typing, these elements must be applied to its routine operation.
Validation is done before the introduction of methods and verifies whether the method is
correct for the intended use. Verification is to verify that the validated method is used
correctly in laboratory conditions. Internal quality control is based on an analysis of known
positive and negative samples and evaluate the accuracy and precision of the whole analytical
process. The external evaluation of the quality of the different laboratories analyze the same

sample and the results are compared to each other.

Key words: HLA typing, validation, verification, internal quality control, external quality

assessment



1. Uvod

Jednim z faktort, ktery zasadné ovliviluje uspéSnost transplantace je mira shody v HLA
(Human Leukocyte Antigens) fenotypu mezi darcem tkan¢ a jejim piijemcem. HLA fenotyp
je uréovan genovym komplexem HLA. Produkty téchto genovych komplexta, HLA antigeny,
hraji hlavni roli v aktivaci T-lymfocyti, kterd usti v akutni nebo chronickou rejekci
transplantované tkané. Studie ukazuji, ze polocas zivotnosti transplantované tkané je zavisly
na mife HLA shody mezi darcem a pfijemcem a je tim mensi, ¢im mensi je shoda v komplexu
HLA (Erlich H.A., Opelz G. et al. 2001). Validn¢ posoudit HLA shodu mezi darcem a
pfijemcem je mozné pouze na zakladé spravnych a preciznich vysledcich stanoveni HLA
fenotypu. Tyto vysledky muze poskytovat pouze metoda, ktera je nalezité validovana,
verifikovadna v podminkéach laboratofe a pravidelné¢ kontrolovana systémem interni kontroly
kvality (IKK) a externim hodnoceni kvality (EHK). Geny HLA komplexu studuje
imunogenetika, specializovany obor, ktery je na hranici mezi genetikou a imunologii.
Studium HLA gent se uplatiiuje také v kriminalistice, pti vylucovani otcovstvi nebo pii
odhadu rizika onemocnéni nékterymi chorobami. Vzhledem k tomu, Ze DNA diagnostika (do
které se fadi i HLA typizace molekularné-biologickymi metodami) je obvykle provadéna jen
jednou béhem Zivota pacienta, jsou pochopitelné naroky na pouZzivani velmi pfesnych metod
Vv laboratofich, které maji zavedeny funkéni systém fizeni kvality, Vv idealnim ptipadé
potvrzeny i n€jakou formou akreditace udélenou nezavislou agenturou.

Systém fizeni kvality piedstavuje veskeré cCinnosti laboratote, které vedou k validnimu
vysledku. Zakladni pravidla pro systém Fizeni kvality pfedstavuje mezinarodni norma CSN
EN ISO 9001 Systémy managementu kvality - Pozadavky. Jedna se o normu obecnou, kterou
lze aplikovat do jakéhokoliv oboru sluzeb. Specifi¢téj§i normou, urenou vyluéné pro
zdravotnické laboratofe, je norma CSN EN ISO 15189 Zdravotnické laboratofe - Zvlastni
pozadavky na kvalitu a zptsobilost. Na zaklad¢ § 28 zdkona 373/2011 Sb. musi byt vSechny
laboratofe, které vysetiuji lidsky genom, akreditovany podle této normy. V Ceské republice
jako jediny udili tuto akreditaci Cesky institut pro akreditaci, o.p.s. (CIA). Vsechny
imunogenetické laboratofe vSak musi byt navic jesté akreditovany podle specifickych
pozadavkli mezinarodnich spole€nosti. Pro evropské staty tyto pozadavky urcuje Evropska
federace pro imunogenetiku (EFI, European Federation for Immunogenetics) ve svych EFI
standardech. Pro americké staty definuje tyto standardy Americka spole¢nost pro
histokompatibilitu a imunogenetiku (ASHI, The American Society for Histocompatibility and
Immunogenetics). Obecné je mozné fict, ze do systému fizeni kvality (ISO 2007) patii

zajisténi:



- kvalifikovaného personalu laboratofe

- odpovidajicich prostor a prostiedi laboratote

- odpovidajiciho zafizeni (piistrojti, referen¢nich materiall, spotiebnich materialt, reagencii,
software) vcetné jejich udrzby a servisu

- preanalytické faze (odbér, transport a piijem vzorku)

- analytické faze (pouzivani vhodnych postupti, dokumentovani vSech pracovnich postupti a
vedeni zaznamu zafizeni a reagencie)

- kontroly kvality (validace a verifikace postupu, interni kontrola kvality a externi hodnoceni
kvality)

- zajisténi postanalytické faze (likvidace vzorkli a odpadii, postupy pro vydavani vysledk,
komunikace se zédkazniky)

Cilem této prace je popsat souhrn postupt zajisténi kontroly kvality, tedy postupt validace,
verifikace, interni kontroly kvality a externiho hodnoceni kvality molekularné-biologickych
metod pouzivanych v HLA typizaci. Oblast HLA typizace jsem zvolil vzhledem k mému
zaméstnani Vv Institutu klinické a experimentalni mediciny, ktery je zaméten na transplantacni

medicinu.

2. HLA komplex

Oblast HLA gent se nachazi na kratkém raménku 6. chromozomu v oblasti 6p21.31 a
predstavuje oblast o velikosti cca 4 Mb, viz obr. 1. Bylo v ni identifikovano 224 genovych
lokust, u 128 z nich se predpoklada n&jaka funkce. HLA geny koduji molekuly HLA, které
jsou exprimované na membranach vSech jadernych bunck. Dé¢li se do tii tfid, které jsou

strukturné a funk¢éné rozdilné.
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Obr. 1 Oblast HLA geniui na krdtkém raménku 6. chromozomu. Geny molekul HLA 1. a I1.
tiidy jsou zobrazeny modie. Cisla pod lokusy pFedstavuji pocty alel. Pievzato z (Erlich H.A.,
Opelz G. et al. 2001)

2.1. HLA L. tfidy

Oblast geni HLA 1. tfidy se pro potieby transplanta¢ni mediciny déli do tii skupin:

a) klasické transplantacni geny, jejichz produkty jsou primarné zodpoveédné za rozpozndvani
tkan¢ — lokusy A, Ba C

b) neklasické transplantacni geny — lokusy E, F a G

¢) nefunkéni pseudogeny — lokusy H, J, K, a L (Kolesar 2009).

Produkty téchto genu (tzv. antigeny HLA 1. tfidy) jsou v lidském organismu exprimovany na
vSech jadernych bunkach. Skladaji se z jednoho tézkého fetézce a a jednoho lehkého fetézce
B. Retézec a je transmembranovy glykoprotein typu | (N-konec v extracelularni oblasti) o
velikosti 45 KkDa. Rozeznavaji se v ném tii extracelularni domény podobné
imunoglobulinovym doméndm. Domény ol a a2 sméfuji k N-konci proteinu a vytvaii
vazebnou kapsu pro peptidovy fragment. Doména o3 sméfuje k C-konci a asociuje s B
fetézcem. Retézec P (jinak také p2-mikroglobulin) je protein o velikosti 12 kDa a je kodovan
genem nachazejicim se na 15. chromozému (15g21-15¢922). Tento protein pravdépodobné
odpovidéa za expresi HLA antigenli V bunécné membrané a zabezpeceni spravné prostorové
orientace kompletni molekuly. Geny antigentt HLA |I. tfidy se skladaji ze sedmi exoni. Exon
1 koduje 5’ vedouci sekvenci, ktera odpovida za zakotveni fetézce o do bunééné membrany.
Exony 2 a 3 vykazuji nejvétsi polymorfismy a koduji domény ol a a2. Doménu a3 koduje
exon 4. Exon 5 kdéduje transmembranovou cast molekuly HLA a exony 6 a 7 koduji

cytoplazmatickou ¢ast molekuly. (Kolesar 2009)

2.2. HLA 1II. tridy

Oblast gentit HLA 1I. tfidy se oznacuje jako HLA-D a nachazi se centromericky od lokusu B.
Je velka asi 1 Mb a sklada se z n¢kolika podoblasti: DM, DO, DQ, DP a DR. Pro potieby
transplantacni mediciny jsou nejdilezitéj$§imi lokusy HLA-DR, -DQ a -DP. Geny antigenti
HLA 1L tfidy se skladaji ze Sesti exond. Produkty téchto genti patii k transmembranovym
glykoproteinim typu I. Skladaji se ze dvou nekovalentné asociovanych podjednotek: a
(velikost 34 kDa) a B (velikost 29 kDa). Kazda z téchto podjednotek se déli na 2 domény: al,
a2 a B1, B2. Domény ol a Bl tvofi vazebnou kapsu pro peptidovy fragment, ktery je

prezentovan imunokompetentnim buiikam. Tato vazebna kapsa zlstava oteviena, na rozdil od
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molekul HLA 1. tfidy. Diky tomu mohou HLA molekuly II. tfidy prezentovat fragmenty
peptidit o velikosti 15 — 35 aminokyselin (molekuly HLA I. tfidy exprimuji fragmenty o
velikosti 8 — 10 aminokyselin). Molekuly HLA 1I. tfidy jsou za fyziologickych podminek
exprimovany jen na antigen prezentujicich bunkach, tzv. APC (z angl. Antigen Presenting
Cells): dendritické bunky, monocyty, B lymfocyty, aktivované T lymfocyty a thymové
epitelialni bunky. (Kolesar 2009)

2.3. HLA III. tfidy

Geny HLA 1II. tfidy se nachazi uvniti centralni oblasti HLA. Bylo zde lokalizovano pftiblizné
40 gend s dulezitymi imunologickymi funkcemi. Nachdzi se zde nékteré slozky
komplementového systému, C2, Bf a C4, proteiny membranového transportu (TAP),
lymfotoxin (LTa a B), tumor-nekrotizujici faktor (TNF), geny pro proteiny tepelného Soku
HSP70, gen B144, 1C7, AlF-1, IxkBL a SKI2W (Kolesar 2009).

2.4. Uplatnéni HLA antigenii v transplanta¢ni mediciné

Pro potieby transplanta¢ni mediciny se typizuje HLA fenotyp 1. a II. tfidy v lokusech HLA-A,
-B, -C, -DRB1 a -DQBL1, které vykazuji nejvétsi polymorfismus. Tento polymorfismus se
nachazi v hypervariabilnich oblastech exontl, jejichZ produkty tvoii vazebné kapsy peptidi. U
gentt HLA I. tfidy (HLA-A, -B, a -C) byvaji typizovany exony 2 a 3, v pfipad¢ ptitomnosti
nulové alely nebo jinych nejednoznacnosti i exon 4. Z gentt HLA 1. tfidy je typizovan exon 2
lokust HLA-DRB1 a -DQBI, pfi nejednozna¢né kombinaci alel i exon 3 (Kolesar 2009).
HLA 1II. ttidy se v soucasné dob¢ pro potieby transplantacni mediciny nepouziva.

Jak jiz bylo feceno, polocas Zivotnosti transplantované tkané je zavisly na mife HLA shody
mezi darcem a piijemcem a je tim mensi, ¢im mensi je shoda v komplexu HLA (Erlich H.A.,
Opelz G. et al. 2001). Vétsi pozadavek na shodu v HLA antigenech nez u organovych
transplantaci je kladen u transplantaci krvetvornych bunék. Stép krvetvornych bungk totiz
tvofi imunologicky kompetentni tkan, tudiz diky obousmérnému imunitnimu rozeznavani
tkani mize v pfipadé neshody hrozit jak reakce stépu proti hostiteli (Graft versus Host
Disease, GvHD), ale zaroven také reakce hostitele proti Stépu (Host versus Graft Disease
komplikaci u transplantaci krvetvornych bunék maji pacienti se shodou ve vSech
hodnocenych alelach, tj. v lokusech HLA-A, -B, -C, -DRBL1 a -DQBI1 (tzv. shoda ,,10/10%).
Jedinou tolerovanou neshodou je v tomto piipad¢ neshoda v -C lokusu (Kolesar 2009). Z toho

jednoznacéné vyplyva opravnénost pozadavku na spravné a precizni stanoveni HLA fenotypu.
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3. Molekulirné-biologické metody stanoveni HLA komplexu

HLA fenotyp byl piivodné stanovovan tzv. sérologickymi metodami. Tyto reakce vyuzivaji
alloantiséra o znamé reaktivité proti HLA antigeniim a bunky testovaného jedince. Vzhledem
Kk rostoucimu mnozstvi nové objevenych alel se od tohoto testovani postupné opousti a od 90.
let, kdy dochazi k rozvoji PCR (Polymerase chain reaction, polymerazova fetézova reakce)
metod V rutinnim pouzivani, je nahrazovano tzv. molekularné-biologickymi technikami.
Puvodni molekularné-biologickou technikou byla RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism, polymorfismus délky restrik¢énich fragmentt). Jedna se o restrikéni analyzu
vyuzivajici restrikénich endonukleaz. Restrikéni endonukledzy jsou enzymy, které st€épi DNA
na zaklad¢ rozpoznani vice ¢i méné specifické palindromatické sekvence v DNA fetézci. Tato
metoda vSak nedokéze rozlisit vSechny existujici HLA alely a proto byla nahrazena metodami
PCR-SSP (Sequence  Specific  Primers, sekvenéné specifické primery), PCR-SSOP
(Sequence Specific Oligonucleotide Probes, sekvenéné specifické oligonukleotidové sondy),
SBT (Sequence Based Typing, metoda piimého sekvenovani) a nové i NGT (Next-
generation DNA sequencing, dalsi generace sekvenovani DNA).

Diskutované metody jsou zalozeny na urcovani tzv. SNP (single nucleotide polymorphism,
jednonukleotidovy polymorfismus), kterymi se jednotlivé alely od sebe lisi. Daji se rozdélit
podle dvou hledisek (Kolesar 2009):

a) podle principu detekce polymorfismu
1) jednoducha PCR
2) hybridizace DNA se sondou

3) sekvenovani kazdého nukleotidu DNA fragmentu

b) podle arovné rozliSeni polymorfismu

1) low resolution (LR, nizké rozliseni) systémy — rozliSuji HLA molekuly na urovni
alelickych rodin (napt. HLA-A*01, HLA-B*07),

2) intermediate resolution (IR, stfedni rozliSeni) systémy — rozliSuji uzsi skupinu alel v ramci
alelické rodiny (napt. HLA-A*0101/02/03),

3) high resolution (HR, vysoké rozliSeni) systémy — rozliSuji jednotlivé alely liSici se i jen
jednim nukleotidem (napt. HLA-A*0101).

Pouziti irovné rozliSeni polymorfismu se lisi podle ucelu. Registry darct krvetvornych bunck

vyuzivaji pii1 screeningu a ndboru darcii metody, které jsou levné a poskytuji IR rozliseni. Pro
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vyhledani shody mezi darcem a piijemcem se obvykle typizuji HLA antigeny lokust -A, -B a
-DRBI. Pro zavéreéné hodnoceni shody mezi darcem a piijemcem se pouzivaji metody s HR
rozliSenim a typizuji se obvykle HLA antigeny lokustu -A, -B, -C, -DRB1 a -DQB1. U
organovych transplantaci je pozadavek na metodu rychlou, poskytujici LR, pfipadné¢ IR
rozliseni HLA antigena lokust -A, -B a -DRB1 (Erlich H.A., Opelz G. et al. 2001; Kolesar
2009). Bez zajimavosti urcité je, ze zadna z metod neni nadfazena ostatnim, vySetfovaci
strategie se mohou mezi laboratotemi ligit. Casto se také jednotlivé metody vzajemné doplituji
a kombinuji. V zasad¢ jsou 2 zplsoby, kterymi lze dojit k vysledku HR typizace: prvni zacina
vstupni LR typizaci nasledovana HR typizaci pomoci PCR-SSP nebo PCR-SSOP. Druhy
zpusob spociva ve vybéru SBT jako primarni metody, ktera je nasledovana PCR-SSP nebo
PCR-SSOP k rozliseni nejednoznacnosti (Gabriel Ch. 2011).

Vsechny pouzivané molekularné-biologické metody jsou metodami kvalitativnimi. Vystupem

(a zaroven vysledkem celé analyzy) je prikaz urcit¢ého HLA fenotypu.

3.1. PCR se sekven¢né specifickymi primery (PCR-SSP)

PCR-SSP patfi mezi jednu zprimarnich metod pro HLA typizaci. Je jednoducha,
reprodukovatelnd a umoziuje LR 1 HR rozliSeni. Jednotlivé alely v HLA lokusu se odliSuji
pomoci riazného poctu specifickych primerd, které jsou navrzeny tak, aby na svém poslednim
nukleotidu na 3’konci piekryvaly testované polymorfni misto (SNP). Kompatibilita na
3’konci primeru rozhoduje o tom, jestli za primer nasedne DNA-polymeraza a bude
prodluZovat nové syntetizovany fetézec DNA nebo ne. K tomu dochazi pouze v ptipad¢ tplné
kompatibility primeru. Vysledné produkty PCR jsou podle své velikosti elektroforeticky
rozdéleny v agarézovém gelu, vizualizovany pod UV svétlem a vyfotografovany. Na
fotografii se hodnoti pfitomnost / nepfitomnost produktu odpovidajici pfitomnosti /
nepfitomnosti SNP v genomické DNA testovaného vzorku, viz obr. 2. Smési specifickych
primeri jsou navrzeny tak, aby s co nejmenSim mnozstvim primerti pokryly vSechny alely a
umoznili je jednoznac¢né od sebe odlisit. Pfi LR rozliSeni se pouzivaji 3 smési S 24 primery
(pro HLA-A, -C, -DRB1), s 48 primery (pro HLA-B) a s 8 primery (pro HLA-DQB1). Pii HR
rozliSeni se pouzivaji smési s riznym poctem primert, ktery se odviji od polymorfnosti

antigenu. V praxi se pouzivaji smési s 3 az 96 primery (Kolesar 2009).
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Obr. 2 Princip PCR-SSP, pi‘evzato 7 (Peti‘ek 2000).

3.2. PCR se sekven¢né specifickymi oligonukleotidovymi sondami (PCR-SSOP)

Pouziti metody PCR-SSOP v HLA typizaci poprvé popsali (Allen 1994), pied tim vSak
stouto metodou pracoval jiz (Saiki 1986). S lokus-specifickym parem primeru,
modifikovanym zpravidla biotinovou znackou, se necha amplifikovat cely polymorfni usek
PCR produktu. V dalsim kroku se biotinylovany DNA fragment necha chemicky denaturovat.
Za ptisn¢ kontrolované teploty se znacené jednovldknové fetézce PCR produktu nechaji
hybridizovat se sekvencné specifickymi oligonukleotidovymi sondami. K vazbé PCR
produktu na sondy dochazi na zdkladé DNA komplementarity. Hybridizace mtzZe probihat ve
dvou uspotradani. Pii tzv. forward uspofadani jsou PCR fragmenty ukotveny na pevném nosici
a hybridizuji na n€ sondy obsaZzené v kapalné fazi. V praxi se vSak Cast€ji pouziva tzv.
reverzni usporadani, kdy jsou sondy ukotveny na pevném nosici. Pevnou fazi miize byt jamka
ELISA desti¢ky, nitrocelulosovda membrana nebo polystyrenova kuli¢ka. Jednovldknové
fetézce PCR produktu mohou byt znaceny napf. streptavidinem znafenou kienovou
peroxidazou, alkalickou fosfatazou, nebo digoxigeninem (Erlich H.A., Opelz G. et al. 2001).
Pro vizualizaci navazanych fragmentd se pouZzivda chromogenni reakce nebo detekce
fluorescence. Podobné jako u PCR-SSP metody se vizualizaci ziska kombinace pozitivnich a
negativnich oligonukleotidovych sond, kterd odpovida urcité kombinaci alel HLA.

Nespornou vyhodou této metody oproti PCR-SSP je moZnost automatizace procesu
hybridizace. Tim se jednak eliminuji kroky, béhem nichZ by mohla byt zplisobena chyba
lidskym faktorem, a jednak umoznuje zpracovani velkého mnozstvi vzorkl. Také vstupni

mnozstvi testované DNA je u metody PCR-SSOP mensi (100 ng genomické DNA na 48
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SNP) nez u metody PCR-SSP (15 — 30 ng genomické DNA na 1 SNP) (Kolesar 2009). HR
systémy pouzivaji 57 immobilizovanych sond pii typizaci HLA-A, pro HLA-B pak 83 sond
pro exony 2 a 3 (Erlich H.A., Opelz G. et al. 2001).

amplified
target

purple
chromogen precipitate

L -
*

alkaline
phosphatase

streptavidin

Obr. 3 Se sekvencné specifickou oligonukleotidovou sondu (SSOP), ukotvenou na
nitrocelulosové membrané, se hybridizuje naamplifikovany usek. Hibridizovany komplex je
vizualizovdn systémem enzym-substrdt konjugovany pies systém streptavidin-biotin.

Pievztao 7 (Kolesar 2009)

3.3. Metoda primého sekvenovani — SBT

Za ,zlaty standard” pti HLA typizaci je povazovana metoda piimého sekvenovani (SBT —
Sequence Based Typing) (Sayer D.C. 2004). Na rozdil od ptfedchozich metod totiz poskytuje
pfesnou informaci o kazdém nukleotidu ve zkoumaném fetézci DNA a neni omezena na
predem znamé polymorfismy. K sekvenovani se vyuziva tzv. Sangerova metoda sekvenovani,
ve kter¢ je precistény PCR produkt amplifikovan naslednou PCR reakci. V té hraje hlavni roli
smés deoxynukleotidtrifosfati (AINTP) s fluorescenéné znacenymi dideoxynukleotidtrifosfaty
(ddNTP). Vyuziva se nemoznosti DNA polymerazy kovalentné navazat za ddNTP dalsi INTP
diky pfitomnosti —H na 3" uhliku (ANTP maji na 3" uhliku —OH). Tim syntéza nového fetézce
kon¢i. Diky spravnému poméru dNTP a ddNTP ziskavame smés rizné dlouhych fragmentt
zakonCenych ddNTP. Po ptecisténi od nespotiebovanych dANTP a primerti se smés rizné
dlouhych fragmentii rozdéluje v sekvenatoru principem kapilarni elektroforézy za vyuziti

specialniho polymeru s rozliSovaci schopnosti 1 nukleotid. Laserovym zafizenim, které je
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soucasti sekvenatoru, je poté detekovana fluorescence jednotlivych fluorescenéné znacenych
fragmentd DNA. Mc¢éfené signaly jsou softwarové prevedeny do elektroforeogramu
umoziujiciho pieéist nukleotidovou sekvenci, viz obr. 4. Nevyhodou této metody jsou

finanéni naroky (Erlich H.A., Opelz G. et al. 2001) a potieba slozitého technického vybaveni.

1040, , 1120, , 1200 , 1280 , 1360 , 1440, , 1920, - 180C

TTGGCGTAATCATGGTCATAGC TGTTTCECCTGTGTGAARTTGTTATCC
el 180 118 138

A
|'| A\
| || |1

{y

Obr. 4 Ukadzka vysledného elektroforeogramu pii SBT. Pievzato z (Kolesar 2009)

4. Validace a verifikace
Slovnik managementu kvality (ISO 2006) definuje validaci jako potvrzeni ziskané
prostfednictvim poskytnuti objektivnich dikazli, Ze pozadavky na specifické zamyslené
pouziti nebo specifickou aplikaci byly splnény. Jinymi slovy validace potvrzuje, zZe pouzivana
metoda je schopna splnit nase pozadavky a Ze poskytuje dostateCnou troven méfeni. Validace
se provadi ovéfenim vSech analytickych znakll metody, které jsou relevantni vzhledem
k metodé a obvykle ji provadi vyrobce metody. Laboratot metodu validuje pouze v piipadé,
ze postup od vyrobce modifikuje (pouzitim jinych restriktaz, polymerdz, zménou reakénich
podminek apod.) a/nebo v piipadg, Ze sama svou metodu vyvine (tzv. in house metoda).
Verifikace je oproti validaci definovana jako potvrzeni ziskané prostfednictvim poskytnuti
objektivnich dikazi, ze specifikované pozadavky byly splnény (1ISO 2006). Obé¢ definice jsou
si velice blizké. Validace pfedstavuje ovéteni, zda pouzivame spravnou metodu, verifikace
pak, zda tuto metodu pouzivame spravné a zda je pln¢ funkéni v konkrétni laboratofi
(Jennings 2009). V klinické laboratofi to piedstavuje ovéfeni zpusobilosti personalu
laboratote, zafizeni a prostiedi dosahovat deklarované vykonnosti metody.
Validace (resp. verifikace) se provadi:

* pfed zavedenim nové metody

» pted aplikaci nového analytického méficiho systému do laboratoie

» pred zavedenim nového (jiného) diagnostického kitu
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* pokud se rozsiti pouziti stdvajici metody o dalsi ucel (napt. zpracovani jiného druhu
biologického materialu)
» ukazuje-li kontrola kvality pfetrvavajici problém
* pii pfevzeti metody (typu in house) z jiné laboratoie nebo z publikace
* pokud laboratot modifikuje vyrobcem doporuceny postup
* pfi vyznamné zméné instrumentace
* dle valida¢niho planu
(Friedecky 2010). Zasadni pravidlo vsak je, ze nez se za¢nou vydavat vysledky pacientskych

vzorkd, musi se metoda validovat nebo alespon verifikovat (AMP 2009).

4.1. Vzorky vhodné pro validaci (verifikaci)

Jako vzorky pro validaci (verifikaci) se v idealnim piipad¢é pouzivaji certifikované referencni
materidly (tzv. CRM) nebo standardni referencni materialy (tzv. SRM) s pfifazenou referen¢ni
hodnotou. Tyto referen¢ni materialy nabizi mnoho instituci, napt. National Institutes for
Standards and Technology (NIST, USA), National Genetics Reference Laboratory
Manchester (NGRL, Velka Britanie), World Health Organization-International Reference
Materials, Institute for Reference Materials and Measurements (IRMM, Belgie), National
Institute of Biological Standards and Controls (NIBSC, Velka Britanie) (AMP 2009).
V soucasné dobé vSak pro oblast HLA typizace Zadny CRM (SRM) neexistuje. V téchto
ptipadech se referen¢ni vzorky nahrazuji:

a) vzorky, které byly validovany v ramci mezilaboratorniho porovnani (viz kap. 5. Externi
hodnoceni kvality),

b) firemnimi kontrolnimi materialy,

C) vzorky analyzovanymi referenéni metodou (,,zlatym standardem‘) nebo

d) vzorky analyzovanymi jiz zavedenou validovanou metodou.

(Brdicka 2007; AMP 2009). Pouzité vzorky by mély byt co nejpodobnéjsi vzorkiim
pouzivanym pii bézném testovani. Pozitivnim vzorkem je vzorek nesouci znamy HLA
fenotyp. Negativnim vzorkem je vzorek bez genomové DNA nebo vzorek nesouci jiny nez
hledany HLA fenotyp.

Pocet vzorku, které maji byt pii validaci nebo verifikaci metody analyzovany je plné
v kompetenci vedouciho laboratofe (Mattocks 2010). M¢lo by byt vsak ve shodé
s doporucenim odborné spolecnosti, pokud existuje. Vzdy je také nutné vzit do Gvahy jak a
k jakému t0c¢elu bude metoda pouzivana (Jennings 2009). Pro piedstavu rozptylu poctu

pouzitych vzorka uvadim validaci typizace HLA-A a -B metodou PCR-SSP, kterou provedl
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(Schaffer 2001) za pouziti 514 vzorka a validaci typizace HLA-DR metodou PCR-SSP,
kterou provedl (Adib M. 2004) na 55 vzorcich. Ob¢ validace byly provedeny srovnanim se
standardni, na komplementu zavislou, mikrolymfocytotoxickou technikou. (Voorter Ch.
2006) validovala stanoveni DQA1 metodou SBT za pomoci 21 znamych vzorku, které byly

pouzity pii EHK, které organizuje University of California, Los Angeles.

4.2. Rozsah validace a verifikace
Primarnim cilem validace metody je prokazat spravnost vydavanych vysledk. K dosazeni
tohoto cile, musi byt kazdy krok peclivé hodnocen a monitorovan, aby se dokumentovala
vhodnost metody pro dané vySetfeni. Rozsah validace a verifikace zdlezi na typu metody
(AMP 2009). U metod, které se uplatiuji v HLA diagnostice, se musi vzit do uvahy jejich
charakteristika a ucel pouziti. Vzhledem ktomu, ze ucelem pouziti je stanoveni HLA
fenotypu (identifikace daného HLA znaku), jedné se o metody kvalitativni. Dal$i podstatnou
vlastnosti je, Ze u téchto metod obvykle neni mozné ovéfit analytické znaky na vSech
prokazovanych HLA fenotypech.
Validace se v obecnych doporuceni déli na validaci analytickou a validaci klinickou. Zatimco
analyticka validace se zaméfuje na stanoveni (v tomto piipad¢ identifikaci) dané¢ho analytu
(HLA fenotypu), klinickd validace provéiuje vztah mezi stanovovanym analytem a
onemocnénim (Jennings 2009). Pii HLA typizaci je mozné uplatnit pouze validaci
analytickou. Mezi ovéfované analytické znaky kvalitativnich metod patii:

e prtesnost (Citlivost a senzitivita),

e preciznost (opakovatelnost a mezilehla preciznost),

e robustnost,

e Meze zobrazeni a referen¢ni rozmezi,

e interference a

e mez detekce (Jennings 2009).
V ptipadé verifikace jsou naroky na ovéreni metody niZsi a obvykle se ve zkraceném rezimu
ovéiuje pouze piesnost a preciznost.
Pozn.: V této praci zachovavam terminologii danou mezinarodnim metrologickym slovnikem

(UNMZ 2010).

4.3. Piresnost (,,accuracy*)
Podle metrologického slovniku je piesnost ,,t€snost shody mezi naméfenou hodnotou veli¢iny

a pravou hodnotou veli¢iny méfené veli¢iny® (UNMZ 2010). V molekularni biologii
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predstavuje piesnost velikost shody mezi informaci ziskanou hodnocenou metodou a
referenénim standardem (nejlep$i dostupnd metoda pro stanoveni pfitomnosti nebo

nepfitomnosti predmétu zajmu). U kvalitativnich metod se presnost sklada z téchto parametr:

citlivost (,,Sensitivity*),

e specifi¢nost (,,Specificity*),

e pozitivni prediktivni hodnota (,,Positive predictive value®, PPV),

e negativni prediktivni hodnota (,,Negative predictive value*, NPV),
e pom¢r fale$nych pozitivit (,,False-positive rate*) a

e pomér falesnych negativit (,,False-negative rate*) (AMP 2009).

Vzajemny vztah mezi jednotlivymi prvky je shrnut v nasledujici tabulce €. 1:

Prokazovany HLA znak

Vysledek testu | PFitomen | Nepritomen | Celkem

Pozitivni a b e(=a+th)

Negativni c d f(=c+d)
Celkem g(=a+c)| h(=b+d)

Vypocet Poznamka
Citlivost alg
Specifi¢nost d/h
PPV ale Uplatiiuje se piedevsim u klinické validace
NPV d/f Uplatiuje se prfedevsim u klinické validace
Pomér faleSnych pozitivit | (a/g)/(b/h)
Pomér faleSnych negativit | (c/g)/(d/h)

Tab. ¢ 1 Popis vzajemného vitahu mezi jednotlivymi prvky presnosti. Pievzato a upraveno z
(Jennings 2009).

Jak jiz bylo vySe feceno, v ramci validace a verifikace metod HLA typizace je vhodné fesit
pouze parametry analytické, v pfipadé presnosti, tedy piedevsim citlivost a specifi¢nost.
Vysledek citlivosti i specifi¢nosti je vydavan v % a idedlné odpovida 100 %. U sekvenacnich
metod dosahuje citlivost a specificnost obvykle hodnot vyssich nez 99 % (Pont-Kingdon
2012). Ziskané vysledky jsou srovnavany s vysledky ziskanymi ,,zlatym standardem*

referencni metodou nebo jinou validovanou metodou pouzivanou v laboratoii (AMP 2009).
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Problematickou se muize jevit validace / verifikace metody SBT, ktera je sama povazovana za
,»zlaty standard“ a je tedy obtizné zvolit srovnavaci referen¢ni metodu. V této situaci se
doporucuje ovétit, ze sekvenace probiha na pozadované trovni. Faktory, které by mély byt u
SBT vzaty do uvahy, jsou, zda je novy test schopny zacilit se na oblast z4jmu, zda jsou ob¢
alely spolehlivé amplifikovany (napf. Ze se ve vazebnych mistech primerd nenachazi zadna
SNP) a ze sekvenaci ziskané udaje jsou trvale v odpovidajici kvalité v celé oblasti zajmu
(napf. sledovani PHRED skore v celé oblasti zajmu, viz kap. 5.3.) (Mattocks 2010).

Podle EFI musi byt kazda Sarze a dodavka ¢inidel testovana na citlivost a specifi¢nost
soubézn¢ s alespon jednim znamym vzorkem DNA (EFI 2009). Pozadavek amerického
akreditacniho organu je pfisnéjsi rozliSuje podminky ovétfeni nové Sarze a nové dodavky
¢inidel. Nova Sarze Cinidel musi byt ovéfena analyzou referen¢niho materialu nebo pomoci
paralelniho testovani s ptedchozi Sarzi. Novad dodavka musi prokézat, Ze Cinidla nebyla
ovlivnéna béhem piepravy analyzou alesponn jednoho jiz predtim otestovaného nebo
bezproblémového vzorku (ASHI 2011). U laboratofi vyvinutych souprav (tzv. in-house nebo
home-made metody) musi byt kazda Sarze testovana s referenéni DNA tak, aby kazda sonda
byla testovana na citlivost a specificnost alespoii jednou.

Mezi citlivosti a specificnosti je inverzni vztah. Pii1 pouZiti pfisného cut-off se snizuje pocet
fale$né pozitivnich vysledkll (zvySuje se specifi¢nost) a zvySuje se pravdépodobnost falesné

negativnich vysledkt (Mattocks 2010).

4.3.1. Citlivost (Sensitivity)

Citlivost je definovana jako ,,podil zmény indikace méfticiho systému a odpovidajici zmeény
hodnoty veli¢iny, ktera je méiena“ (UNMZ 2010). U kvalitativnich testi v molekularni
biologii je analyticka citlivost vyjadfovana jako schopnost testu detekovat mutaci, kdyz
mutace je pritomna. M¢la by byt ziskana méfenim vzorkd nesoucich danou mutaci
v replikatech za rtiznych podminek (napf. ruzny c¢as, rizni operatoti). (AMP 2009). U HLA

typizaci to znamena schopnost testu prokazat dany HLA fenotyp:

o Skutecné pozitivni
Citlivost =

(Skutecné pozitivni + Fale$né negativni)

Za ,skutecné pozitivni“ vzorek je povaZzovan vzorek se spravn€ uréenym zndmym HLA
fenotypem nebo sekvenaci spravné uréenou sekvenci ve srovnani s referenéni sekvenci. Za

,.fale$n¢ negativni* je povazovan vzorek, u néhoz nebyl nalezen analyzovany PCR produkt. K
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falesné negativnimu vysledku muize dojit v dasledku inhibice reakce nebo ptitomnosti
varianty uvnitt primeru (bud® PCR primeru nebo sekvena¢niho primeru), Ktera zpusobi
nenasednuti primeru, preferen¢ni amplifikaci jedné alely nad druhou, nebo rozsahlou deleci,

ktera neni zjisténa sekvenacnim testem (Pont-Kingdon 2012).

4.3.2. Specifi¢nost (Specificity)
Specifi¢nost udava schopnost metody rozlisit cilovou sekvenci nebo alelu od dalSich sekvenci
a alel v genomu. Udava také schopnost testu detekovat mutaci bez zkiizené reakce s geneticky

podobnymi mutacemi (AMP 2009). Vypocita se podle vzorce:

_ Skute¢né negativni
Specifi¢nost =

(Skutecn¢ negativni + Fale$n¢ pozitivni)

Skute¢né negativnimi vzorky se provéfuje homologie k dal§im gentim nebo pseudogentim,
které mohou interferovat nebo kompetovat s primery. U metody PCR-SSP je skute¢né
negativnim vzorkem vzorek, ktery obsahuje na 3’konci naamplifikovaného produktu SNP,
ktery znemoziuje nasednuti primeru. FaleSna pozitivita mize vzniknout diky pfitomnosti a

analyze pseudogenu obsahujiciho variantni sekvenci (Pont-Kingdon 2012).

4.4. Preciznost
Preciznost vyjadfuje tésnost shody mezi naméfenymi vysledky ziskanymi opakovanymi
méfenimi stejného vzorku za specifikovanych podminek, tedy schopnost metody poskytovat

stale stejné vysledky. Specifikované podminky uvadi tabulka €. 2:

Podminka Popis (UNMZ 2010) Doporuceny
pocet opakovani
(Brdicka 2007)

Opakovatelnost Opakovani méfeni stejného vzorku stejnym | Validace:

postupem meéfteni, stejnymi pracovniky, na stejném | nejméné  10krat
méficim  systému, za stejnych pracovnich | pro 1 vzorek
podminek, na stejném misté v kratkém casovém | Verifikace:
useku. Dal§im nazvem je ,,intra-assay (within-run) | nejméné  6krat

opakovatelnost®. pro 1 vzorek

Mezilehla Opakovani méfeni stejného vzorku stejnym | Validace:
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preciznost postupem méfeni na stejném mist¢ v rizném Case. | nejméné  10krat
Mozné jsou i dalsi zménéné podminky (jini | pro 1 vzorek
pracovnici, jind Sarze reagencii apod.). Dal$im | Verifikace:
nazvem je ,inter-assay (between-run) | nejméné  6krat

opakovatelnost*. pro 1 vzorek

Reprodukovatelnost | Opakovani méfeni stejného vzorku na rdaznych
mistech, rGznymi pracovniky, rGznymi méficimi
systémy. Reprodukovatelnost obvykle neni mozné

V podminkéch bézné laboratofe zjistit.

Tab. ¢ 2 Specifikované podminky preciznosti

U PCR-SSP a PCR-SSOP je mozné v ramci preciznosti hodnotit dosazeni stejného vysledku a
dosazenou kvalitu amplifikace. U SBT je mozné navic hodnotit i dosazenou kvalitu
sekvenace [napf. hodnoceni pomoci QV (Quality Value) skore]. Pii opakovatelnosti se
doporuc¢uje amplifikovat nékolik vzorka v triplikatu ve stejném termocykleru a hodnotit
kvalitu amplifikace vizualizaci PCR produktu v agar6zovém gelu. Pii mezilehlé preciznosti je
nekolik vzorkl testovano ve 3 riiznych sériich (v rliznych dnech, riznymi reagenciemi) a
Vv riznych termocyklerech. Pro snizeni ceny je mozné jedno z méfeni opakovatelnosti

zahrnout do méteni mezilehlé preciznosti (Pont-Kingdon 2012).

4.5. Robustnost

Robustnosti se ovéfuje vnimavost metody na piipadné drobné odchylky od optimélnich
podminek jejiho provadéni. Tyto odchylky se hodnoti stanovenim preciznosti. Mezi b&zné
odchylky v laboratofi patii:

- preanalytické odchylky (napf. jiny typ vzorku — krev odebrana do EDTA nebo heparinatu
lithného, podminky transportu vzorku) a

- analytické odchylky (napf. koncentrace DNA, pouZiti rliznych termocyklerti, polymeraz,
restriktaz, rizné mnoZzstvi vstupnich komponent, rlizné SarZze reagencii a rizné podminky
prostredi — vlhkost, teplota).

Vhodné proménné by mély byt zvazovany a ovéfovany pro kazdou konkrétni metodu

(Brdi¢ka 2007; Jennings 2009).
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4.6. Meze zobrazeni (,,reportable range*) a referen¢ni rozmezi

Tyto parametry jsou u metod PCR-SSP a PCR-SSOP pro uréovani HLA fenotypu
Z ekonomického (cenova ndrocnost) a praktického (mnozstvi HLA fenotypl) hlediska
nepouzitelné. V jistém smyslu je mozné je stanovit u metody SBT. Pozn.: U kvantitativnich
metod je v ramci tohoto parametru stanovovana linearita a pracovni rozsah metody.

Cilem ovéfeni mezi zobrazeni je stanovit, které vSechny vysledky je mozné danou metodou
ziskat (napf. pozitivni, negativni, homozygot, heterozygot). U SBT vSak miize byt mez
zobrazeni interpretovana tak, ze se provéii oblast genu, ktera je zahrnuta do analyzy, zda je
diky ni mozné rozlisit jednotlivé HLA fenotypy.

Referen¢ni rozmezi v ptipadé HLA fenotypu neexistuje. V ramci tohoto parametru se u SBT
doporucuje ovétit referenéni sekvence, které jsou pouzivany pro interpretaci vysledku a jejich
shodu s doporuc¢enymi databazemi (Pont-Kingdon 2012). Takovouto databazi je napf.

http://www.ebi.ac.uk/imgt/hla.

4.7. Interference
Interferenci je mozné rozdélit na:
- stanoveni vlivu interferujici latky a

- stanoveni pfenosu mezi vzorky (AMP 2009).

4.7.1. Vliv interferujici latky

Pti hodnoceni vlivu interferujici latky se provéiuje, zda nckterd z latek, kterda mulze byt
ptitomna ve vzorku (nebo se mize do vzorku dostat béhem zpracovani), mize mit vliv na
detekci HLA fenotypu. Provéiuje se, zda tato latka plsobi selhani reakce, nebo ziskéani
nespravného vysledku. V piipadé, ze se zjisti, Ze pfitomnost interferujici latky mlize zptsobit
ziskani nespravného vysledku, je nutné vénovat velikou pozornost zabranéni vlivu této latky.
To je mozné zajistit napf. analyzou znamych vzorki, zpracovdvanych stejnym postupem

soub&zné s pacientskymi vzorky (Mattocks 2010).

Moznymi zdroji interferujicich latek, které by mohly ve vzorku interferovat, jsou:
- odbér vzorku (pouzité protisrazlivé ¢inidlo),

- nedostate¢né mnozstvi stabilizacniho ¢inidla ve vzorku,

- kizova kontaminace v pribéhu zpracovani vzork,

- tkan jiného neZ pozadovaného pivodu,
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- endogenni latky (napf. hemoglobin, cholesterol, triglyceridy, 1éky, zbytky jiz zpracovanych
vzork, stabiliza¢ni Cinidla),
- zbytky reagencii jako organicka rozpoustédla, promyvaci roztoky, zbytky soli, heparin apod.

(AMP 2009; Mattocks 2010)

Testovanim interference by mélo byt stanoveno maximalni mnozstvi potencialné interferujici
latky, které neovlivni ziskané vysledky. NejcCastéji se provadi metodou standardniho ptidavku,
kdy se ke znamému vzorku pfidava testovany interferent ve velmi malém objemu, aby
nedoslo k vyznamnému naiedéni matrice vzorku (doporucuje se 9 dili vzorku pacienta s 1
dilem interferentu). Zakladni roztok ptfiddvaného interferentu musi byt patficné
koncentrovany (v uvedeném ptipadé desetinasobek ptidavku). Soucasné s timto vzorkem je
stejnym zplsobem analyzovan vzorek bez pifidavku interferentu. Test by mél byt proveden

pro kazdou pouzivanou vzorkovou matrix (AMP 2009; Friedecky 2010).

4.7.2. Pfenos mezi vzorky (,,carryover®, ,,cross-contamination*)

Pienos mezi vzorky miuze byt zptisoben nedokonalym ocisténim pipetovacich Spi¢ek nebo
piitomnosti zbytkti vzorku z pfedchozi nebo soubézné analyzy. Mezi bézné opatieni pro
eliminaci pfenosu mezi vzorky je pfijeti pfisnych opatfeni, napt. fyzické oddéleni pre- a post-
PCR mistnosti jak pro ¢inidla, tak pro laboratorni vybaveni (Mattocks 2010). Pienos mezi

vzorky muze byt ovéfen analyzou negativnich nebo zndmych kontrolnich vzork.

4.8. Mez detekce
Mezi detekce se rozumi minimalni mnozstvi DNA, které poskytuje piesny vysledek alespon
v 95 % ptipadt (Jennings 2009). Obvykle se stanovuje fedicim experimentem, kdy se znamé

mnozstvi DNA se znamym HLA fenotypem fedi negativnim vzorkem (Pont-Kingdon 2012).

5. Interni kontrola kvality

Pro kazdou metodu musi mit laboratof kontrolni postupy monitorujici pfesnost a preciznost
celého analytického procesu a tyto postupy musi byt dokumentovany. V rdmci téchto
kontrolnich postupi musi vedouci laboratofe stanovit pocet, typ a frekvenci méteni
kontrolnich vzorku tak, aby mohly byt detekovany bezprostiedni chyby, které mohou nastat
selhdnim systému, nepfiznivymi podminkami okoli a vykonem operatora. Pocet a frekvence
méieni kontrolnich vzorkt by méla spliovat minimalné¢ pozadavky doporucené vyrobcem

soupravy. Mezi zékladni pravidla interni kontroly kvality patfi:
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- V kazdém testu se analyzuje negativni a pozitivni kontrola

- kazdy kontrolni vzorek musi mit stanovena a ovéfena kritéria pro ptijeti spravného vysledku
- kontrolni vzorky se analyzuji stejnym zpisobem jako vzorky pacienti a stejnymi
pracovniky, ktefi zpracovavaji pacientské vzorky

- Kontrolni vzorky se analyzuji minimaln¢ 1x denné, idealn¢ vSak s kazdou sérii vzorka

- kontrolni vzorky jsou analyzovany po zmén¢ v ¢inidlech, dodani nové Sarze Cinidel, zasadni
preventivni Gdrzb¢ nebo kritickém zasahu

- vSechny problémy a neuspéchy pii analyze kontrolnich vzorkl jsou dokumentovany a
hodnoceny. Tam, kde je odhalena pfi¢ina, jsou pfijata napravna opatfeni, aby se predeslo
opakovani tohoto problému (AMP 2009; EFI 2009; ASHI 2011).

Akreditacni organy také kladou pozadavky na udrzovéani dokumentace o kontroly kvality. EFI
pozaduje, aby laboratof udrzovala dokumentaci o veSkeré kontrole kvality véetné
identifikovanych problémi a pfijatych napravnych opatfeni minimalné 2 roky a je seznam
stalych testli interni kontroly kvality a externiho hodnoceni kvality minimaln¢ 4 roky (EFI
2009). CIA vyzaduje, aby tato dokumentace byla uchovavana minimalné po dobu platnosti

Osvédceni o akreditaci, tedy alespon 5 let.

5.1. Kontrola amplifikace

Amplifikace pfedchazi vSem tfem diskutovanym metodam, tj. PCR-SSP, PCR-SSOP a SBT.
Pozadavkem (ASHI 2011) a (EFI 2009) je, aby kazda amplifika¢ni reakce obsahovala pro
kazdou smés primerl kontrolni vzorky pro odhaleni technickych selhani. Jedna se jednak o
negativni kontrolu neobsahujici nukleovou kyselinu a pozitivni kontrolu obsahujici napf.
pfidavné primery nebo templaty produkujici produkty odlisné od produktu typizace. Jako
templat se pouziva napft. gen lidského ristového hormonu a je zaroven kontrolou amplifikace
kazdého vzorku. Ziskané produkty by mély tvofit na gelu stejné intenzivni fragmenty DNA.
Negativni kontrola by na gelové elektroforéze neméla tvofit zadny produkt. V ptipadé
pozitivni reakce je mozné usuzovat na kontaminaci vzorkll. Takové vzorky nelze dale
analyzovat a amplifikace se musi opakovat. Pozitivni kontrola by méla také slouzit jako
kontrola inhibice reakce, ktera je vyznamnym zdrojem falesné negativnich vysledk (ASHI
2011; Pont-Kingdon 2012). Dalsi béZzn¢ pouzivanou (a doporu¢ovanou) pozitivni kontrolou je
hmotnostni marker v kazdém gelu (ASHI 2011). Pfitomnost produktu pozitivni kontroly a
nepiitomnost produktu v negativni kontrole validuje splnéni vSech podminek spravného

provedeni PCR reakce.
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5.2. Interni kontrola kvality u PCR-SSOP

U metody PCR-SSOP se v ramci interni kontroly kvality analyzuje negativni a pozitivni
(znamy) vzorek. S vyhodou je mozné provadét hybridizaci na firemnich nylonovych
membranach, které jiz pozitivni kontrolni linie obsahuji. Napft. systém INNO-LiPA obvykle
vyuziva 2 kontrolni linie (viz obr. 5): linii kontroly konjugatu (kontroluje funk¢nost systému
konjugat-substrat) a linii interni hybridizaéni kontroly — obsahuje interni sondu ke
konzervované oblasti amplifikovaného fragmentu. Test je validni v pfipadé, Ze obé linie jsou

pozitivni (INNOGENETICS 2004).

kontrola konjugatu
mt. hybr. kontrola

marker linie

Obr. 5 INNO-LiPA nylonova membrdna pro stanoveni HLA-DPB metodou PCR-SSOP.
Marker linie urcuje pozici membrany. Kontrola konjugdatu kontroluje funkcnost systému
konjugat-substrat. Int. hybr. kontrola slouZi jako kontrola hybridizace amplifikovaného
fragmentu. Nasleduje 24 sekvencné-specifickych DNA sond. Pievzato a upraveno f
(INNOGENETICS 2004).

5.3. Interni kontrola kvality u SBT

Po amplifikaci se jako interni kontrola kvality u metody SBT pouZivéa nejcastéji hodnoceni
sekvenované konsenzus sekvence, ktera se nachazi v kazdém vzorku. Toto hodnoceni je
mozné rozdelit na hodnoceni kvalitativni a kvantitativni. V rdmeci kvalitativniho hodnoceni se
porovnava ziskana sekvence se sekvenci referen¢ni. Kvantitativni hodnoceni vyuziva tzv. QV
hodnoty. QV hodnota (Quality Value) uréuje pravdépodobnost, s niz je nukleobaze v sekvenci
pfifazena spravné.

Ptistupti k ur¢eni QV hodnoty je né&kolik, nejcastéji se pouziva tzv. PQV (Phred Quality
Value). Tato metoda byla piivodné vyvinuta jako pomtcka pfi automatizaci sekvenace DNA
v projektu Human Genome Project a poté se stala Siroce pouzivanou charakteristikou kvality
DNA sekvenace. PQV byva pouzivano ke srovnani vykonnosti riznych sekvenacnich metod.
Pti urceni PQV se vyuziva algoritmus:

PQV = -10xlogl10(PE),
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kde PE je pravdépodobnost nespravného pfifazeni nukleobaze. PQV = 40 znamena, ze je
pravdépodobnost 1:10000, Ze nukleobaze byla pfifazena nespravné. Cim je tedy vyssi
hodnota PQV, tim je nizsi pravdépodobnost chyby a naopak. PE je ur¢eno na zédkladé¢ mnoha
parametr (intenzita signalu, pomér signal:Sum, tvar peaku apod.), které detailné popisuje
(Ewing 1998) a (Ewing 1998). (Sayer D.C. 2004) navrhl postup, jak PQV vyuzit pro
monitorovani vzorkd a sérii sekvenaci pro odchylku od cilové specifikace (ptesnost) a
hodnoceni variability okolo cilové sekvence (preciznost), coz jsou kritéria efektivni kontroly
kvality. Ze ziskanych PQV je mozné vypocitat aritmeticky pramér (AP) a smérodatnou
odchylku (SD), respektive varia¢ni koeficient (CV), coz jsou zakladni udaje pro fizeni interni
kontroly kvality série sekvenace. Podle (Sayer D.C. 2004) AP a SD ziskana z PQV konsenzus
sekvence vSech nukleotidovych pozic reflektuje kvalitu sekvenace sekvenovaného vzorku.
Dale AP a SD PQV konsenzus sekvence vsech nukleotidovych pozic vSech vzorki
v sekvenacni sérii reflektuje kvalitu sekvenacni série. Na zakladé ziskanych dat (AP, SD) je
mozné kvalitu sekvenace hodnotit podle klasickych pravidel pouzivanych pii hodnoceni
interni kontroly kvality kvantitativnich metod (napt. +/- 2 SD, Westgardova pravidla apod.).
Analyza dat PQV konsenzus sekvence poskytuje moznost posoudit vliv reagencii a SBT
protokolil na kvalitu sekvenaénich dat (Sayer D.C. 2004). Mezi dalsi algoritmy uréeni QV
patii napt. KB Basecaller firmy Applied Biosystems.

6. Externi hodnoceni kvality (EHK)

Kazda laboratot musi byt zapojena do systému externiho hodnoceni kvality (mezilaboratorni
porovnavani, zkouSeni zpulsobilosti). V tomto pozadavku se shoduji vSechny akreditacni
instituce. EHK spoc¢iva v analyze neznamych vzorki, které zasila jednotlivym ucastnikiim
organizator EHK a vyhodnoceni vysledkl organizatorem EHK. Samoziejmosti je, ze vSechny
vzorky jsou zpracovavany rutinnim zpusobem jako pacientské vzorky. Minimalni pocet
vzorkd EHK, ktery doporucuje EFI ro¢né je u LR 1 HR metod 10, pfi¢emZ spravné musi byt
ur¢eno minimalné 9 vzorka (90 % ze vSech testovanych vzorkl). Je-li u vzorkli pouzita LR 1
HR metoda, musi byt obé¢ metody analyzovany a hodnoceny nezavisle (EFI 2009; EFI 2010).
Vzorky EHK pro HR DNA typizaci musi byt hodnoceny minimélné¢ na zékladé rozdilt
v exonech 2 a 3 ve I. tfid¢ a exonem 2 v II. tiid¢. (EFI 2010), coz jsou nejrelevantnéjsi genové
oblasti kodujici a-helixy a B-skladané listy antigen-vazebného mista (Gabriel Ch. 2011).
Jestlize je laboratof neuspé$na v EHK v jakékoliv metod€, kterd podléha akreditaci EFI,
laboratof se musi zacastnit ptidavného programu EHK pro tuto metodu, dokumentovat to ve

zprave vedeni a pfijmout napravné opatieni (EFI 2010).
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Ucast v EHK vede k eliminaci chybnych vysledkil a tim zvy3uje kvalitu a spolehlivost HLA
typizace. Déle slouzi k:

- ovéfeni vysledkii HLA typizace dané laboratoie prostfednictvim srovnani s ostatnimi
ucastniky,

- posouzeni druhu chyby pfi typizaci — analyza protichiidnych a chybnych typizaci pomaha v
pochopeni a odstranéni jejich pficin (Bogunia-Kubik 2008).

Mezi nejCastéji vyuzivané organizatory EHK pro oblast HLA typizace patfi napt. UK
National External Quality Assessment Scheme for Histocompatibility and Immunogenetics
[UK NEQAS for H&I (http://www.wtail.org.uk/negashi.htm)], ktery nabizi HLA laboratofim

tzv. ,,Educational (Cell Exchange)* schéma, ve kterém kazdy vzorek obsahuje zajimavy nebo
raritni fenotyp (N. Bendukidze 2006). Ve Stiedni Evropé jsou hlavnimi organizatory EHK
Central  European  Testing  (Universititsklinik  fiir ~ Blutgruppenserologie  und
Transfusionsmedizin, Medizinische Universitdit Wien) a Instytut Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej im. Ludwik Hirszfeld pod patronatem Polské spole¢nosti pro imunogenetiku
(Polskie towarzystwo immunogenetyczne). V CR zajistuje EHK v HLA typizaci Ustav
imunologie FN Olomouc. Vysledky téchto cykli jednoznaéné ukazuji signifikantné se
zvysujici uspésnost v HLA typizaci. Jednou z pficin je vyssi pouzivani komerénich souprav,

Které jsou vyrobci plné validovany (Bogunia-Kubik 2008).

7. Zavér

Ve své bakalarské praci jsem se zabyval problematikou kontroly kvality HLA typizace.
V dne$ni dob& se jednd o téma, které je na jedné strané¢ velmi diskutované (diky
propracovanému systému akreditaci a legadlnimu pozadavku na neustalé zvySovani kvality
prace predev§im zdravotnickych laboratofi), ale na stran€ druhé i téma neoblibené nebo
opomijené [napt. u¢ebnice HLA typizace (Hurley 2011) se o pouziti kontrolnich vzorkd
vibec nezminuje]. Cely proces kontroly kvality (validace, verifikace, interni kontrola kvality
a externi hodnoceni kvality) je nesmirné pracovné a ekonomicky narocny, jednoznaéné
zvySuje cenu jednotlivych vySetfeni, ale na druhou stranu zvySuje pfesnost a preciznost
jednotlivych stanoveni, snizuje pravdépodobnost rejekce transplantované tkan¢ nebo GvHD a
tim se podili na zvySovani GispéSnosti transplantaci a delSim polocasu pteziti transplantované
tkan¢ (Erlich H.A., Opelz G. et al. 2001).

V soucasné dobé existujici doporuceni pro provadéni validace, verifikace, interni kontrola

kvality a externi hodnoceni kvality jsou (pokud vibec existuji) obecné zaméfeny na metody
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molekularni biologie, pfedevS§im pro oblasti detekce extrahumanniho genomu nebo pro
detekcei klinickych mutaci. Doporuceni, kterd by byla urcena ptimo specificky pro oblast HLA

typizace musi teprve vzniknout.
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