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Immunologische Vertriglichkeitsdiagnostik
bei der Nierentransplantation: ein Update

Die Entdeckung der immunologischen Grundlagen der Organab-
stoBung hat groB3e Fortschritte in der Transplantationsmedizin er-
moglicht. Die wichtigsten Transplantationsantigene bei der Nieren-
transplantation stellen neben den ABO-Blutgruppen die humanen
Leukozytenantigene (HLA) dar. Der Artikel enthilt eine Ubersicht
iiber das HLA-System und beschreibt seine aktuelle Bedeutung fiir
die Nierentransplantation. Weiterhin ist eine Ubersicht iiber die
HLA-Antikorper- und HLA-Kreuzprobendiagnostik im Kontext
der aktuell giiltigen deutschen Regularien mit Ausblick auf neuere
Methoden enthalten. HLA-Merkmale sind bevorzugte Ziele der
zelluldren und humoralen Immunitét bei Transplantationen. Neben
der Zuordnung HLA-A, -B und -DR-kompatibler Spender zu Emp-
fangern ist die Berlicksichtigung von HLA-spezifischen Antikor-
pern bei der Nierentransplantation wichtig. Die HLA-Antikorper-
diagnostik hat sich mit der Entwicklung vom Lymphozytotoxizi-
tatstest (LCT) hin zu neueren Festphasenassays (ELISA-Tests, Be-
ad-basierte Tests) deutlich verbessert. Neben dem Nachweis von
Antikorpern gegen HLA-A und HLA-B-Merkmale, die bisher auch
iiber den LCT gut nachweisbar waren, ist es nun mdglich, auch An-
tikorper gegen HLA-Cw und HLA-Klasse II-Merkmale (HLA-DR,
-DQ und -DP) genauer zu spezifizieren. Dies wird zukiinftig eine
starkere Beriicksichtigung auch dieser Merkmale bei der Zuord-
nung von Spendernieren nach sich ziehen. Im Vergleich zum LCT
werden durch die neuen Verfahren zusétzliche HLA-Antikorper er-
kannt, fiir die sich statistisch eine klinische Relevanz fiir das Trans-
plantatiiberleben und fiir das Risiko von Rejektionen abzeichnet.
Die klinische Relevanz ist bisher jedoch nicht fiir jeden Einzelfall
erkennbar, was eine differenzierte Betrachtungsweise erforderlich
macht. Der LCT wird nach wie vor als Goldstandard fiir die Beur-
teilung der immunologischen Vertréglichkeit von Organen gese-
hen, wihrend sich die neueren Methoden in der fortgeschrittenen
Evaluationsphase befinden und zur Zeit ergidnzend durchgefiihrt
werden. (Wortzahl 250)

Schliisselworter: Nierentransplantation, HLA-Antigene; HLA-
Antikorper; HLA-Crossmatch

Immunological Compatibility Testing in Kidney Transplantation
— An Update

The discovery of the immunological principles of transplant re-
Jection provided a substantial progress in transplantation medici-
ne. In kidney transplantation the ABO blood groups and the Human
Leucocyte Antigens (HLA) are the most important transplantation
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antigens. The present article gives a survey of the HLA-system and
summarizes the current standard procedures of HLA-antibody and
HLA-crossmatch testing according to the German guidelines with
a special focus on new developments. HLA-antigens are major tar-
gets for the cellular and humoral immunity in transplantation. In
kidney transplantation matching of HLA-A, -B and -DR antigens of
organ donors and recipients and the consideration of HLA specific
antibodies is important. HLA-antibody diagnostics have been im-
proved by the introduction of solid phase assays (ELISA assays, be-
ad immunoassays) in addition to the complement-dependent cyto-
toxicity assay (CDC). Besides the detection of antibodies against
HLA-A or HLA-B, which had been well detectable by CDC alrea-
dy, the specification of antibodies against HLA-Cw and HLA-Class
Il (HLA-DR, -DQ and -DP) has become more accurate. This will
encourage the use of additional HLA-loci for matching of kidneys
in future. The new methods detect HLA antibodies with a higher
sensitivity and frequency, and first studies show that CDC-negati-
ve antibodies have a negative effect on transplant survival and re-
Jjection risk in a high proportion of patients, too. However, conclu-
sions as to the clinical application of the results have to be drawn
carefully, since an effect is not assured for all patients yet. The
CDC assay is still seen as the gold standard for compatibility tes-
ting in kidney transplantation. The new methods provide essential
and valuable information and should be used supplementary.

Key words: kidney transplantation, HLA antigens, HLA antibodies,
HLA crossmatch

Dank grofer Fortschritte in der Trans- HLA-Antigene befinden sich auf

plantationsmedizin ist heutzutage die
Nierentransplantation das Nierenersatz-
verfahren, welches die hochsten Patien-
teniiberlebensraten garantiert. Die erste
erfolgreiche Nierentransplantation ge-
lang im Jahr 1954 dem Chirurgen J.E.
Murray in den USA. Der Patient erhielt
eine Niere von seinem eineiigen Zwil-
lingsbruder, wobei die Monozygotie der
Zwillinge durch immunologische Un-
tersuchung damals bekannter Blutgrup-
penmerkmale und eine probatorische
Hauttransplantation im Vorfeld gepriift
wurde (1). Es wurde klar, dass aus im-
munologischer Sicht fiir eine erfolgrei-
che Ubertragung von Organen sowohl
die ABO-Blutgruppe als auch mog-
lichst dhnliche Gewebeeigenschaften
wichtig sind.

Der erste Antikorper gegen ein Gewe-
beantigensystem MAC (spiter HLA-
A2) wurde 1958 durch Jean Dausset be-
schrieben (2), der damit die Entdeckung
der humanen Leukozytenantigene
(HLA-Antigene) eingeleitet hat. (Die

gleichnamigen HLA-Proteinen). Zur
Vermeidung von Abstofungsreaktionen
ist eine moglichst groBe Ahnlichkeit in
den HLA-Merkmalen von Spender und
Empféinger anzustreben. Aktuell wird
die moglichst gute Ubereinstimmung
der HLA-A, -B und -DR-Merkmale von
Spender und Empfénger bei der Organ-
vermittlung beriicksichtigt, wéhrend
HLA-Cw, HLA-DQ und HLA-DP aktu-
ell nur in speziellen Féllen Beriicksich-
tigung finden. Des Weiteren besteht die
Moglichkeit einer Vorimmunisierung
gegen HLA-Antigene durch Schwan-
gerschaften, Transfusionen oder Trans-
plantationen mit der Bildung von Anti-
korpern gegen HLA-Klasse I- oder -
Klasse-1I-Merkmale. Préaformierte
HLA-Antikdrper wurden friih als hohes
Risiko fiir akute Abstoungsreaktionen
bei Organtransplantationen erkannt (3).
Dies fithrte zur Einfiihrung des lym-
phozytiren Crossmatch als Pflichttest
vor Nierentransplantation, zur Entwick-
lung der HLA-Antikdrperdiagnostik
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und den Regeln zur immunologischen
Diagnostik vor Organtransplantation.
Neben den ABO-Blutgruppen und
HLA-Antigenen gibt es weitere Gewe-
bemerkmale, die im Rahmen von Nie-
rentransplantationen eine Rolle spielen
konnen, die jedoch momentan noch kei-
nen Einzug in den klinischen Routine-
alltag gefunden haben (zur Ubersicht
siche (4)).

Angesichts der Wirksamkeit der heute
zur Verfiigung stehenden immunsup-
pressiven Medikamente stellt sich die
Frage, ob sich die Vertriglichkeit der
HLA-Gewebemerkmale von Spender
und Empfinger nach wie vor auf das
Transplantatiiberleben bei der Nieren-
transplantation auswirkt. Eine zu dieser
Fragestellung kiirzlich veroéffentlichte
Studie von Opelz und Ddéhler (5) aus
Daten der Collaborative Transplant Stu-
dy konnte durch den Vergleich der 5-
Jahres-Transplantatiiberlebensraten bei
Nierentransplantationen fiir die Zeitrdu-
me 1985 bis 1994 und 1995 bis 2004
zeigen, dass sich in neuerer Zeit unter
verbesserter Immunsuppression das
mittlere Transplantatiiberleben mit ei-
ner Steigerung von ca. 10% verbessert
hat. Nach wie vor ist jedoch noch ein
deutlicher Effekt der HLA-Vertraglich-
keit sowohl auf die Transplantatiiberle-
bensrate als auch auf das Uberleben des
Patienten nachweisbar, dessen relativer
Einfluss sich nicht verdndert hat. Beide
Parameter verschlechtern sich mit stei-
gender Anzahl der HLA-A-, -B- oder
-DR-Mismatches, wobei der relative
Anteil der pro Mismatch zusétzlich ver-
lorenen Organe in etwa gleich geblie-
ben ist. Neben der immunologischen
Vertriglichkeit von Spender und Emp-
fanger gibt es weitere wichtige Fakto-
ren wie die kalte Ischdmiezeit, das Alter
von Organspender oder Organempfan-
ger und die Todesursache des Organ-
spenders, die iiber die Organqualitét die
Transplantatiiberlebenszeit beeinflus-
sen. Eine im Jahr 2002 publizierte ame-
rikanische Studie von Su et al. (6) wies
fiir die Population des Network of Or-
gan Sharing (UNOS) fiir den Zeitraum
von 1994 bis 2001 mit ca. 33.000
Transplantationen einen sinkenden Ein-
fluss des HLA-Matching auf das Trans-
plantatiiberleben zugunsten von nicht-
HLA-bedingten Faktoren aus. Die Da-
ten der Collaborative Transplant Study
(5) mit Einschluss von ca. 135.000
Transplantationen und der Auswertung
langerer Zeitrdume weisen jedoch deut-
lich in eine entgegengesetzte Richtung.
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Das HLA-System

Die HLA-Antigene wurden dhnlich wie
die ABO-Blutgruppen iiber agglutinie-
rende Eigenschaften von Seren ent-
deckt. In Seren enthaltene HLA-spezifi-
sche Antikorper fiihrten zu einer Agglu-
tination von Leukozyten der Zellspen-
der, die fiir das passende HLA-Merk-
mal positiv waren. Spéter wurde diese
Technik aufgrund ihrer méaBigen Repro-
duzierbarkeit durch den Mikrolympho-
zytotoxizitétstests (LCT) von Terasaki
(7) ersetzt. Serologisch und mit Hilfe
von  Lymphozytenstimulationstests
wurden Merkmalsgruppen herausgear-
beitet, die als HLA-A, -B, -C (HLA-
Klasse-I-Merkmalsgruppen), oder
HLA-DR, -DQ oder HLA-DP (HLA-
Klasse-1I-Merkmalsgruppen) bezeich-
net werden. Serologisch definierte Alle-
le innerhalb der Merkmalsgruppen wur-
den meist nach der Reihenfolge ihrer
Entdeckung mit Ziffern bezeichnet. Je-
der Mensch besitzt jeweils zwei serolo-
gische HLA-Merkmale fiir jede Merk-
malsgruppe.

HLA-Klasse-I-Merkmale sind auf na-
hezu allen Ko6rperzellen zu finden, wéh-
rend HLA-Klasse II-Antigene regulér
nur auf Antigen-prisentierenden Zellen
(z.B. B-Zellen, Monozyten, Makropha-
gen, dentritische Zellen) vorkommen.
Unter bestimmten Voraussetzungen
konnen HLA-Klasse-II-Antigene auch
auf anderen Zellen, z.B. Endothelzellen
oder T-Lymphozyten erscheinen. Von
Bedeutung fiir die Nierentransplantati-
on ist, dass HLA-DR-Antigene auch
auf tubulédren Zellen (8) und HLA-DR,
-DQ und -DP auf mikrovaskuldren En-
dothelzellen der Niere nachgewiesen
werden konnten (9, 10).

Die HLA-Antigene bzw. die Antigen-
tragenden HLA-Proteine sind auf dem
kurzen Arm des Chromosom 6 kodiert.
Hier befindet sich der Haupthistokom-
patibilititskomplex (Major Histocom-
patibility Complex, MHC) mit mehr als
100 verschiedenen Genen und Pseudo-
genen, auf dem neben den HLA-Protei-
nen noch viele andere Proteine mit spe-
ziellen Funktionen im Immunsystem
kodiert sind. HLA-Klasse-I-Molekiile
bestehen aus einer hoch-variablen o-
Kette und einem kleinen konstanten f3,-
Microglobulin-Anteil. Die a-Kette der
HLA-A-, B- und C-Molekiile bildet 3
Doménen und enthélt die gesamte Anti-
genitét und Proteinstruktur zur Antigen-
préasentation. In der MHC-Klasse-I1-Re-
gion befindet sich fiir jeden Proteintyp
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Serologisch definierte HLA-Spezifitaten
HLA-Klasse | HLA-Klasse Il
HLA-A HLA-B HLA-Cw [HLA-DR [HLA-DQ DRB1*1101
A1 B5 B51(5) |cw1 DR1 b1 DRB1*1102
a2 B7 B5102 [cw2 DR103  |DQ2 .
A*0201 IA203  |B703  B5103  [Cw3 DR2 DQ3 DRB1 ‘1 103
A0202 210 B8 B52(5) |cwa bR3 b4 DRB1"1104
A%0203 A3 B12 B53 cws DR4 DQ5(1)
; X} B13 B54(22) [cwe DR5 DQ6(1)
A"0204 la10 B14 B55(22) [cw7 DR6 DQ7(3)
A"0205 INE B15 B56(22) [cws DR7 DQs(3)
la19 B16 B57(17) [cwow3) [DR8 DQ9(3) DRB50101
In239) [|B17 B58(17) [Cw10(w3)|DR9 )
In249) [|B18 B59 DR10 DRB5°0102
lA2403  [B21 B60(40) DR11(5) DRB50103
IA25(10) [B22 B61(40) DR12(5)
In26(10) [B27 B62(15) DR13(6)
ln28 B2708  B63(15) DR14(6)
la29(19) B35 B64(14) DR1403
IA30(19) [B37 B65(14) DR1404
IA31(19) [B38(16) B67 DR15(2) DRB3*0101
IA32(19) [B39(16) BT70 DR16(2) DRB3*0102
IA33(19) [B3901  B71(70) DR17(3) DRB3°0103
IA34(10) [B3902  B72(70) DR18(3)
IA36 B40 B73
43 B4005  B75(15) DR51
In66(10) [B41 B76(15) DR52
ln68(28) [B42 B77(15) DR53
Assoziation In69(28) [B44(12) BT78 e
immunogener IA74(19) [B45(12) B81
Epitope 1:0) B46 B82 DRB470102
B47 DRB4*0103
Bw4 B48
Bwo B49(21)
B50(21)

Abb. 1: Darstellung heute bekannter serologisch definierter HLA-Antigene (Tabelle)
mit Beispielen fiir die Bezeichnung zugehdériger molekularbiologisch definierter Al-
lele (umgebende Textfelder). HLA-Bw4 oder -Bw6 sind als besonders immunogene
Epitope auf'vielen HLA-Proteinen der Merkmalsgruppen HLA-A und HLA-B vorhan-
den (Zuordnung iiber Graustufen). Bei HLA-DRI1 bis DRI8 aufgrund genetischer
Kopplung zusdtzlich vorhandene HLA-Klasse-II-Proteine mit den Spezifititen HLA-
DR51, -DR52 oder -DR53 sind ebenfalls durch Zuordnung iiber Graustufen gekenn-
zeichnet (erstellt nach "HLA-Dictionary 2008" (24)).

jeweils ein Gen fiir die o-Ketten von
HLA-A, -B oder -C. Im Gegensatz zu
den HLA-Klasse-I-Proteinen setzen
sich die funktionell wichtigen Bestand-
teile der HLA-Klasse-II-Molekiile aus
zwei etwa gleich groBen Polypeptidket-
ten, einer o-Kette mit geringer Variabi-
litdt und einer B-Kette mit hoher Varia-
bilitdt zusammen. Sie werden in der
MHC-Klasse-II-Genregion kodiert. Die
Gene fiir die o-Ketten werden als HLA-
DRA, -DQA oder -DPA, fiir die B-Ket-
ten als HLA-DRB, -DQB und -DPB be-
zeichnet. Fiir HLA-Klasse-II-Proteine
existieren mehrere o- und -Ketten-Ge-
ne, die nicht in jedem Fall bei jedem In-
dividuum vorhanden sein miissen. Die
HLA-DR-Antigene DR1 bis DRI18
(Abb. 1) enthalten eine konstante o-
Kette und eine B-Kette vom Typ B1 (der
zugehorige Genort lautet DRB1). Die
B,-Ketten weisen interindividuell eine
sehr hohe Variabilitdt auf und bilden die
Grundlage fiir die serologischen Spezi-
fititen HLA-DR1 bis DR18. Die Anti-
gene HLA-DRS51, DR52 oder DRS53
enthalten statt der ,-Kette eine Ps-, B;-
oder 3,-Kette (die entsprechenden Gene

werden als DRBS5, DRB3 oder DRB4
bezeichnet) und sind bei Vorliegen be-
stimmter Antigene DR1 bis DRI18
durch genetische Kopplung zusétzlich
vorhanden. Ein Individuum, welches
beispielsweise HLA-DR4, DR7 oder
DR9 trégt, ist durch die enge geneti-
sche Kopplung mit HLA-DRB4 Genen
daher bis auf seltene Ausnahmen immer
auch positiv fiir HLA-DRS3.

Die molekularbiologische Charakteri-
sierung der HLA-Antigene hat ergeben,
dass jeweils eine serologische Spezifitit
durch mehrere molekularbiologische
Subtypen reprisentiert ist. Fiir die sero-
logische Spezifitit HLA-A2 sind mitt-
lerweile iiber 100 verschiedene moleku-
larbiologische Subtypen mit unter-
schiedlichen Gensequenzen bekannt.
Molekularbiologische Bezeichnungen
fiir HLA-Allele werden im Gegensatz
zu serologischen Bezeichnungen mit ei-
nem Sternchen gekennzeichnet. Die
ersten zwei Ziffern kodieren die serolo-
gische Merkmalsgruppe, wihrend die 3.
und 4. Ziffer die fortlaufende Allelnum-
mer beinhalten. Beispielsweise ist
HLA-A*0235 das Allel mit der Num-
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mer 35 aus der serologischen Gruppe
HLA-A2. Es hat sich eingebiirgert, Un-
terschiede serologisch definierter HLA-
Antigenspezifititen als HLA-Antigen-
mismatches zu bezeichnen, wéihrend
Unterschiede im molekularbiologi-
schen Subtyp einer serologischen Spe-
zifitdt als Allelmismatches bezeichnet
werden.

Funktion der HLA-Proteine

Die wahrscheinlich wichtigste Funktion
der HLA-Molekiile ist die Prasentation
korpereigener oder korperfremder Anti-
gene an T-Zellen. Korpereigene oder
korperfremde Antigene werden intra-
zelluldr in Peptide gespalten und in
HLA-Molekiile eingelagert. HLA-Pep-
tidkomplexe auf Zelloberflichen von
Korperzellen (HLA-Klasse I) oder anti-
genprasentierenden Zellen (HLA-Klas-
se II) werden von T-Zellen iiber den T-
Zell-Rezeptor erkannt und 16sen immu-
nologische Folgereaktionen aus. Somit
haben die HLA-Proteine eine wesentli-
che Funktion im Rahmen der spezifi-
schen Antigenerkennung durch das Im-
munsystem.

HLA-Antigene sind starke Transplanta-
tionsantigene, eine Tatsache, die zu ih-
rer Entdeckung beigetragen hat. Sie
werden daher als Haupt-Histokompati-
bilititsantigene bezeichnet. Bei der
Transplantation von Gewebe von einem
Spender auf einen genetisch nicht iden-
tischen Empfinger wird das Gewebe
vom Empfanger als fremd erkannt und
durch immunologische Mechanismen
zerstort. Die Stirke der Abstoflungsre-
aktion hidngt in erster Linie davon ab,
inwieweit sich Empfanger und Trans-
plantat in den Gewebemerkmalen un-
terscheiden. Somit spielen HLA-Anti-
gene eine zentrale Rolle bei der Defini-
tion des immunologischen ,,Selbst®
oder ,,Nicht-Selbst“ eines Organismus.
Immunreaktionen gegen fremde HLA-
Proteine haben eine zelluldre und eine
humorale Komponente. Noch im Jahr
1990 glaubte man, dass, abgesehen von
der hyperakuten AbstoBung bei préfor-
mierten HLA-Antikdrpern, allein die T-
Zellen fiir die immunologischen Absto-
Bungsvorginge bei Rejektionen verant-
wortlich sind und Antikdrper bei nicht
vorimmunisierten Patienten keine Rolle
spielen (11). HLA-Proteine sind jedoch
bevorzugte Ziele auch der humoralen
Immunitit. Bedingt durch die Weiter-
entwicklung der HLA-Antikérperdiag-
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nostik hin zu empfindlicheren und spe-
zifischeren Methoden und letztendlich
die Entdeckung der Folgeprodukte der
Wirkung von HLA-Antikérpern in
Form des Komplementabbauprodukts
C4d in Nierentransplantatbiopsien
durch Feucht et al. (12, 13) ist die Be-
deutung der antikdrpervermittelten
TransplantatabstoBung nicht nur bei hy-
perakuten AbstoBungen, sondern auch
bei akuten und chronischen Organab-
stoungen weiter in den Vordergrund
gerlickt (14). Die vermehrte Bedeutung
der antikérpervermittelten Immunitéit
hat schlieBlich auch zu einer vermehr-
ten Beriicksichtigung der humoralen
AbstoBung in der Banff-Klassifikation
zur Beurteilung von renalen Biopsien
(15, 16) gefiihrt.

HLA-Antikorperdiagnostik

Das erste Testsystem, welches sich fiir
die Erkennung und Spezifizierung von
HLA-Antikdrpern eignete, war der von
Terasaki entwickelte Mikrolymphozy-
totoxizitétstests (LCT) (7), der auch
heute noch breite Verwendung fiir die
serologische HLA-Typisierung und fiir
die HLA-Antikorperdiagnostik in je-
dem HLA-Labor findet. Die Reaktivitét
des Antikorpers mit der Zelle wird bei
diesem Test nicht iiber die reine Bin-
dung detektiert, sondern iiber die Funk-
tion der Aktivierung von Komplement,
welches dem Test zugesetzt wird. Zell-
gebundener Antikorper kann Komple-
ment aktivieren und die Zielzelle wird
abgetdtet, was mit einer Farbstoffreak-
tion sichtbar gemacht werden kann. Die
funktionelle Detektion der Antikorper
iber den Komplementaktivierungsef-
fekt hat zur Folge, dass nur komple-
mentbindende Antikdrper der Immun-
globulinklassen IgM, IgGl und IgG3
erkannt werden konnen. Der LCT gilt
heute noch als goldener Standard fiir
die serologische HLA-Typisierung und
HLA-Antikorperdiagnostik. Mit sehr
geringen Materialmengen ist es mdg-
lich, ein unbekanntes Antiserum gegen
viele Testlymphozyten mit bekannten
HLA-Merkmalen zur Erkennung der
HLA-Antikorperspezifitit auszutesten.
Die Verwendung der LCT-Technik ist
zwingend vorgeschrieben bei der
Durchfithrung des lymphozytédren
Crossmatch vor Nierentransplantation,
da LCT-reaktiven ,zytotoxischen®
HLA-Antikdrpern auch heute noch die
grofite Relevanz filir AbstoBungsreak-

tionen bei Transplantationen zugespro-
chen wird (17).

Bedingt durch den funktionellen Detek-
tionsmechanismus ist der Antikdrper-
nachweis mittels LCT-Technik relativ
unempfindlich. Als Zielzellen werden
Lymphozyten verwendet, die neben ei-
ner Kombination von HLA-Antigenen
des Spenders auch andere antigene
Strukturen enthalten. Fiir die Spezifi-
zierung von HLA-Antikdrpern sind auf-
grund der Vielzahl der bekannten HLA-
Merkmale groBe Zellpanel erforderlich.
Der Nachweis von HLA-Klasse-1I-An-
tikérpern mit LCT-Technik ist er-
schwert, da sich HLA-Klasse-II-Merk-
male im peripheren Blut auf B-Lym-
phozyten finden, die sehr instabil sind
und haufig nur eine geringe HLA-Klas-
se-II-Expression aufweisen.

Es gibt humorale AbstoBungsreaktio-
nen bei Transplantationen, bei denen
keine zytotoxischen HLA-Antikdrper
nachgewiesen wurden oder das lym-
phozytire Crossmatch negativ war.
Dies hat die Weiterentwicklung von
empfindlicheren Tests fiir den Nach-
weis von HLA-Antikérpern vorange-
trieben. Sie werden unter dem Oberbe-
griff ,,Ligandenbindungstests* zusam-
mengefasst. Nachgewiesen wird bei
diesen Tests nicht die komplementakti-
vierende Eigenschaft des gebundenen
Antikorpers, sondern seine reine Bin-
dung an die Zielstruktur HLA. Im We-
sentlichen stehen zwei Testsysteme zur
Verfiigung, HLA-Antikorper-spezifi-
sche ELISA-Tests und Partikel-basierte
Immunoassays, die iiber eine durch-
flusszytometrische Analyse ausgewer-
tet werden (18). Die in den Testsyste-
men verwendeten HLA-Antigene wer-
den entweder aus Zellmaterial als Anti-
gengemische gewonnen oder kdnnen
auch rekombinant hergestellt werden.
In erster Linie werden HLA-Antikorper
vom Typ IgG detektiert, denen die
grofite Relevanz im Rahmen von Trans-
plantationen zugesprochen wird. Der
Nachweis ist fiir Antikorper gegen
HLA-Klasse I und -Klasse 1T gesondert
moglich. Die HLA-Spezifizierung der
Antikorper innerhalb der HLA-Klassen
ist mit sehr guter Reproduzierbarkeit
moglich. Die Partikel-basierten Syste-
me bieten weiter den Vorteil, dass
Beadarrays mit HLA-Einzelantigenen
zur Verfiigung stehen, mit denen man
HLA-Antikorper nicht wie bisher gegen
HLA-Antigenkombinationen, sondern
gegen eine Vielzahl einzelner HLA-AI-
lele testen und so eine viel genauere
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Spezifizierung als bisher erreichen
kann. Mittlerweile kdnnen mit den Test-
systemen auch HLA-Kreuzproben
durchgefiihrt werden. Sie werden in der
Reihenfolge LCT, ELISA, Durchfluss-
zytometrie, Partikelimmunoassay im-
mer empfindlicher.

Nachteile der Ligandenbindungsassays
sind neben den hohen Kosten mogli-
cherweise die hohe Empfindlichkeit des
Antikorpernachweises. Im Vergleich
zur LCT-Technik werden je nach Test-
system bei bis zu 20-50% mehr Patien-
ten HLA-Antikorper gefunden. Hier
stellt sich die Frage nach der klinischen
Relevanz der im Vergleich zum LCT
zusitzlich detektierten Antikorper. Sii-
sal und Opelz untersuchten in 2002 (19)
transplantierte Patienten mit negativem
LCT-Antikorperscreening und LCT-
Crossmatch nachtriglich im ELISA.
Patienten mit positiven HLA-Klasse I-
und Klasse II-Antikdrpersuchtests zeig-
ten ein signifikant schlechteres Trans-
plantatiiberleben iiber 2 Jahre. Der ne-
gative Effekt auf das Transplantatiiber-
leben konnte durch die Zuordnung von
gut HLA-vertrdglichen Transplantaten
aufgehoben werden. Auch der umge-
kehrte Fall, bei dem HLA-Antikorper-
ELISAs negativ waren, aber im LCT ei-
ne Panelreaktivitdt von iiber 30 % be-
stand, zog ein signifikant schlechteres
Transplantatiiberleben nach sich. Die
Autoren kommen zu dem Schluss, dass
der kombinierte Einsatz von LCT und
HLA-Antikorper-ELISA-Tests bei
Transplantationen sinnvoll ist.

Zur Relevanz von HLA-Antikrpern
bei Transplantationen, die lediglich im
Partikel-Immunoassay (Luminex-Sys-
tem), nicht aber in LCT-basierten Tests
nachweisbar sind, gibt es zwei aktuelle
Studien. Billen et al. (20) konnten zei-
gen, dass die 5-Jahres-Transplantat-
Uberlebensrate bei isoliert positivem
HLA-Klasse-I-Luminex Crossmatch
um ca. 30% niedriger ausfiel. Amico et
al. (21) fanden bei LCT-Crossmatch-ne-
gativen Patienten mit donor-spezifi-
schen HLA-Antikoérpern (DSA) im Lu-
minex eine um etwa 50% hohere Rate
an Antikdrper-vermittelten AbstoSungs-
reaktionen, die gleichzeitig eine um
20% geringere S5-Jahres-Transplantat-
iberlebensrate aufwiesen. Auf der an-
deren Seite jedoch hatten etwa die Half-
te der DSA-positiven Patienten keine
antikorper-vermittelten Rejektionsepi-
soden und eine normale Transplantat-
iiberlebensrate. Die Daten zeigen, dass
sich fiir die mit den neuen Methoden

nachgewiesenen Antikdrper statistisch
eine klinische Relevanz abzeichnet. An-
dererseits sind die Ergebnisse vorsich-
tig zu bewerten, wenn es um die Vor-
hersage von negativen Ereignissen wie
akute AbstoBBungsreaktionen oder Risi-
ko eines Transplantatverlusts fiir den
Patienten geht. Dies kann zur mdgli-
cherweise ungerechtfertigten Ableh-
nung von Organangeboten fiihren. Der
groBe Wert der neuen Verfahren zur
HLA-Antikorperdiagnostik liegt mo-
mentan vor allem in der Abklérung von
unklaren Befunden der LCT-Diagnostik
und der Uberlegenheit der Methodik fiir
die Spezifizierung von HLA-Antikor-
pern. Die neue Methodik erlaubt den
sicheren Nachweis von Antikdrpern
auch gegen HLA-C, HLA-DQ und -DP,
was bisher nur mit hohem Aufwand
moglich war. Weiterhin konnen Anti-
korper gegen bestimmte molekularbio-
logische Subtypen von HLA-Merkma-
len (,.allelspezifische Antikorper) de-
tektiert werden. Auf diese Weise kon-
nen einzelne Epitope auf HLA-Antige-
nen bestimmt werden, gegen die sich
die Antikorperspezifitit richtet.

HLA-Diagnostik vor
Nierentransplantation

Der Umfang der immunologischen Ver-
traglichkeitsdiagnostik vor Nierentrans-
plantation in Deutschland ist iiber Re-
gularien von Eurotransplant (ET) und
die Richtlinien zur Organtransplantati-
on der Bundesirztekammer verbindlich
festgelegt und soll hier kurz dargestellt
werden. Mit der Eurotransplant-Stif-
tung bestehen Kooperationsvertrige fiir
die Vermittlung von Organen verstorbe-
ner Spender aus dem ET-Raum. ET gibt
ein Handbuch heraus, welches ein eige-
nes Kapitel iiber den Umfang der Histo-
kompatibilititstestung vor Transplanta-
tionen enthilt (22). Die Regeln sind in
wesentlichen Teilen in die Richtlinien
der deutschen Bundesérztekammer fiir
die Organtransplantation (23) iibernom-
men worden. Sie haben fiir Deutschland
Gesetzescharakter.

Die immunologische Evaluierung von
Organempféingern vor Nierentransplan-
tation umfasst eine Typisierung mindes-
tens der HLA-A, -B, und -DR-Antigene
sowie eine Untersuchung auf transplan-
tationsrelevante Antikdrper. Sie sollte
nach ET-Handbuch auch die Typisie-
rung von HLA-C und HLA-DQ bein-
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halten. Die Antikérperdiagnostik um-
fasst eine Untersuchung auf HLA-spe-
zifische Antikoérper mit dem Lympho-
zytotoxizitétstest (LCT) oder einer Me-
thode mit mindestens vergleichbarer
Sensitivitdt. Der LCT ist jedoch min-
destens einmal pro Jahr als Methode
einzusetzen. Das Serum wird gegen ein
Panel von mindestens 50 verschiedenen
Zellen oder HLA-Antigenkombinatio-
nen getestet und das Ergebnis als pro-
zentuale Panelreaktivitit (PRA-Wert)
angegeben. Als Zellmaterial sollen vor-
zugsweise ungetrennte mononukledre
Zellen aus peripherem Blut, also ein
Gemisch aus B- und T-Lymphozyten
und einem geringen Teil an Monozyten
verwendet werden. Bei positivem LCT
ist zusdtzlich ein Ansatz mit Dithiotrei-
tol (DTT) durchzufiihren. DTT inakti-
viert Antikérper vom Typ IgM und er-
moglicht die Erkennung von unterlie-
genden hochaffinen Antikdrpern vom
Subtyp IgG1 oder IgG3. Lymphozytére
Autoantikdrper sind meist vom IgM-
Typ und haben i.d.R. keine Relevanz
fiir die Transplantation. Sie verursachen
jedoch ein positives Crossmatch und
sollen daher moglichst im Vorfeld er-
kannt werden. Bei Nachweis von Anti-
korpern gegen HLA-Merkmale ist die
Spezifizierung erforderlich. Die Unter-
suchung auf HLA-Antikorper soll alle 3
Monate wiederholt werden, um Neuim-
munisierungen oder Anderungen im
Verlauf erkennen zu konnen. Patienten,
fiir die das Datum des letzten Antikor-
perscreenings mehr als 150 Tage zu-
riickliegt, bekommen nach ET-Regeln
keine Organe zugeordnet. Nach Immu-
nisierungsereignissen  (Schwanger-
schaften, Transfusionen, Transplanta-
tionen) oder bei Funktionsverlust bzw.
Entfernung eines Transplantats sollte It.
Richtlinien im Abstand von 2 und 4
Wochen ein HLA-Antikdrperscreening
durchgefiihrt werden. HLA-Antikérper-
spezifititen sind an ET zu iibermitteln
und fithren zum Ausschluss von Organ-
angeboten mit HLA-Merkmalen, gegen
die sich der Patient immunisiert hat.
Die Seren des quartalsweisen Antikor-
perscreenings werden fiir die lympho-
zytdren Kreuzproben bei Organangebo-
ten verwendet. Das Gewebetypisie-
rungslabor organisiert quartalsweise
den Versand von Serumproben aller Pa-
tienten an die Regionallabore der Koor-
dinierungsstelle sowie den Versand von
Serumproben immunisierter Patienten
an alle ET-Labore der Lénder des ET-
Verbunds.
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Die immunologische Evaluierung von
verstorbenen Organspendern umfasst
ebenfalls die Typisierung der HLA-A,
-B, und -DR-Merkmale, vorzugsweise
auch der HLA-C- und DQ-Merkmale.
Weiterhin ist eine lymphozytire Kreuz-
probe mittels LCT-Technik mit dem Se-
rum des Empféngers und ungetrennten
mononukledren Zellen aus peripherem
Blut, Milz- oder Lymphknotengewebe
des Spenders vorgeschrieben. Sind bei
dem Empfinger lymphozytire Autoan-
tikdrper vorbekannt, ist die Kreuzprobe
zusitzlich mit DTT durchzufiihren. Bei
vorimmunisierten Patienten ist eine er-
weiterte Kreuzprobendiagnostik zur Er-
hohung der Empfindlichkeit des Anti-
korpernachweises vorgeschrieben. Sie
erfolgt z.B. als Kreuzprobenansatz ge-
trennt mit B- und T-Lymphozyten. So-
fern vorhanden werden weitere Serum-
proben von Zeitpunkten, an denen das
Serum eine besonders hohe Reaktivitit
gegen HLA gezeigt hatte (,,Peak-Se-
rum®) oder Seren nach immunisieren-
den Ereignissen fiir den Kreuztest ver-
wendet. Die Feststellung und Mittei-
lung immunisierender Ereignisse sowie
die Bereitstellung von aktuellem Serum
mehr als 14 Tage nach diesem Ereignis
obliegt dem behandelnden Arzt. Eine
positive Kreuzprobe im LCT mit unge-
trennten oder T-Lymphozyten des
Spenders stellt nach wie vor eine Kont-
raindikation zur Transplantation dar.
Ein positives Crossmatch, welches auf
eine Reaktivitidt des Serums gegen B-
Lymphozyten zuriickgefiihrt werden
kann, stellt keine absolute Kontraindi-
kation zur Transplantation dar, und es
muss eine individuelle Risikoeinschét-
zung fiir oder gegen die Transplantation
erfolgen. Fiir Empfénger mit bekannten
nicht-HLA-spezifischen lymphozytéiren
Autoantikdrpern muss zusitzlich ein
Crossmatch mit DTT-Zusatz erfolgen.

Zusammenfassung

Wesentliche Neuerungen bei der Kom-
patibilititsdiagnostik vor Nierentrans-
plantationen haben sich vor allem bei
der Diagnostik HLA-spezifischer Anti-
korper ergeben. Trotz der Verfiigbarkeit
dieser Methoden ist nach giiltigen
Richtlinien der Lymphozytotoxizitéts-
test nach wie vor der Goldstandard fiir
die Kreuzproben- und Antikorperdiag-
nostik vor Nierentransplantationen. Die
klinische Relevanz der mit den neuen
Methoden nachweisbaren Antikorper
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fiir das Outcome ist zzt. in der fortge-
schrittenen Evaluationsphase. ELISA-
oder Partikelimmunoassays sind jetzt
schon unverzichtbar, wenn es um die
Abklarung unklarer Befunde im LCT
geht und wenn eine genaue HLA-Anti-
korperspezifizierung benotigt wird. Die
neuen Methoden ermdglichen erstmals
eine einfache Diagnostik auch von An-
tikdrpern gegen HLA-C, HLA-DQ und
HLA-DP sowie eine Erkennung von
HLA-allelspezifischen Antikorpern und
schaffen es so, ein komplettes Bild der
humoralen Immunisierung eines Pa-
tienten gegen HLA zu vermitteln. Zur
Erhohung der Sicherheit sollten sie re-
guldr bei Lebendtransplantationen zum
Einsatz kommen. Das Acceptable Mis-
match-Programm von Eurotransplant
nutzt die Methoden u.a. mit Erfolg zur
Definition von akzeptablen HLA-Anti-
genen bei hochimmunisierten Patien-
ten, die ganz besonders von der Zuord-
nung eines HLA-kompatiblen Organs
profitieren.

Auch im Zeitalter einer modernen Im-
munsuppression ist die Beachtung der
HLA-Kompatibilitdt von Spender und
Empfénger bei der Nierentransplantati-
on wichtig, um das immunologische
AbstoBungsrisiko nach Transplantation
langfristig gering zu halten. Eine gute
HLA-Vertrdglichkeit vermindert das
Risiko fiir eine humorale Immunisie-
rung und sorgt dafiir, dass der Anteil
vorimmunisierter Patienten auf unseren
Wartelisten gering gehalten wird.
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