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Referat

Antikérper gegen Spender-HLA-Merkmale, sogenannte Donor-spezifische anti-HLA-Anti-
kérper (DSA), reprasentieren die haufigste Ursache fir hyperakute und akute Absto-
Bungsreaktionen. Ein negativer Kreuztest, das hei3t der Ausschluss dieser DSA, wird
deshalb als mafgebliche Voraussetzung flr eine erfolgreiche Transplantation angesehen.
Zur Zeit gilt der komplementabhéngige Lymphozytotoxizitédts (CDC)-Kreuztest hierfir als
Standardmethode. Dessen Validitat kann jedoch durch artefizielle Komplementaktivierun-
gen beeintrachtigt werden. Diese kdnnen sich z.B. als Folge von im Patientenserum ent-
haltenen Therapeutika wie den monoklonalen Antikérpern Rituximab und Basiliximab er-
geben, da diese Antikdrper oft Bestandteile der immunsuppressiven Therapie darstellen.
In der vorliegenden Arbeit wurde deshalb untersucht, ob der ELISA-basierende Kreuz-
test (AMS-/AbCross-ELISA) bei Patienten unter Rituximab- oder Basiliximab-Therapie
artefaktfreie Resultate erzielt und somit eine geeignete Alternative zum CDC-Standard-
kreuztestverfahren darstellt.

27 Seren von Patienten unter Rituximab- und vier Seren von Patienten unter Basiliximab-
Therapie wurden vergleichend jeweils mittels CDC-basierendem und ELISA-basierendem
Kreuztest untersucht. Zusatzlich wurde der prozentuale Anteil Panel-reaktiver Antikérper
der Empfanger bestimmt. Fir Empfanger mit nachweisbaren Panel-reaktiven Antikérpern
wurden zuséatzlich virtuelle Kreuztests durchgefiihrt, um die Validitat der de facto Kreuz-
testergebnisse zu Uberprifen.

In allen getesteten Féllen gelang im CDC-Kreuztest kein valider Ausschluss bzw. Nach-
weis von DSA. Hier kam es durch die therapeutischen Antikérper zur Komplementaktivie-
rung und folglich zu falsch positiven Ergebnissen. Im Gegensatz dazu stimmten die Er-
gebnisse der ELISA-basierenden Vertraglichkeitsproben mit denen der virtuellen Kreuz-
stests in allen Féllen tberein. DSA konnten sicher ausgeschlossen bzw. nachgewiesen
werden. Die Resultate der vorliegenden Arbeit zeigen deutlich die methodische Uber-
legenheit des ELISA-basierenden Kreuztestverfahrens gegeniber dem CDC-Standard-
kreuztestverfahren. Folglich sollte in Situationen, in denen der CDC-basierende Kreuztest
keine plausiblen Ergebnisse liefert, der ELISA-basierende Kreuztest als alternatives oder

komplementéares Verfahren eingesetzt werden.
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Diss., 68 Seiten, 2017
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1 Einleitung

1.1 Der Haupthistokompatibilititskomplex (Major Histocompatibility Complex,
MHC)

Der Haupthistokompatibilitdtskomplex des Menschen, der als Humanes Leukozyten-Anti-
gen-System (HLA-System) bezeichnet wird, wurde erstmals im Jahr 1958 durch J. Daus-
set beschrieben. Dausset fand im Blut polytransfundierter Patienten einen Antikérper
gegen ein Antigen, das er MAC nannte und welches dem heute als HLA-A2 bezeich-
neten Merkmal entspricht. Ausgehend von dieser Entdeckung gelang es in den folgen-
den Jahren, weitere Merkmale zu identifizieren sowie einen Zusammenhang zwischen
dem Transplantatiberleben und der HLA-Kompatibilitdt transplantierter Nieren mit den
Empféanger-Merkmalen herzustellen (Dausset, 1958; Batchelor und Joysey, 1969; Daus-
set et al., 1970) .

1.1.1 Struktur und physiologische Funktion der MHC-Molekiile

Bei den MHC-Molekullen handelt es sich um peptidbindende Glykoproteine, die eine zen-
trale Rolle in der Immunreaktion spielen. Nach Bindung von Peptidfragmenten prasen-
tieren sie diese als Antigene an T-Lymphozyten und leiten so die Immunantwort ein. In
Abhéangigkeit von der MHC-Klasse werden Antigene endogenen (MHC-I) oder exoge-
nen (MHC-I11) Ursprungs und unterschiedlicher GréB3e prasentiert. Wird ein solcher MHC-
Peptid-Komplex von einem spezifischen T-Zell-Rezeptor erkannt, so wird durch diese In-
teraktion die T-Zell-vermittelte Pathogenabwehr eingeleitet (Engelhard, 1994).
MHC-Klasse-I-Molekiile bestehen aus einer schweren hochpolymorphen a-Kette (Mole-
kulargewicht ca. 44 kDa) und dem kleineren nicht polymorphen 35-Mikroglobulin (Mole-
kulargewicht ca. 11,5 kDa), das der a-Kette nichtkovalent angelagert ist (Abbildung 1).
Die a-Kette besteht aus drei extrazellularen Domanen (a1, a2 und «3), einem Trans-
membranteil und einer kurzen zytoplasmatischen Region. Die «3-Doméane und das 32-
Mikroglobulin sind hochkonserviert und ahneln in ihnrem Aufbau der konstanten Region
der Proteine aus der Immunglobulin-Superfamilie. Durch die Interaktion des 32-Mikroglobulins
mit der a3-Doméne wird die Gesamtkonformation des MHC-Klasse-I-Molekiils stabilisiert
und die Peptidprasentation erst ermdéglicht (Bjgrkman et al., 1987). Die polymorphen a1-
und a-2-Doménen bilden die Wande der Antigenbindungsstelle flir Proteinfragmente mit
einer Lange von 8 bis 10 Aminoséuren (Murphy et al., 2009).

1
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MHC-Klasse Il Molekiile weisen ebenfalls eine heterodimere Zusammensetzung auf, wo-
bei sie aus einer schwereren «a-Kette mit einem Molekulargewicht von 33-35 kDA und
einer leichteren -Kette mit einem Molekulargewicht von 26-29 kDa bestehen (Abbildung
1). Jede der beiden Ketten setzt sich aus einer polymorphen Region (a1 bzw. §1), die
die Antigenbindungsstelle bildet, einer Domane mit geringer Variabilitat (o2 bzw. 52),
die strukturelle Ahnlichkeit zu den Immunglobulinen aufweist, einer transmembranaren
Domane sowie einem kurzen zytoplasmatischen Stiick zusammen. Im Unterschied zu
den HLA-Klasse-I-Merkmalen sind die spaltbildenden Domanen offen gestaltet, wodurch
gréBere Peptide mit einer Lange von 16 bis 20 Aminosauren gebunden und prasentiert
werden kdnnen (Klein und Sato, 2000; Wassmuth, 2005; Murphy et al., 2009).

Region Struktur . Funktion
Klasse | Klasse Il
Fapi: Antigen-
Emdl..!ngs- prasantation
regian
Immuwn- | Struktur-
globulin- shabilisierung,
dhnliche | Cowche
Region | Blindung
Trang. | qsosomecoen ¢ patocomcncon | patrctenomacd b oroaoseosenl
mambran- | Vprankerung
Sl -1 1 B e e e e o v e S
Zytoplas- | . | Signairans-
(LT i + dukbion?
Region | [

Abbildung 1: Struktur und Funktion von MHC-Klasse-l- und MHC-Klasse-lI-
Molekiilen. MHC-Klasse-I-Molekile bestehen aus einer hochpolymorphen
a-Kette, deren Doméanen 1 und 2 die Antigenbindungsstelle bilden und dem
monomorphen B2-Mikroglobulin, welches gemeinsam mit der a3-Doméne
der Strukturstabilisierung dient. Die beiden Ketten der MHC-Klasse-II-
Molekile sind gleichermafen an der Bildung der Antigenbindungsstelle (po-
lymorphe Bereiche a1 und 1) sowie an der Strukturstabilisierung (nicht
polymorphe Regionen a2 bzw. 52) beteiligt. [Quelle: (Wassmuth, 2005)]

T-Zellen sind nicht in der Lage, freie Antigene zu erkennen. Sie werden nur dann akti-
viert, wenn ihnen Peptidantigene, an MHC-Molekile gebunden, prasentiert werden. Die-
se Einschrankung bezeichnet man als MHC-Restriktion. MHC-Klasse-I-Molekiile, die auf
allen kernhaltigen Zellen sowie Thrombozyten exprimiert werden, sind vorwiegend fir
die Prasentation endogener Peptide an CD8-positive zytotoxische T-Zellen verantwort-
lich. MHC-Klasse-1I-Molekile, die konstitutiv nur auf sogenannten professionellen anti-
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genprasentierenden Zellen wie B-Lymphozyten, Dendritischen Zellen und Makrophagen
zu finden sind, prasentieren exogene Peptide an CD4-positive T-Helferzellen (Klein und
Sato, 2000; Murphy et al., 2009). Stress-induziert kbnnen diese Moleklle aber auch
auf anderen Zellen exprimiert werden. Hierzu gehdren neben aktivierten T-Zellen auch
Endothelzellen und die Tubulusepithelzellen der Niere, fir die insbesondere im Zusam-
menhang mit AbstoBungsreaktionen transplantierter Nieren eine erhdhte Expression von
HLA-DR-Molekilen gezeigt wurde (Hall et al., 1984; Wen et al., 2013).

1.1.2 Genetische Lokalisation des humanen MHC-Komplexes

Die Gene des HLA-Systems sind mit Ausnahme des Gens, das das B2-Mikroglobulin ko-
diert, auf dem kurzen Arm des Chromosoms 6 (6p21.1-6p21.3) lokalisiert. Der gesamte
Komplex klassischer HLA-Gene umfasst eine GrdBe von mindestens 3,6 Mb und besteht
aus drei Regionen (Abbildung 2). Die Region der HLA-Klasse-I-Gene befindet sich auf der
telomeren, die der HLA-Klasse-1I-Gene auf der dem Zentromer zugewandten Seite. Zwi-
schen diesen beiden Bereichen liegt der historisch als HLA-Klasse-IlI-Region bezeichne-
te Genabschnitt, der weder HLA-Klasse-I noch HLA-Klasse-Il ahnliche Gene beinhaltet.
Es handelt sich vielmehr um einen Genabschnitt, der eine duf3erst hetereogene Gruppe
von Molekillen unterschiedlichster Funktion kodiert. Dazu gehéren unter anderem Ge-
ne fir Komplementfaktoren (C2, C4, B), Zytokine (TNFa LTA, LTB), Chaperone (Hitze-
schockproteine, HSP) und Komponenten der Cytochrom P450-Superfamilie (CYP21A2).
In allen Regionen liegen zahlreiche Pseudogene, die nicht exprimiert werden (Trowsdale
et al., 1991; The MHC sequencing consortium*, 1999; Mungall et al., 2003; Shiina et al.,
2009).
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Abbildung 2: Genetische Organisation des humanen Haupthistokompatibilitatskom-
plexes. Dargestellt ist der Aufbau der fir antigenprésentierende HLA-
Klasse-I- und -lI-Molekile kodierenden MHC-Gene des Menschen. In der
Klasse-I-Genregion (rot) liegen die drei Hauptgene fir die jeweilige a-
Kette des MHC-I-Proteins (HLA-A, HLA-B, HLA-C). Das Gen fir das B2-
Mikroglobulin liegt, obwohl es ebenfalls einen Teil des MHC-Klasse-I-
Molekiils kodiert, auf einem anderen Chromosom (Chromosom 15). In der
Klasse-IlI-Genregion befinden sich die Gene fir die a- und S-Ketten (jeweils
mit A und B bezeichnet) der MHC-II-Molekile DR, DQ und DP (gelb). Gene
fir Molekile, die an der HLA-Klasse-I-spezifischen Antigenprozessierung
beteiligt sind (TAP, TAPBP, LMP) und die HLA-DM- und DO-Gene, die Be-
deutung fir die Bindung von Peptiden an HLA-Klasse-II-Molekille haben,
sind ebenfalls in der HLA-Klasse-llI-Genregion kodiert. Zwischen beiden
Abschnitten befinden sich die Gene der HLA-Klasse-IlI-Region (gestrichelte
Linie). Quelle: (Murphy et al., 2009)

In der HLA-Klasse-I-Genregion findet man drei Genorte (HLA-A, -B, -C), die die a-Ketten
der klassischen, d.h. serologisch definierten und transplantationsrelevanten HLA-Klasse-
[-Molekiile kodieren und in bestimmten Abschnitten (Doméanen) hochpolymorph sind.
Ebenfalls hier lokalisiert liegen die wenig polymorphen Gene der nichtklassischen HLA-
Molekiile HLA-E, HLA-F und HLA-G, deren Produkte durch Induktion einer gesteiger-
ten Immuntoleranz eine protektive Rolle bei entziindlichen Prozessen und Erkrankungen
des autoimmunen Formenkreises spielen (Lee et al., 1998; Pietra et al., 2010; Rouas-
Freiss et al., 2014; Zidi et al., 2016). HLA-G-Molekile, die zuerst auf Trophoblastzellen
der Plazenta gefunden wurden, sind auBerdem an der maternalen Toleranz wahrend der
Schwangerschaft beteiligt (Alegre et al., 2014; Rebmann et al., 2014). Auf der zentrome-
ren Seite des Komplexes liegen die Gene der MIC-(MHC-Class-I-Related-Chain) Familie,
die ebenfalls hochpolymorph sind (Bahram et al., 1994). Sie kodieren Proteine, die stre3-
induziert auf der Oberflache epithelialer Zellen exprimiert werden und als Liganden fir
den NKG2D-Rezeptor dienen. Dieser befindet sich auf der Oberflache von T-Zellen und

Natudrlichen Killerzellen (NK-Zellen), die Uber Ligand-Rezeptor-Wechselwirkungen akti-
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viert werden (Groh et al., 1996; Bauer et al., 1999; Vivier et al., 2002; Carapito und
Bahram, 2015). Das Gen fur das B,-Mikroglobulin, welches nichtkovalent mit der a-Kette
assoziiert ist, liegt hingegen auf dem Chromosom 15 (Murphy et al., 2009).

Die HLA-Klasse-II-Molekiile werden durch die drei Genorte HLA-DR, HLA-DQ und HLA-
DP kodiert. In der HLA-DR Region befindet sich ein Gen (DRA) fir die a-Kette und bis
zu vier exprimierte Gene (DRB 1,3,4,5) fir die 5-Kette des HLA-DR Molekils. Das HLA-
DRB1-Gen, das die HLA-Merkmale DR 1-18 kodiert, wird konstitutiv exprimiert, wahrend
HLA-DRBS, -DRB4 und -DRB5 mit ihren Genprodukten nur bei bestimmten Haplotypen
vorhanden sind. In der HLA-DQ-, sowie die HLA-DP-Region liegt jeweils ein Gen zur Ex-
pression der a- und S-Ketten.

Weitere Gene in der HLA-Klasse-II-Region kodieren Molekiile, die in den Transport und
die Prozessierung zu prasentierender Antigene involviert sind (TAP1:TAP2-Peptidtranspor-
ter =TAP, Tapasin =TAPBP, Proteasomgene =LMP, DO- und DM-Molekll =DM, DOA,
DOB) (The MHC sequencing consortium*, 1999).

1.1.3 Genetische Variabilitat der HLA-Merkmale - Polygenie, Polymorphismus,
kodominante Vererbung

Um auf ein breites Spektrum von Pathogenen reagieren zu kdnnen, muss ein hoher Grad
an Diversifikation der HLA-Molekule innerhalb einer Population gewéhrleistet sein. Diese
Variabilitdt beruht auf drei Mechanismen: Polygenie, Polymorphismus und kodominan-
te Vererbung der Merkmale. Wie bereits beschrieben, existieren fir jede MHC-Klasse
mehrere Genorte (Polygenie). Somit exprimiert jeder Mensch die Produkte von drei ver-
schiedenen HLA-Klasse-I-(A-, B-, C-) und drei bzw. vier verschiedenen HLA-Klasse-II-
(DR-, DQ-, DP-) Genorten. Diese Merkmale werden kodominant vererbt, so dass jeder
Mensch je ein mitterliches und ein vaterliches Allel des gleichen Genortes besitzt, die
auch beide exprimiert werden. Sind beide Allele identisch, spricht man von Homozygotie,
bei unterschiedlichen Allelen von Heterozygotie bezlglich dieses Merkmals. Heterozygo-
te Individuen exprimieren demnach bis zu 14 verschiedene HLA-Merkmale (je drei mut-
terliche und drei vaterliche HLA-Klasse-I- plus jeweils vier matterliche und vier vaterliche
HLA-Klasse-II-Merkmale) komplett homozygote Individuen dagegen maximal 6 Merkma-
le. Die Gesamtheit der Allele aller HLA-Genorte eines Chromosoms wird als Haplotyp
bezeichnet (Wassmuth, 2005).

Die Gene des MHC-Komplexes weisen dariiber hinaus einen hochgradigen Polymorphis-
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mus auf, so dass fur jedes HLA-Merkmal zahlreiche allelische Varianten existieren (multi-
ple Allelie). Dieses Phdnomen tragt in erster Linie zur Vielfalt der HLA-Molekdle innerhalb
der Population bei. Bisher wurden bereits mehr als 16.000 Allele beschreiben, darunter
Uber 4.000 Allele allein fur das HLA-B-Molekul (Tabelle 1). Der MHC-Komplex ist somit
als Genkomplex mit dem héchsten bekannten Polymorphismusgrad anzusehen (Murphy
et al., 2009).

Tabelle 1: Anzahl der derzeit bekannten HLA-Allele und HLA-Antigene, Stand 12/2016

HLA-Klasse A B C DRB DQB DPB
HLA-Allele 3.830 4.647 3.382 2.252 1.054 740
HLA-Antigene 2.703 3.408 2391 1.661 727 740

[Quelle: (EMBL-EBI und Services, 2017)]

Die Polymorphismen treten fast ausschlief3lich in den Regionen auf, die der Antigenpra-
sentation dienen. Molekil-stabilisierende Regionen wie z.B. die a3-Doméane des MHC-
Klasse-I-Molekdls unterliegen einer derart ausgepragten allelischen Variabilitat nicht (Mur-
phy et al., 2009).

1.2 HLA-Merkmale und Transplantation

HLA-Molekiile spielen eine zentrale Rolle bei der Erkennung kdérperfremder Zellen. Bei
der Transplantation nicht HLA-identischer Organe wird mit ihrer Hilfe eine Immunant-
wort ausgeldst. Diese kann Uber zwei Wege induziert werden. Zum einen kénnen HLA-
Molekile auf antigenprasentierenden Zellen des Spenders mit spendereigenen Peptiden
einen immunogenen Komplex bilden, der zur Aktivierung alloreaktiver T-Zellen des Emp-
fangers fuhrt (direkter Weg). Zum anderen kdnnen alloreaktive T-Zellen auch tber anti-
genprasentierende Zellen des Empfangers, die aus Spender-HLA-Molekilen abgebaute
Peptide als Antigen présentieren, aktiviert werden (indirekter Weg). Wéhrend Uber den
indirekten Weg die initiale Sensibilisierung verlauft, ist der direkte Weg vor allem an der
Aufrechterhaltung des AbstoBungsprozesses beteiligt (Lechler und Batchelor, 1982; Be-
nichou et al., 1992; Benichou, 1999).

Eine groBtmdgliche Ubereinstimmung der HLA-Merkmale von Spender und Empfanger
ist somit von erheblichem Vorteil fir die Nachhaltigkeit einer Transplantation. Zahlrei-
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che Studien zeigten den Zusammenhang zwischen der Anzahl der sogenannten HLA-
“mismatches” und dem Transplantatiiberleben (Opelz et al., 1994; Opelz und Déhler,
2007; Susal und Opelz, 2013; Williams et al., 2016). Den starksten EinfluB scheinen
hierbei die HLA-DR Merkmale, gefolgt von HLA-B- und HLA-A-Merkmalen zu besitzen
(Feucht und Opelz, 1996). Neuere Untersuchungen zeigen jedoch, dass auch HLA-C und

HLA-DP-Inkompatibilitdten erhebliche negative Effekte auf das Transplantationsergebnis

haben kdnnen (Frohn et al., 2001; Tran et al., 2011; Jolly et al., 2012).

1.2.1 Klassifizierung der AbstoBungsreaktionen in Abhangigkeit ihres zeitlichen
Verlaufs nach der Transplantation

Basierend auf dem zeitlichen Verlauf der Immunreaktion werden AbstoBungsreaktionen

in hyperakut, akut und chronisch eingeteilt (Abbildung 3).

Humoral-vermirtelre Abstolung

Pathophvsiologie allogener Endothelzellen

nach einer Transplantation
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Abbildung 3: Uberblick iiber die Klassifizierung der AbstoBungsreaktionen in Ab-
hangigkeit ihres zeitlichen Verlaufs. Dargestellt ist die Klassifizierung der
AbstoBungsreaktionen solider Organe in Abhangigkeit ihres zeitlichen Ver-
laufs. Den einzelnen AbstoBungreaktionen sind die ihnen zugrunde liegen-
den Mechanismen zugeordnet. Wahrend die hyperakute Absto3ung allein
humoral vermittelt wird, beruhen akute und chronische AbstoBungsreaktio-
nen auf dem Zusammenwirken humoraler und Zell-vermittelter Mechanis-
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men. [Quelle: modifiziert nach (Piotti et al., 2014)]
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Als hyperakute AbstoBungsreaktion bezeichnet man die irreversible Schadigung eines
Transplantates innerhalb von Minuten bis maximal 48 Stunden nach der Transplantati-
on. Ursé&chlich fir diese Art von TransplantatabstoBung sind praformierte, zytotoxische
Antikdrper gegen Antigene, die sich auf den Endothelien der Blutgeféf3e des Transplan-
tates befinden. Hierzu z&hlen in erster Linie anti-HLA-Antikdrper und ABO-Blutgruppen-
spezifische Antikérper, die nach Bindung an Endothelzellen zur Aktivierung des Kom-
plementsystems flhren. Die Komplementaktivierung flihrt zu einer ausgepragten Scha-
digung des Endothels und einer Freisetzung von Bestandteilen der extrazellularen Ma-
trix, wodurch es zur Aktivierung der Gerinnungskaskade kommt. Letztendlich wird durch
Thrombosierung der GefaBe die Organdurchblutung unterbunden; es kommt zum Or-
ganinfarkt und somit zum Verlust der Transplantatfunktion (Kissmeyer-Nielsen et al., 1966;
Piotti et al., 2014; Becker et al., 2016).

Akute AbstoBungsreaktionen treten in den ersten Tagen bis Wochen nach der Trans-
plantation auf. Man unterscheidet die Zell-vermittelte akute Abstof3ungsreaktion von der
ebenfalls akuten Antikérper-vermittelten (humoralen) AbstoBBungsreaktion. Der zellver-
mittelten AbstoBungsreaktion liegen die bereits in Kapitel 1.2 erlduterten Mechanismen
zu Grunde. Durch Einwanderung von T-Zellen in das interstitielle Gewebe des Trans-
plantates kommt es zur Aktivierung von Endothelzellen des Spenderorgans, die dann
vermehrt Adh&sionsmolekile exprimieren und Entziindungsmediatoren produzieren. Die
Ausbildung eines Entziindungsherdes mit nachfolgender Nekrotisierung fuhrt zur nach-
folgenden Zerstérung des Transplantates. (Cornell et al., 2008; Becker et al., 2016). Die
humorale d.h. Antikérper-vermittelte akute AbstoB3ungsreaktion beruht zum einen auf pra-
formierten, zum anderen auf de novo synthetisierten Alloantikérpern. Erstere sind in vie-
len Fallen zum Zeitpunkt der Transplantation nicht detektierbar, fihren jedoch aufgrund
des immunologischen Gedéachtnisses und der daraus resultierenden beschleunigten Anti-
kérperneubildung Uber die Aktivierung des Komplementsystems zur Rejektion des Trans-
plantates. Bioptisch nachweisbares Korrelat dieser humoral vermittelten Abstof3ungsre-
aktion ist haufig das Komplement-Spaltprodukt C4d, das in den Kapillaren abgelagert
wird. Der immunhistochemische Nachweis von C4d ist demnach ein wichtiges Diagnose-
kriterium fur die humorale AbstoBungsreaktion (Feucht et al., 1993; Cooper et al., 2011;
Haas et al., 2014; Gonzalez-Molina et al., 2016). Grundsatzlich wird die akute Absto-
Bungsreaktion in nahezu allen Féllen als Zusammenspiel zellularer und humoraler Me-

chanismen betrachtet.
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Die chronische AbstoBungsreaktion, die als Begriff vielfaltige pathologische Mechanis-
men bezeichnet, entwickelt sich Uber Monate bis Jahre und beruht sowohl auf alloreak-
tiven, als auch auf nicht alloreaktiven Mechanismen. Alloreaktivitat wird sowohl zellular
als auch humoral vermittelt. Durch alloreaktive T-Zellen wird eine chronische Entziindung
ausgeldst, durch die es zur Atrophie der Tubuli, zur interstitiellen Fibrose und schlief3lich
zum irreversiblen Organversagen kommt. Im Tiermodell konnte auBerdem eine durch
alloreaktive IgG-Antikérper ausgeléste beschleunigte Arteriosklerose in transplantierten
soliden Organen gezeigt werden. Nicht auf Alloreaktivitat beruhende Ursachen der chro-
nischen Transplantatabsto3ung sind zum einen auf Ischamieperfusionsschaden aus der
Transplantationsdurchfiihrung, die im weiteren Verlauf nachteilige Effekte auf das Or-
gan haben kdénnen zum anderen auf toxische Nebenwirkungen der immunsuppressiven
Therapie zurlckzufUhren. In diesem Zusammenhang ist insbesondere der Calcineurin-
Inhibitor Ciclosporin zu erwdhnen. Dieses Immunsuppressivum fihrt bei Iangerdauernder
Therapie durch Fibrosierung des Interstitiums und Atrophie der Tubuli nicht selten zum
Funktionsverlust des Organs (Cornell und Colvin, 2005; Murphy et al., 2009).

1.2.2 Donor-spezifische Antikérper (DSA)

Bereits in den sechziger Jahren des letzten Jahrhunderts konnte gezeigt werden, dass
fir hyperakute und akute AbstoBungsreaktionen Uberwiegend praformierte oder de novo
synthetisierte und gegen Oberflachenmarker der Spenderlymphozyten gerichtete Anti-
kérper verantwortlich sind (Kissmeyer-Nielsen et al., 1966; Patel und Terasaki, 1969).
Weitere Untersuchungen zeigten, dass es sich bei den das Antigen reprasentierenden
Molekilen in den meisten Fallen um HLA-Merkmale des Spenders handelt. Die vom
Empfanger gebildeten Antikérper wurden aufgrund der Tatsache, dass sie spezifisch ge-
gen Merkmale eines bestimmten Spenders gerichtet sind, als Donor-spezifisch bezeich-
net.

Aus neueren Untersuchungen weif3 man, dass neben anti-HLA-Antikérpern auch Donor-
spezifische Antikérper existieren, die gegen andere Oberflachenmarker auf den Endo-
thelzellen gerichtet sind. Zielstrukturen dieser Antikérper sind z.B. ABO-Blutgruppenanti-
gene oder die in Analogie mit den HLA-Merkmalen hochpolymorphen MICA-Molekiile.
Praformierte Antikérper gegen MICA verkirzten das Transplantatiberleben, selbst wenn
der Transplantatempfénger keine anti-HLA-Antikérper entwickelt hatte (Mehra et al., 2013).
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1.3 Uberblick iiber Nachweismethoden zur Detektion Donor-spezifischer
anti-HLA-Antikorper

1.3.1 Komplementabhangiger Lymphozytotoxizitatskreuztest

Der heute als Standardverfahren verwendete komplementabhangige Lymphozytotoxizi-
tatstest (CDC) wurde vor bereits vor etwa 50 Jahren von Patel und Terasaki entwickelt
(Patel und Terasaki, 1969). Nach Inkubation der Spenderlymphozyten mit dem Empfan-
gerserum binden Donor-spezifische anti-HLA-Antikérper des Empfangers an die HLA-
Molekille auf den Spenderzellen. Durch Zugabe von Kaninchenkomplement wird die
Komplementkaskade Uber den klassischen Weg aktiviert und die Antikdrper-markierten
Zellen lysiert. Ein positives Testergebnis ist also an das Vorhandensein komplement-
aktivierender Donor-spezifischer Antikdrper gebunden. Die lysierten Zellen werden im
nachsten Schritt durch Ethidiumbromid rot geférbt, wéhrend nicht durch DSA markier-
te und folglich nicht durch die Komplementkomponenten attackierte vitale Zellen durch
Acridinorange griin gefarbt werden (Schlaf et al., 2014a). Das Testprinzip sowie die Test-
durchfihrung werden in Kapitel 3.7 genauer erlautert.

Hat der Spender ausschlieBlich Antikérper gegen HLA-Klasse-1I-Merkmale gebildet, er-
reicht der CDC-Kreuztest bei Verwendung unfraktionierter Peripherer Blutlymphozyten
(PBL) nur eine geringe Sensitivitat, da sich Klasse-1l-Merkmale nur auf maximal 20 % der
PBL (B-Lymphozyten, Monozyten) befinden. Selbst bei einer starken Antigen-Antikérper-
Reaktion werden deshalb nur schwach positive Scores erreicht (Tabelle 15). Eine Er-
héhung der Sensitivitdt kann zum einen durch die Verwendung separierter T- und B-
Lymphozyten, zum anderen durch den Einsatz polyklonaler anti-human-IgG-Antikérper
(Anti-Humanglobulin, AHG) als quasi zwischengeschaltete Sekundarantikérper erreicht
werden. Bei diesem modifizierten AHG-verstérkten Kreuztest bewirken die Sekundaran-
tikdrper eine forcierte Komplementaktivierung und daraus resultierend eine erhdhte Test-
sensitivitat (Schlaf et al., 2014a). Ein weiterer Nachteil des CDC-Kreuztestes als zellula-
rer Vitalitatstest ist die strikte Abhangigkeit seiner Interpretierbarkeit von intakten Spen-
derlymphozyten. Eine erhebliche Einschréankung erfahrt die Spezifitdt des CDC-Kreuz-
testes auch dadurch, dass neben den Spender-spezifischen anti-HLA-Antikdrpern auch
andere komplementfixierende Antikdrper detektiert werden. Somit kommt es bei Pati-
enten mit Autoimmunerkrankungen (Rheumatoide Arthritis, Systemischer Lupus Erythe-
matodes) oder unter Behandlung mit therapeutischen Antikérpern bereits unter theore-
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tischen Gesichtspunkten zwangslaufig zu falsch positiven Ergebnissen bei Verwendung
des CDC-Kreuztestes (Schlaf et al., 2012, 2014b). Auf diesen Aspekt wird in Kapitel 5.2

ausfuhrlich eingegangen.

1.3.2 Durchflusszytometrischer Kreuztest

Eine dem AHG-verstarkten Kreuztest vergleichbar hohe Sensitivitat erreicht der durch-
flusszytometrische Kreuztest (Fluorescence-Activated Cell Sorter-Crossmatch, FACS-
CM). Nach Bindung der DSA aus dem Empfangerserum an HLA-Molekile auf den Spen-
derlymphozyten erfolgt die Detektion der DSA Uber eine indirekte Fluoreszenzmarkierung
mittels monoklonaler oder polyklonaler anti-human-Ig-Sekundarantikérper. Dieses Ver-
fahren ermdglicht den Nachweis komplementfixierender und nicht-komplementfixierender
Antikorper. Allerdings kann das Testergebnis in erheblicher Weise durch die unspezifi-
sche Bindung irrelevanter Antikérper an Fc-Rezeptoren der Donor-B-Lymphozyten be-
einfluB3t werden. Zur Vermeidung dieser unspezifischen Bindungen wurde das Verfahren
durch den Zusatz von Pronase, einem Enzym, das Fc-Rezeptoren von der Zelloberflache
entfernt, modifiziert. Allerdings beeinflusste der Pronase-Zusatz auch die Nachweisbar-
keit von HLA-Molekullen auf der Zelloberflache und somit die Reaktionsergebnisse des
FACS-basierenden Kreuztestes (Hetrick et al., 2011). Einen anderen Ansatz, unspezifi-
sche Bindung Uber Fc-Rezeptoren zu vermeiden, beschrieben Hajeer et al. (2009). Sie
nutzten zur Blockade von Fc-Rezeptoren hitzedenaturiertes Kaninchenserum, wodurch
eine erhebliche Verbesserung der Testspezifitdt erreicht werden konnte (Hajeer et al.,
2009). Allerdings ist in Analogie zum CDC-basierenden Kreuztest auch die Interpretier-
barkeit des FACS-basierenden Kreuztestes von der initialen Vitalitdt der Donorzellen in
erheblicher Weise abhangig (Altermann et al., 2006).

1.3.3 Virtueller Kreuztest
Im virtuellen Kreuztest werden die anti-HLA Antikdrperspezifitidten des Empfangers mit
den HLA-Merkmalen des Spenders auf Ubereinstimmung verglichen.

Eine im Gegensatz zu den historischen Zellplattenassays verlasslichere Mdglichkeit der
Bestimmung von Antikdrperspezifitaten stellen Festphasen-basierende Verfahren dar. In
der niedrig-auflésenden Variante verwenden diese Testsysteme HLA-Molekile einzelner

11
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Thrombozytenspender (QuikID/GTI, Waukesha, USA) bzw. EBV-transformierter humaner
Zelllinien (PRA-STAT/Sang Stat Medical Corp., Palo Alto, USA) als antigene Komponen-
ten zur Darstellung von anti-HLA-Klasse-1I-Antikérpern (Worthington et al., 2001; Tait,
2016). Zu den Festphasen-basierenden Verfahren gehérte auch das DynaChip-System
(Invitrogen/Dynal, Bromborough, UK), das das einzige Chip-basierende und somit voll
automatisierte Verfahren fir die anti-HLA-Antikérper Analyse darstellte, bis es 2011 aus
kommerziellen Grinden vom Markt genommen wurde. Es bestand aus einem Mikro-
chip, der an 106 Positionen mit HLA-Klasse-I- und an 48 Positionen mit HLA-Klasse-
[I-Molekdlen jeweils einzelner Spender besetzt war.

Die hochauflésenden Variante dieser Spezifizierungsassays ermdglicht durch die Ver-
wendung rekombinant hergestellter einzelner immobilisierter HLA-Klasse-I- bzw. HLA-
Klasse-II-Molekiile (LAT™/One Lambda, Canoga Park, USA) den Nachweis von Antikér-
pern gegen haufige singuldre und verschiedene seltene HLA-Phanotypen.

Die Vorteile der Festphasen-basierenden Techniken liegen in ihrer Unabhangigkeit von
der Verfligbarkeit vitaler Zellen und der Mdglichkeit der Identifikation sowohl komplement-
aktivierender als auch nicht-komplementaktivierender Antikérper (Schlaf et al., 2014a).

Eine zweite Mdglichkeit zur anti-HLA Antikdrperspezifizierung ist die Luminex Technik, die
die derzeit am h&ufigsten verwendete Methode darstellt. Sie beruht auf der Verwendung
von Mikropartikeln (Beads), die sich in ihren Fluoreszenzfarbténen unterscheiden. Die-
se werden mit verschiedenen HLA-Molekiilen eines Spenders (Single Donor Auflésung)
oder Einzelantigenen (Single Antigen Auflésung) beladen, an die bei entsprechender In-
kubation die im Empfangerserum vorhandenen anti-HLA-Antikérper binden. Die Detek-
tion erfolgt Uber anti-human-IgG- oder anti-human-1gG/IgM/IgA-Sekundéarantikdrper, an
die Phycoerythrin, ein Fluoreszenzfarbstoff, gekoppelt ist. Dessen Spektralbereich un-
terscheidet sich von dem in den Beads eingelagerten Fluoreszenzfarbstoffen. Die Ana-
lyse und Auswertung erfolgt mit dem Luminex-Analysesystem, welches zwei Laser ent-
halt. Wahrend der erste Laser das Fluoreszenzspektrum der Beads registriert, erkennt
der zweite Laser die Phycoerythrin-markierten Sekundarantikérper. Die Luminex Tech-
nik ist die derzeit sensitivste Methode der anti-HLA Antikdrperbestimmung (Schlaf et al.,
2014a; Tait, 2016) Neben den durch den CDC identifizierbaren DSA werden auch nicht-
komplementfixierende Antikdrper sowie sehr niedrige Antikdrpertiter detektiert. Allerdings
korreliert der Nachweis von anti-HLA-Antikérpern in den Luminex Assays nicht immer mit

einem Einfluss auf das Transplantatiberleben. Méglicherweise ist die Konzentration der
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durch dieses hochsensitive Verfahren detektierten Donor-spezifischen Antikérper gene-
rell zu gering, um schadigende Wirkungen auf das Transplantat auszulben (Gupta et al.,
2008; Susal et al., 2011). Zusétzlich ergaben sich Nachweise von Antikdrpern, die ledig-
lich gegen rekombinante aber nicht gegen native HLA-Molekdle gerichtet sind. Diese als
sogenannte Natural Antibodies bezeichneten Antikdrper stellen ein Ernst zu nehmendes
Artefakt der Luminex-basierenden Single Antigen Auflésung dar. Viele der nachgewiese-
nen Antikdrper konnten als initial gegen bakterielle Epitope gerichtet identifiziert werden.
Eine Bindung an nicht rekombinant hergestellte d.h. native HLA-Antigene des gleichen

Phanotypen ist bei ihnen jedoch nicht gegeben (Schlaf et al., 2014a).

1.3.4 ELISA-basierende Kreuztestverfahren

Fir den direkten Nachweis von DSA unter Umgehung der Nachteile des CDC-basierenden
Kreuztestes wurden zwei Festphasen-basierende Verfahren entwickelt - das Antibody
Monitoring System (AMS) HLA Klasse I/l (GTI/LifeCodes, Waukesha, USA) und der Ab-
Cross HLA Klasse /Il ELISA (Biorad, Dreieich, Deutschland). Das Testprinzip und die
Testdurchfiihrung wird in Kapitel 3.6 detailliert erlautert. Beide Assays nutzen durch mo-
noklonale Fangantikérper immobilisierte HLA-Molekile des Spenders zur Detektion von
DSA im Empféangerserum. Somit ist auch der Nachweis von Antikérpern madglich, die
gegen seltene HLA-Antigene eines Spenders gerichtet sind und (ber einen virtuellen
Kreuztest nicht erfaBBt werden kénnen, da das komplette Spektrum seltener Antigene
im Spezifizierungsassay grundsatzlich keine Beriicksichtigung finden kann (Schlaf et al.,
2014a). Ein weiterer Vorteil ist die Verwendung von Zelllysat des Spenders und die so-
mit erreichte Unabhé&ngigkeit von der Verfligbarkeit vitaler Spenderlymphozyten (Schlaf
et al., 2015). Gombos et al. (2013) zeigten, dass der AbCross-ELISA gegenliber dem
CDC-basierenden Kreuztest eine hdhere Sensitivitat aufweist und somit zuverléssigere
Aussagen hinsichtlich des Transplantiberlebens mdéglich macht (Gombos et al., 2013).
Die Vorteile dieser Systeme werden ausfihrlich Gegenstand der Diskussion sein (Kapitel
5).
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1.4 Therapeutische Antikorper

1.4.1 Rituximab (MabThera®)

Rituximab ist ein monoklonaler chimarer Antikérper vom IgG1-Isotyp, der aus murinen
Fab-Regionen und einem humanen Fc-Teil besteht. Der Fab-Teil bindet an das CD20-
Molekil, das auf der Oberflache adulter B-Lymphozyten und ihrer Vorlduferzellen expri-
miert wird. Dieses Molekil scheint an der Steuerung des Calciumeinstroms in die Zellen
beteiligt zu sein. Seine genaue biologische Funktion ist bisher jedoch noch unbekannt
(Bubien, 1993; Tedder und Engel, 1994; Cragg et al., 2005). Die Fc-Region des Anti-
korpers ist fur die Auslésung seiner Effektorfunktionen verantwortlich. Zu diesen z&hlen
(i) die Gber Bindung an den Komplementfaktor C1q vermittelte Aktivierung des Komple-
mentsystems Uber den sogenannten klassischen Weg (komplementabhangige Zytotoxi-
zitét, CDC), (ii) Phagozytose durch Makrophagen nach Bindung an Fcy-Rezeptoren auf
der Makrophagenoberflache (Opsonisierung) und (iii) Aktivierung Naturlicher Killerzel-
len (NK-Zellen), ebenfalls nach Bindung an Fc~y-Rezeptoren, die auch auf der NK-Zell-
Oberflache vorkommen (Antikbrperabhangige Zellvermittelte Zytotoxizitat, ADCC) (Bar-
nett et al., 2013). Ein weiterer Mechanismus, tber den Rituximab seine Wirkung entfaltet,
ist die Auslosung des programmierten Zelltodes d.h. die Induktion der Apoptose (Deans
et al.,, 2002). Letztlich kommt es Uber diese Wege zur Depletion der B-Lymphozyten.
Plasmazellen als Endstufe der B-Zell-Differenzierung sind nicht betroffen, da sie kein
CD20-Molekil auf ihrer Oberflache tragen (Tedder und Engel, 1994; Barnett et al., 2013).

Rituximab wurde im Jahr 1998 zunachst zur Therapie maligner Erkrankungen der B-
Zelllinie (Non-Hodgkin Lymphom, Chronisch Lymphatische Leukamie) zugelassen. Spa-
ter wurde die Zulassung auf die Behandlung verschiedener rheumatischer Erkrankungen
(Rheumatoide Arthritis, Granulomatose mit Polyangitis, Mikroskopische Polyangitis) aus-
geweitet (European Medicines Agency, 2016). Im Rahmen der Transplantationsmedizin
wird Rituximab bisher auBerhalb der Zulassung zur Behandlung akuter AbstoBungsreak-
tionen und zur B-Zell-Depletion vor ABO-Blutgruppen-inkompatibler Nierentransplantation
genutzt (Barnett et al., 2013; Macklin et al., 2017).
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1.4.2 Basiliximab (Simulect’)

Basiliximab ist wie Rituximab ein monoklonaler chimarer (murin/human) Antikérper vom
lgG1-Isotyp. Der murine Fab-Teil von Basiliximab ist gegen die a-Kette des Interleukin-
2-Rezeptors (CD25) gerichtet, der auf aktivierten T- und B-Lymphozyten exprimiert wird
(Waldmann et al., 1984; Greene et al., 1986; Brisslert et al., 2006). Durch Bindung von
Basiliximab an den Rezeptor wird die Anlagerung von Interleukin 2 (IL2) blockiert und
somit die IL2-vermittelte Zellproliferation und -differenzierung gestért (Binder et al., 2007).

Verschiedene Studien zeigten, dass unter Basiliximabtherapie bei guter Vertraglichkeit
akute AbstoBungsreaktionen seltener auftraten bzw. insgesamt weniger schwerwiegend
verliefen (Chapman und Keating, 2003; Ferrer et al., 2010; Webster et al., 2010; Um-
ber et al., 2017). Basiliximab ist in Kombination mit Corticosteroiden und Ciclosporin zur
Prophylaxe akuter AbstoBungsreaktionen und zur immunsuppressiven Dauertherapie in
Kombination mit Corticosteroiden, Ciclosporin und Azathioprin oder Mycophenolatmofetil

zugelassen (European Medicines Agency, 2015).

15



2 Zielstellung

Antikérper, die gegen HLA-Merkmale des Spenders gerichtet sind, stellen die Haupt-
ursache fir hyperakute und akute AbstoBungsreaktionen dar. Da der Nachweis dieser
sogenannten Donor-spezifischen Antikérper als Kontraindikation fir die Durchfiihrung ei-
ner geplanten Transplantation betrachtet wird, ist die Durchfihrung eines Kreuztestes
vor jeder Transplantation obligatorisch. Als Standardverfahren wurde trotz gravierender
Nachteile der vor etwa 50 Jahren entwickelte komplementabhangige Lymphozytotoxi-
zitdts (CDC)-Kreuztest durch Eurotransplant und die Richtlinien der Bundesarztekam-
mer festgelegt. Die Validitat dieses Testes ist allerdings in hohem Mafe von der Ver-
flgbarkeit vitaler Spenderlymphozyten abhangig. Weiterhin zeigte sich, dass der CDC-
basierende Kreuztest keine validen Ergebnisse liefert, wenn die Transplantatempfan-
ger mit therapeutischen Antikdrpern konditioniert wurden, was zum einen im Rahmen
der ABO-Blutgruppen-inkompatiblen Lebendnierenspende, zum anderen zur Pravention
und Therapie von AbstoBBungsreaktionen nach der Organtransplantation der Fall ist. Ur-
sachlich hierfir ist offensichtlich die Fahigkeit dieser Antikorper, das Komplementsystem
zu aktivieren. Im Falle ihrer Verwendung flihrte der CDC-basierende Kreuztest, dessen
Funktionsprinzip auf der Aktivierung genau dieser humoralen Komponente des Immun-
systems beruht, grundsatzlich nicht zu validen Ergebnissen. Das Ziel der vorliegenden
Arbeit bestand darin, die Validitat eines Festphasen-basierenden Testverfahrens (AMS-
ELISA/AbCross-ELISA) flr Patienten, die mit therapeutischen Antikérpern vorbehandelt
worden waren, zu testen. Konkret sollte die Frage beantwortet werden, ob der AMS- bzw.
AbCross-ELISA in diesen Féllen eine geeignete Alternative zu dem in diesem Kontext

insuffizienten CDC-basierenden Kreuztest darstellt.
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3 Materialien und Methoden

3.1 Gerate

Tabelle 2: Gerate

Gerat

Modell/Hersteller

Fluoreszenzmikroskop

Kuhlschrank
Mikroplatten-Reader

Mikroskop
Pipetten

Schittelinkubator

Vortexer
Zentrifuge (1,5 - 2,0 ml)

Zentrifuge (15 - 50 ml)

Axiovert 35

Carl Zeiss Microscopy GmbH (Jena, Deutschland)
Liebherr GmbH (Ochsenhausen, Deutschland)

EIx800 Microplate Reader

BioTek Instruments, Inc. (Bad Friedrichshall, Deutschland)
Olympus Ck2

Olympus Optical und Co., LTD (Tokyo, Japan)

10 pl, 100ul und 1000 pl Maximalvolumen

Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)

Vortemp

UniEquip Laborgeratebau- und Vertriebs GmbH (Planegg,
Deutschland)

SA8

Bibby Scientific Limited (Staffordshire, GroB3britannien)
Centrifuge 5415 D

Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)

Rotina 420R

Hettich AG (Béch, Schweiz)

3.2 Lésungen und Puffer

* 1x PBS (Life Technologies Gibco, Carlsbad, USA)

140 mM NaCl

10 mM NagHPO4 10 HQO

2,7 mM KClI

1,8 mM KH2PO4

pH 7,0

* 10x Red Cell Lysis Buffer (RCLB)

155 mM NH,CI
10 mM KHCO;
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0,1 mM EDTA

« Fluoro-Quench™ (BmT GmbH Labor-Produkte, Osterath, Deutschland)

Rinderh@moglobin
EDTA
Ethidiumbromid
Acridinorange

« RosetteSep™ Cell Separation System (Stemcell Technologies Inc., KéIn, Deutsch-
land)

Total Lymphocyte Enrichment Cocktail
T-Cell Enrichment Cocktail
B-Cell Enrichment Cocktail

« Lymphoprep™ (Axis-Shield, Oslo, Norwegen)

9,1% (w/v) Amidotrizoesaure

5,7 % (w/v) Polysaccharide

» Kaninchenkomplement, lyophylisiert (BAG Health Care GmbH, Lich, Deutschland)

« anti-HLA Positivkontrollserum fur den komplementabhéangigen Lymphozytotoxizi-
tatstest/ Complement Dependent Lymphocytotoxicity Assay (CDC) (BAG Health Care
GmbH, Lich, Deutschland)

+ anti-HLA Negativkontrollserum fir den komplementabh&ngigen Lymphozytotoxizi-
tatstest/ Complement Dependent Lymphocytotoxicity Assay (CDC) (BAG Health Care
GmbH, Lich, Deutschland)
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3.3 AbCross HLA-ELISA zur Darstellung Donor-spezifischer anti-HLA-Antikérper

Vertrieb Uber: Bio-Rad Medical Diagnostics GmbH, Dreieich (Deutschland)

Tabelle 3: Komponenten des AbCross-Komplettsystems

Bezeichnung  Inhalt Abkirzung
HLA Plate Mikrotestplatte (60 Kavitaten) MP
jeweils zur Halfte beschichtet mit monoklonalen
Antikérpern gegen HLA-Klasse-I- (HLA-A, -B,
-C) und HLA-Klasse-lI-Molekule (HLA - DR,
-DQ, - DP)
HLA Reagent anti-lgG-Konjugat (200 x Konzentrat) CONJ
monoklonaler anti-human-IgG-Antikérper mit
Peroxidase markiert
Verdinnungspuffer fir anti-lgG-Konjugat Kon- CONJDIL
zentrat
Konservierungsmittel: 0,025 % Penicillin V;
0,025 % Streptomycinsulfat; 0,2 % Proclin-300
VerdUnnungspuffer fir Proben und Antikérper DIL
Konservierungsmittel: 0,01 % Neomycinsulfat;
0,03 % Chloramphenicol
Lysepuffer zur Lyse der Lymphozyten LYS
Stopplésung Schwefelsaure <1N STOP
Substratlésung SUB
3,3,5,5-Tetramethylbenzidin-Lésung  (TMB)
<0,05 % in H,O
Waschpuffer WB
PBS mit <0,05 % Tween20; pH 7,4
HLA Control ~ Negativkontrolle NC
anti-HLA-Klasse-l-und -ll-negative Humanse-
ren
Positivkontrolle HLA-Klasse | PC |
anti-32-Mikroglobulin (mit HRP konjugiert)
Positivkontrolle HLA-Klasse I PCII

anti-human-MHC-II-Antikérper (mit HRP konju-
giert)

19



Materialien und Methoden

3.4 Sonstige Materialien

Tabelle 4: Sonstige Materialien

Material Hersteller

Pipettenspitzen Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)
ReaktionsgefaRe (0,5 ml - 1,5 ml) Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)
Zentrifugenrdhrchen (50 ml) Greiner Labortechnik (Frickenhausen)
Mikrotest-Platten Greiner Labortechnik (Frickenhausen)

3.5 Patientenseren

Alle fUr die vorliegende Arbeit verwendeten Patientenseren (n=31) wurden zwischen Fe-
bruar 2006 und Juli 2014 im HLA-Labor des Universitatsklinikums Halle untersucht. 27
dieser Seren stammten von Patienten, die im Vorfeld einer geplanten ABO-Blutgruppen-
inkompatiblen Transplantation mit Rituximab behandelt worden waren. Diese Seren wur-
den jeweils vor der Transplantation untersucht, um praformierte Donor-spezifische Anti-
kérper auszuschlieBen. Vier Seren stammten von Patienten, bei denen nach der Trans-
plantation AbstoBungsreaktionen auftraten. Diese Patienten hatten als anti-Rejektions-

therapie den therapeutischen monoklonalen Antikérper Basiliximab erhalten.

3.6 AbCross HLA-Klasse l/ll ELISA

Bis zum Juli 2013 erfolgte die Festphasen-Assay basierende Bestimmung Donor-spezifi-
scher Antikérper unter Verwendung des AMS-ELISA (GTl, Waukesha, USA). Nachdem
dieser aus alleinigen kommerziellen Grinden im August 2013 vom Markt genommen
worden war, wurde der AbCross-ELISA (BioRad Medical Diagnostics GmbH, Dreieich,
Deutschland) genutzt, der in Anlehnung an den AMS-ELISA modifiziert wurde und hier
vorgestellt werden soll.

3.6.1 Testprinzip des HLA-Klasse I/ll ELISA

Der AbCross HLA-Klasse I/l ELISA ermdglicht die Bestimmung Donor-spezifischer anti-
HLA-Antikdrper im Serum eines prospektiven Organempfangers. Hierfir werden die auf
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den Spenderlymphozyten exprimierten HLA-Molekile nach der Lyse von Spenderlym-
phozyten aus Blut oder Milz an immobilisierte, gegen monomorphe Epitope der HLA-
Klasse-I- bzw. HLA-Klasse-1I-Molekile gerichtete Fangantikérper gebunden. Bei der nach-
folgenden Inkubation mit dem Empfangerserum binden gegebenenfalls korrespondieren-
de sogenannte Donor-spezifische Antikérper (DSA) an die gebundenen HLA-Molekiile.
Die finale Detektion dieser DSA erfolgt durch Zugabe eines Peroxidase-konjugierten mo-
noklonalen anti-human-lgG-Sekundarantikérpers. Im letzten Schritt wird durch Substrat-
zusatz (3,3’,5,5'-Tetramethylbenzidin (TMB)-L&sung) eine Farbreaktion ausgeldst, deren
Intensitat photometrisch bestimmt wird. Abbildung 4 verdeutlicht das Funktionsprinzip am
Beispiel des AbCross HLA-Klasse | ELISA.

“’%ﬂ“‘ O“’%ﬁ% O«
0D
YYVYY <

Abbildung 4: Schematische Darstellung des AbCross HLA Klasse | ELISA. A) immo-
bilisierte monoklonale anti-HLA-Fangantikdrper B) HLA-Antigene aus lysier-
tem Donormaterial C) Donor-spezifische anti-HLA-Antikérper des Rezipi-
enten als Detektionsantikérper D) Peroxidase-konjugierter anti-human-IgG-
Sekundérantikérper E) Substrat [Quelle: modifiziert nach (Altermann et al.,
2006)]

3.6.2 Aufbereitung des Spendermaterials

Die vom Hersteller vorgeschriebene Gewinnung der Spenderlymphozyten aus Blut oder
Milz durch Dichtegradientenzentrifugation wurde wie im Folgenden beschrieben modifi-
ziert, so dass erheblich mehr Zellmaterial zur Verfligung steht. Durch selektive Depletion
der Erythrozyten kénnen neben den Lymphozyten zusatzlich auch Granulozyten und Mo-
nozyten fir die Gewinnung der HLA-Molekdle genutzt werden. Die Erythrozytendepletion
erfolgt durch Zugabe von 40 ml des hypotonen Red Cell Lysis Buffer (RCLB) zu 10 ml
Spendervollblut. Nach fiinfminitiger Zentrifugation bei 3000 U/min wird der Uberstand
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verworfen und das erhaltene Pellet in 50 ml RCLB resuspendiert. Unter gleichen Be-
dingungen wird eine weitere Lyse mit anschlieBender Zentrifugation durchgefihrt, das
Pellet in wenig RCLB aufgenommen und in ein 1,5 ml Eppendorf-Gefa3 tberfihrt. Die
abschlieBende Zentrifugation zur Sedimentierung der Leukozyten erfolgt bei 7.000 U/min
fir 5 Minuten.

Um die HLA-Molekdlle aus der Zellmembran zu lésen, wird das Leukozytenpellet mit dem
vier- bis flinffachen Volumen an Lysepuffer (LYS) versetzt und fir 20 Minuten bei Raum-
temperatur inkubiert. Der proteinhaltige Uberstand wird durch anschlieBende Zentrifuga-
tion bei 13.200 U/min fir 10 Minuten von den (brigen Zellbestandteilen abgetrennt und
in ein neues 1,5 ml Eppendorf-Gefa3 Gberfuhrt. Das Lysat kann fur 24 Stunden bei 4°C
aufbewahrt werden, fliir eine spatere Verwendung muss es bei Temperaturen < -28°C ein-
gefroren werden. Fir die Verwendung im AbCross ELISA wird das gewonnene Lysat im

Verhaltnis 1:5 mit Verdiinnungspuffer (DIL) verdinnt.

3.6.3 Durchfiihrung des AbCross HLA-Klasse I/ll ELISA

Alle Inkubationsschritte werden bei 37°C fir 30 min durchgefuhrt. Notwendige Verdin-
nungen erfolgen, wenn nicht anders angegeben, mit Verdinnungspuffer (DIL). Die im
Testsystem enthaltene Mikrotestplatte wird zunachst mit dem lysierten Spendermateri-
al inkubiert, so dass die HLA-Molekule an die Fangantikérper binden (Abbildung 4). Mit
Ausnahme der Kavitaten fir den Leerwert, die mit DIL bestlckt werden, werden je 10 pl

des 1:5 verdiinnten Lysats in jede Kavitat pipettiert (Tabelle 5).

Tabelle 5: Pipettierschema des AbCross HLA-ELISA, 1. Inkubationsschritt

1 Lysat (1:5) Lysat (1:5)
2 Lysat (1:5) Lysat (1:5)
3 Lysat (1:5) Lysat (1:5) HLA-Klasse-I-Bereich
4 Lysat (1:5) Lysat (1:5)
5 DIL DIL
6 Lysat (1:5) Lysat (1:5)
7 Lysat (1:5) Lysat (1:5)
8 Lysat (1:5) Lysat (1:5) HLA-Klasse-Il-Bereich
9 Lysat (1:5) Lysat (1:5)
10 DIL DIL
A B

Nach der Inkubation wird die Platte dreimalig mit Waschpuffer (WB) gewaschen. Hierfiir
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wird die Platte mit WB geflutet, leicht geschwenkt und nach Abschitten des Puffers auf
saugfahigem Material kraftig ausgeklopft. Fllissigkeitsreste in den Kavitaten werden nach
der letzten Waschung mit einer Pipette vorsichtig entfernt.

AnschlieBend werden je 10 ul der Empfangerseren als Doppelansatze in 2 Verdiinnungs-
stufen (1:3 und 1:6) und je 10 ul der Positiv (PC I/PC II)- und Negativkontrollseren (NC)
aufgetragen. In die Leerwertkavitaten werden wiederum 10 pl DIL pipettiert (Tabelle 6).
Da auf jeder Mikrotestplatte 6 Kavitatenreihen zur Verfligung stehen, ist die parallele Be-
stimmung von bis zu drei Patientenproben jeweils in Doppelansatzen méglich. Wahrend
des nachfolgenden Inkubationsschrittes binden im Empfangerserum enthaltene Donor-
spezifische Antikérper an die auf der Mikrotestplatte immobilisierten HLA-Molekile des
Spenders (Abbildung 4). Diese reprasentieren damit als Primarantikérper die sogenann-

ten Detektionsantikérper des AbCross-ELISA als Sandwich-Assays.

Tabelle 6: Pipettierschema des AbCross HLA-ELISA, 2. Inkubationsschritt

1 PC1(1:6) PC I (1:6)
2 NC (1:6) NC (1:6)
3 Empfangerserum (1:3) Empfangerserum (1:3) HLA-Klasse-I-Bereich
4 Empfangerserum (1:6) Empfangerserum (1:6)
5 DIL DIL
6 PC 1l (1:6) PC Il (1:6)
7 NC (1:6) NC (1:6)
8 Empféangerserum (1:3) Empféangerserum (1:3) HLA-Klasse-Il-Bereich
9 Empfangerserum (1:6) Empfangerserum (1:6)
10 DIL DIL
A B

Nun wird erneut dreimalig mit WB gewaschen, um nicht gebundene Serumkomponen-
ten wie z.B. nicht gegen HLA-Molekile gerichtete Antikérper zu entfernen. Im Anschluss
wird der Peroxidase-konjugierte Sekundarantikbrper (CONJ) mit dem Konjugatverdiin-
ner (CONJDIL) im Verhéltnis 1:600 verdlnnt. In jede Kavitat, wiederum mit Ausnahme
der Kavitaten far die Leerwerte, werden jeweils 10 pl des verdiinnten CONJ pipettiert. In
die Kavitaten fir die Leerwerte wird in Analogie zu den vorherigen Schritten 10 pl DIL

gegeben (Tabelle 7).

Dieser monoklonale Sekundarantikérper ist gegen den konstanten Teil des humanen
lgG-Antikérpers gerichtet und erkennt wahrend der folgenden Inkubation die gebunde-
nen Antigen-spezifischen Priméarantikbrper (Abbildung 4). Nach dem finfmaligen Wa-
schen der Platte mit WB erfolgt die Zugabe von jeweils 5 pl des Substrates 3,3',5,5-
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Tabelle 7: Pipettierschema des AbCross HLA-ELISA, 3. Inkubationsschritt

1 CONJ (1:600) CONJ (1:600)

2 CONJ (1:600) CONJ (1:600)

3 CONUJ (1:600) CONUJ (1:600) HLA-Klasse-I-Bereich
4 CONJ (1:600) CONJ (1:600)

5 DIL DIL

6 CONJ (1:600) CONJ (1:600)

7 CONJ (1:600) CONJ (1:600)

8 CONJ (1:600) CONJ (1:600) HLA-Klasse-II-Bereich
9 CONJ (1:600) CONJ (1:600)

10 DIL DIL

A B

Tetramethylbenzidin (TMB) (Tabelle 8). Dieses wird durch die Peroxidase des Sekun-

darantikérpers zum blaugefarbten 3,3'5,5-Tetramethylbenzidin-Radikalkation umgesetzt.

Tabelle 8: Pipettierschema des AbCross HLA-ELISA, 4. Inkubationsschritt

1 TMB TMB
2 TMB TMB
3 TMB TMB HLA-Klasse-I-Bereich
4 TMB TMB
5 TMB TMB
6 TMB TMB
7 TMB TMB
8 TMB TMB HLA-Klasse-Il-Bereich
9 TMB TMB
10 TMB TMB
A B

Die Reaktion wird nach einer finfmindtigen Inkubation unter Lichtabschluss durch Zuga-

be von 5 ul Schwefelsaure (STOP) je Kavitat gestoppt (Tabelle 9).

Endprodukt ist das gelb gefarbte 3,3'5,5-Tetramethyl-1,1’-diphenochinon-4,4’-diamonium-

ion (Abbildung 4), dessen Absorption im Spektralphotometer bei 450 nm gemessen wird.

Eine Rezipientenserumprobe wird als positiv angesehen, wenn ihr Extinktionswert min-

destens doppelt so hoch ist wie der Extinktionswert, der durch die jeweiligen Negativkon-

trollseren generiert wird.
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Tabelle 9: Pipettierschema des AbCross HLA-ELISA, 5. Inkubationsschritt

1 STOP STOP

2 STOP STOP

3 STOP STOP HLA-Klasse-I-Bereich
4 STOP STOP

5 STOP STOP

6 STOP STOP

7 STOP STOP

8 STOP STOP HLA-Klasse-II-Bereich
9 STOP STOP
10 STOP STOP

A B

3.7 Komplementabhéangiger Lymphozytotoxizitats-Kreuztest
(Complement-Dependent-Cytotoxicity Crossmatch, CDC-CM)

3.7.1 Testprinzip des CDC-CM

Wie in Kapitel 1.3.1 erlautert, gilt der von Terasaki und Patel vor etwa 50 Jahren entwickel-
te komplementabhangige Lymphozytotoxizitatstest als Standardverfahren zur Detektion
Donor-spezifischer anti-HLA-Antikérper (Patel und Terasaki, 1969). Es handelt sich um
einen funktionellen Test, mit dessen Hilfe sich komplementaktivierende Donor-spezifische
Antikérper im Empfangerserum nachweisen lassen, wenn vitale Spenderlymphozyten zur
Verfugung stehen. Bei Zugabe des Empféngerserums zu einer Lymphozyten-Zellsus-
pension des Spenders binden Donor-spezifische Antikdrper des Empfangers an korre-
spondierende HLA-Molekule auf der Zelloberflache der Spenderlymphozyten (Abbildung
5A). Sind die gebundenen Antikérper komplementfixierend, wird bei Zugabe von Kanin-
chenkomplement das Komplementsystem Uber den klassischen Weg aktiviert (Abbildung
5B). Letztlich kommt es nach Bildung des Membranangriffskomplexes (C5b-C9) durch
Perforation der Zellmembran (Abbildung 5C) zur Lyse der Lymphozyten. Der Nachweis
Donor-spezifischer Antikérper gelingt also nur, wenn diese die Fahigkeit zur Komplemen-
taktivierung besitzen, also den Isotypen IgM, IgG3 oder IgG1 angehdren. Nicht komple-
menaktivierende Donor-spezifische Antikérper werden durch den CDC nicht erfasst.
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Abbildung 5: Schematische Darstellung des CDC-CM; Antikérperbindung und Zell-
lyse. A) Donor-spezifische monomere IgG- und pentamere IgM-Antikérper
binden an korrespondierende HLA-Klasse-I- (blau) und HLA-Klasse-II-
Molekule (orange) auf der Lymhozytenoberflache. B) Das zugegebene Ka-
ninchenkomplement (C) bindet an die Antigen-Antikérperkomplexe auf der
Zellmembran und aktiviert Gber den klassischen Weg das Komplementsys-
tem. C) Das Endprodukt der Komplementaktivierung ist der Membranan-
grifiskomplex (gelbgriin), der durch Porenbildung in der Zellmembran die
Zelllyse herbeifuihrt. [Quelle: modifiziert nach (Altermann et al., 2006)]

Die Differenzierung letaler und vitaler Zellen erfolgt durch eine Fluoreszenzdoppelfarbung
mit Ethidiumbromid als Letalfarbstoff und Acridinorange als Vitalfarbstoff. Beide Substan-
zen wirken als Nukleinsaure-Interkalatoren. Wahrend Acridinorange Uber aktiven Trans-
port ausschlieBlich durch vitale Zellen aufgenommen wird, kann Ethidiumbromid nur in
Zellen eindringen, deren Zellmembran geschadigt ist. Vitale, nicht durch Antikérper mar-
kierte Zellen werden durch Acridinorange griin angeféarbt (Abbildung 6A). Letale, d.h.
nach anti-HLA-Antikdrper-Bindung lysierte Zellen werden durch Ethidiumbromid rot ge-
farbt (Abbildung 6B). Die Auswertung erfolgt optisch am Fluoreszenzmikroskop durch
Bestimmung des prozentualen Anteils rot angefarbter (letaler) Zellen. Auf die Bewertung
des Testergebnisses wird in Kapitel 2.7.3 ndher eingegangen. Es sei jedoch bereits an
dieser Stelle erwahnt, dass die CDC-CM-Testergebnisse stark von der initialen Zellvita-
litdt abhangen, da bei hohen Anteilen bereits initial letaler Zellen schwach oder moderat
positive Reaktionen nicht detektiert werden kdénnen.
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Abbildung 6: Differenzierung vitaler und letaler Zellen im CDC-CM; Fluoreszenz-
doppelfarbung. A) Zellen, die keine Antigen-Antikérperkomplexe auf ihrer
Oberflache tragen, werden nicht lysiert. Sie nehmen Acridinorange Uber ak-
tiven Transport auf und werden griin angefarbt. B) In lysierten Zellen wird
Ethidiumbromid in die DNA eingelagert, sie werden rot angeférbt. [Quelle:
modifiziert nach (Altermann et al., 2006)]

3.7.2 Aufbereitung des Spendermaterials aus Vollblut

Die Separation der Lymphozytenpopulationen erfolgt nach dem Prinzip der negativen Se-
lektion durch Zugabe tetramerer Antikérper, die unerwlinschte Zellen mit den Erythrozy-
ten der Spenderblutprobe vernetzen. Wahrend der anschlieBenden Dichtegradientenzen-
trifugation wandern die so entstandenen Aggregat durch den Dichtegradienten, wéahrend
sich die Lymphozyten aufgrund ihrer geringeren Dichte als Lymphozytenring in der In-
terphase ansammeln. In Abhangigkeit der verwendeten Antikérper werden so Periphere

Blutlymphozyten (PBL), B-Lymphozyten und T-Lymphozyten gewonnen.

Zunachst wird antikoaguliertes Vollblut mit Phosphat-gepufferter Salzlésung (PBS) im
Verhéltnis 1:2 verdinnt und anschlieBend mit dem sogenannten Enrichment Cocktail
(RosetteSep™ Cell Separation System, Vancouver, Kanada), der die quervernetzenden
Antikdrper enthalt, nach dem in Tabelle 10 dargestellten Pipettierschema versetzt.

Tabelle 10: Pipettierschema Dichtegradientenzentrifugation

Ansatz flr Volumen Citratblut:PBS | RosetteSep™ Cell Preparation System-
(1:2) Komponente je 40 pl
PBL 1ml Total Lymphocyte Enrichment Cocktail
T-Lymhozyten 1 ml T Cell Enrichment Cocktail
B-Lymphozyten 2ml B Cell Enrichment Cocktail
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Die Ansatze werden nun mittels Vortexapparatur grindlich durchmischt und bei Raum-
temperatur fir 20 min inkubiert. Nach Zugabe eines Milliliters PBS wird jeder Ansatz
auf einen Lymphoprep™-Gradienten (Axis-Shield, Oslo, Norwegen) geschichtet. Wah-
rend der nun folgenden zwanzigminutigen Zentrifugation bei 3.200 U/min wandern die
Antikérper-vernetzten Komplexe durch den Dichtegradienten, wéahrend sich die Lympho-
zyten an der Oberflache des Gradienten ansammeln. Der im Gradientenmedium enthal-
tene hochpolymere Zucker fuhrt zu einer zuséatzlichen Agglutination der Erythrozyten und
wirkt somit sedimentationsbeschleunigend. Der Lymphozytenring, die sogenannte Inter-
phase, wird abgenommen, in ein Glasréhrchen Uberflhrt und mit PBS aufgefillt. Zur Se-
dimentation der Lymphozyten folgt eine zehnminttige Zentrifugation bei 900 U/min. Der

Uberstand wird verworfen und die Zellzahl mit PBS auf ca. 2.000 Zellen/ul eingestellt.

3.7.3 Durchfiihrung des CDC-CM

Fir jede der gewonnenen Zellpopulationen wird in die Kavitaten einer Mikrotestplatte je
1 pl des Empfangerserums, des Positivkontroll- und des Negativkontrollserums pipettiert,

wobei jeder Ansatz doppelt bestimmt wird (Tabelle 11).

Tabelle 11: Pipettierschema CDC-CM, 1. Inkubationsschritt

Negativkontrollserum | Positivkontrollserum Empféngerserum
Negativkontrollserum | Positivkontrollserum Empféngerserum
Negativkontrollserum | Positivkontrollserum Empféngerserum
Negativkontrollserum | Positivkontrollserum Empféngerserum
Negativkontrollserum | Positivkontrollserum Empfangerserum
Negativkontrollserum | Positivkontrollserum Empfangerserum

PBL

T-Lymphozyten

B-Lymphozyten

Nach Zugabe von 1 ul der Spenderlymphozyten in jede vorbereitete Kavitat wird die Platte

fir 30 min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert (Tabelle 12).
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Tabelle 12: Pipettierschema CDC-CM, 2. Inkubationsschritt

Spender-PBL

Spender-PBL

Spender-PBL

Spender-PBL Spender-PBL Spender-PBL PBL
Spender-T- Spender-T- Spender-T-

LyrFT)1phozyten Lyrl:r:phozyten LyrF:lphozyten T-Lymphozyten
Spender-T- Spender-T- Spender-T-

Lymphozyten Lymphozyten Lymphozyten

Spender-B- Spender-B- Spender-B- B-Lymphozyten
Lymphozyten Lymphozyten Lymphozyten

Spender-B- Spender-B- Spender-B-

Lymphozyten Lymphozyten Lymphozyten

AnschlieBend erfolgt die Zugabe von je 5 pl Kaninchenkomplement (Tabelle 13), des-
sen Aktivierungskaskade wahrend der nachfolgenden Inkubation (60 Minuten, RT) bei
Vorhandensein komplementfixierender anti-HLA-Antikdrper initiiert wird, so dass die ge-
bundenen Lymphozyten lysiert werden.

Tabelle 13: Pipettierschema CDC-CM, 3. Inkubationsschritt

Komplement Komplement Komplement

PBL
Komplement Komplement Komplement
Komplement Komplement Komplement .
Komplement Komplement Komplement T-Lymphozyten
Komplement Komplement Komplement i
Komplement Komplement Komplement B-Lymphozyten

Tabelle 14: Pipettierschema CDC-CM, 4. Inkubationsschritt

Fluoro-Quench™

Fluoro-Quench™

Fluoro-Quench™

Fluoro-Quench™

Fluoro-Quench™

Fluoro-Quench™

Im Anschluss werden jeweils 2 pl Fluoro-Quench™ zugegeben (Tabelle 14).

PBL

Fluoro-Quench™

Fluoro-Quench™

Fluoro-Quench™

Fluoro-Quench™

Fluoro-Quench™

Fluoro-Quench™

T-Lymphozyten

Fluoro-Quench™

Fluoro-Quench™

Fluoro-Quench™

Fluoro-Quench™

Fluoro-Quench™

Fluoro-Quench™

B-Lymphozyten

Die in der Fluoro-Quench-Ldsung enthaltene EDTA bewirkt durch die Komplexbildung mit
Ca?*-lonen eine Inaktivierung initialer calciumabhangiger Serinproteasen und folglich den
Stopp der komplementabhangigen Zelllyse. Wahrend der anschlieBenden finfmindtigen
Inkubation (RT) kommt es wie unter 3.7.1 beschrieben durch die ebenfalls in der Lésung

enthaltenen Farbstoffe in Abhangigkeit von der Zellvitalitat zur Farbung der Zellen.
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AnschlieBend wird der prozentuale Anteil der roten d.h. letalen Zellen am Fluoreszenzmi-
kroskop bestimmt. Die Angabe der Reaktionsstarke erfolgt Gber die Zuordnung zu einem
Reaktionsscore des National Institutes of Health (NIH)(USA) nach folgender Tabelle:

Tabelle 15: Score-System zur Auswertung des CDC-CM (NIH)

Anteil letaler (roter) Bewertung NIH-Score
Lymphozyten pro Kavitat in %

0-10 negativ 1
10-20 fraglich positiv 2
20-40 schwach positiv 4
40-80 positiv 6
80-100 stark positiv 8
nicht ablesbar 0

3.8 Virtueller Kreuztest zur theoretischen Bestimmung Donor-spezifischer
anti-HLA-Antikorper

Fir den sogenannten virtuellen Kreuztest werden die anti-HLA-Antikérperspezifitadten des
Empfangers mit den HLA-Merkmalen des Empféngers verglichen. Die resultierenden Da-
ten dieser Untersuchungen wurden im Rahmen des vierteljahrlich stattfindenden soge-
nannten Routinescreenings im HLA-Labor am Universitatsklinikum Halle ermittelt und far

die vorliegende Arbeit zur Verfigung gestellt.

3.8.1 Suchtest zur Detektion von anti-HLA-Antikorpern (Antikérperscreening)

Alle Patientenseren wurden zunédchst auf anti-HLA-Antikérper untersucht. Die Detekti-
on der anti-HLA-Antikérper erfolgte mit Hilfe ELISA-basierender Verfahren. Diese wa-
ren der QuikScreen ELISA (GTI, Waukesha, USA) zur Detektion von anti-HLA-Klasse-I-
Antikérpern und der B-Screen ELISA (GTI, Waukesha, USA) zur Detektion von anti-HLA-
Klasse-lI-Antikérpern (Kapitel 1.3.3).

3.8.2 Spezifizierung von anti-HLA-Antikérpern

Alle Seren, die im sogenannten Antikdrperscreening positiv auf anti-HLA-Antikérper ge-
testet worden waren, wurden in einem zweiten Schritt auf die entsprechenden Antikor-

perspezifitdten untersucht. Bis zum Jahr 2011 fand zu diesem Zweck der sogenannte
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DynaChip-Assay (Invitrogen/Dynal, Bromborough, GroB3britannien) Verwendung, bevor
er aus kommerziellen Grinden vom Markt genommen wurde. Derzeit erfolgt die Antikér-

perspezifizierung mittels Luminex-Technologie (Kapitel 1.3.3).

Mittels beider Verfahren wurde auch der Grad der anti-HLA-Immunisierung der Patien-
ten, der als Prozent Panel-reaktiver Antikdrper (% PRA) angegeben wird, bestimmt. Die
Bezeichnung PRA geht auf die anféngliche Bestimmung des Wertes mittels komplemen-
tabhangigem Lymphozytotoxizitatstest unter Verwendung eines PBL-Panels oder eines
Zellpanels, das verschiedenen Patienten mit dem Krankheitsbild ,, Chronisch Lymphati-
sche Leukdmie® (CLL-Panel) entstammt, als antigentragende Zellen zurlick. Diese Panels
umfassen sowohl die HLA-Phanotypen als auch deren Frequenzen innerhalb der Patien-
tenpopulation. Der PRA-Wert entspricht somit der individuellen Wahrscheinlichkeit eines
Patienten auf ein postives Kreuztestergebnis und erméglicht so die ldentifizierung hoch-
immunisierter Patienten, die hinsichtlich ihrer Kreuztestergebnisse sorgfaltig Gberwacht
werden missen (Schlaf et al., 2014a). Ein niedriger PRA-Wert schlie3t Donor-spezifische
Antikérper jedoch nicht aus. Diese kénnen auch bei Patienten mit einem niedrigen PRA-
Wert gefunden werden, da sie gegebenenfalls nur durch eine Antikérperspezifitat hervor-
gerufen werden. Auch seltene Phanotypen der Spender, die im Zellpanel nicht enthalten
sind, kénnen zu einem positiven de facto Kreuztest fihren, wenn der prospektive Emp-
fanger Antikérper gegen genau diese seltenen Antigene aufweist.

3.8.3 Serologische Typisierung von HLA-Merkmalen (Phanotypisierung)

Die serologische Typisierung (Phanotypisierung) von HLA-Merkmalen erfolgte tber das
Verfahren des Komplementabhangigen Lymphozytotoxizitatstests (CDC). Das Testprin-
zip entspricht somit grundsétzlich dem in Kapitel 3.7.1 beschriebenen komplementab-
hangigen Lymphozytotoxizitédtskreuztest. Allerdings werden fur die HLA-Typisierung an-
stelle des Empfangerserums HLA-spezifische Antiseren bekannter Spezifitdten verwen-
det. Diese sind in den 72 Kavitaten einer Mikrotestplatte der Firma BAG Health Care
GmbH (Lich, Deutschland) enthalten. Die Reaktionsstéarken (Tabelle 15) werden im mit-
gelieferten Reaktionsprotokoll (Abbildung 7) notiert und somit die Bestimmung der HLA-
Phanotypen erméglicht. Fir die Phénotypisierung mittels CDC wurden als Zielzellen Pe-
riphere Blutlymphozyten der zu typisierenden Person verwendet. Da jedoch ruhende T-
Lymphozyten, die etwa 80 % der PBL darstellen keine HLA-Klasse-II-Merkmale exprimie-
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ren und Typisierungsplatten fir HLA-Klasse-lI-Merkmale nicht mehr kommerziell erhalt-
lich sind, werden nur die HLA-Merkmale der Klasse | mit dieser Methode bestimmt.
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3.8.4 Niedrig auflésende Genotypisierung von HLA-Allelen der Klasse | und Il

Zusatzlich zur Phanotypisierung der HLA-Klasse-lI-Merkmale wurde eine Genotypisie-
rung der HLA-Klasse-I- und -Klasse-II-Allele durchgefiihrt. Hierfir wurde zur Genotypi-
sierung der HLA-Klasse-I-Allele das HLA-A*/B*/C* Cyclerplate System der Firma Pro-
trans GmbH (Hockenheim, Deutschland) verwendet. Zur Bestimmung des HLA-Klasse-
[I-Genotyps wurde das HLA-Ready Gene DRDQ-System der Firma Inno-Train Diagnostik
GmbH (Kronberg, Deutschland) genutzt.

Das Prinzip der HLA-Genotypisierung beruht auf der Herstellung von Allel-spezifischen
Amplifikaten der entsprechenden DNA-Sequenzen Uber das Verfahren der Sequence-
specific-Primer-Polymerasekettenreaktion (SSP-PCR) mit anschlieBender gelelektropho-
retischer Auftrennung der Amplifikate. Die Bestimmung des HLA-Genotyps erfolgt dabei
unter Berlcksichtigung der jeweiligen Reaktionsprotokolle der Firmen (Abbildung 8; Ab-
bildung 9).
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Abbildung 8: Reaktionsprotokoll fiir die Auswertung der HLA-Klasse-lI Genotypisie-

Reaktionsprotokoll des HLA-A*/B*/C* Cyclerplate Systems der Firma Pro-

trans GmbH (Hockenheim, Deutschland) fir die Zuordnung der Amplifikate

der SSP-PCR zu den HLA-Klasse-I-Allelen
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HLA-Ready Gene DRDQ c e mas I:WE m Ggs7105 Aliele list based on release
' 3.19.0 (Jan. 2015) of the
Auswerteschema | Worksheet 8 201-09 IMGT/HLA Sequence Database
Name | Name Voimame | First name “Caburtsdatum | Oate of birth
ProbenHir. [ somple D, Terkunft] Grigin Diagnose | Diagnosis -
Test-Durchiihrung | Performance Datum  Bate “Dnterschift ] Sigrature S
Tesi-Uberprisfung { -Review Dalum | Date Unterschnift] Signature
Bemzr‘k'ungen J Comments

e BRA g e b

"einige selten, ige P specificity lable ) [ some rore aliefes excluded (complete e}
Fettdruch: (5 van mind. 0,001 of groups 0,000 (Nel:
1C: PR ki det Intermen PCR preducts of th nal omeral primes mires

e 7 (multiplex): 174 bo: DRE1TOX 1, *04:05.... “13:03... *14:01,07,...; 85 b DAB1"00:01.04,..." 1 1:99, "13:27 ..

i # 10 (multiplex): 240 b ORBTOT:0...; 150 by DAB1*1 106, 13:81..., ‘1434

Mix # 12 (mulliplex): 195 bp: DRE1'09:61:02. ., “13:27. .., DROS01:19; 20 bp; DABT"0&16.... "DEF o, “F101101,.,, “120A.., “1E:AE..
Wi ¥ ¥5 (multiplex); 335 b DRB114:01; 110 bp: DRB 1082, *1201-13.-.

Wi # 21 (MUiNiple): 2248 bo ORBTGE:20, *19:23,.. 13093, 14031227, . 1500y DRB1'08:00..., "14:85,...

i # 23 (multiples): 215 bg: ORBATD101, ..., “02:0TH, “03:01N; 130 b DRBA*0T:03:01:02N

ik # 24 (multiplex): 285 b DRBS™01.,"02..,(DAE 1 D#:07); 180 by: DRBS"01:08N

Photo

Inno-rain biag bi i Sauralls 2 - - o ¥
Tel: J6173 f bare-3e - Fasi ) 687950 in.de - wwwnno-trsin.oe

QM5 0316

Abbildung 9: Reaktionsprotokoll fiir die Auswertung der HLA-Klasse-Il Genotypisie-
rung
Reaktionsprotokoll des HLA-Ready Gene DRDQ-Systems der Firma Inno-
Train Diagnostik GmbH (Kronberg, Deutschland) fiir die Zuordnung der Am-
plifikate zu den HLA-Klasse-lI-Allelen der Genorte DRB1*, DRB3*, DRB4*,
DRB5* und DQB1*
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4 Ergebnisse

4.1 Untersuchung der Seren Rituximab-behandelter Patienten auf Donor-spezi-

fische anti-HLA-Antikorper in Vorbereitung auf eine ABO-Blutgruppen-

inkompatible Nierentransplantation

In der vorliegenden Arbeit wurden die Seren von 27 Patienten untersucht, die im Vor-
feld einer geplanten ABO-Blutgruppen-inkompatiblen Lebendnierenspende mit dem mo-
noklonalen anti-CD20-Antikdrper Rituximab behandelt, d.h. immunologisch konditioniert

worden waren. Die Ergebnisse beider Kreuztestverfahren sind in Tabelle 16 zusammen-

gefasst.

Tabelle 16: Gegenuberstellung

der

Ergebnisse

Patienten der Rituximab-Gruppe

von

komplementabhangigem
Lymphozytotoxizitdts- (CDC-CM) und ELISA-Kreuztest (ELISA-CM) flr

Patient CDC-CM (NIH-Score) ELISA-CM %PRA
PBL T-Zellen  B-Zellen HLA | HLA Il

1 1/2 2 6/8 neg. neg. 0
2 1/2 2 6/8 neg. neg. 0
3 2/4 1/2 8 neg. neg. 0
4 2 1/2 6/8 neg. neg. 0
5 2/4 2 neg. neg. 0
6 2 1/2 neg. neg. 0
7 2/4 1/2 neg. neg. 0
8 2 1/2 6/8 neg. neg. 0
9 2 1/2 8 neg. neg. 0
10 2/4 2 8 neg. neg. 18*
11 2 1/2 6/8 neg. neg. 0
12 2 1/2 6 neg. neg. 0
13 2/4 2 8 neg. neg. 0
14 2 1/2 6/8 neg. neg. 0
15 2 1/2 8 neg. neg. 4*
16 2 1 8 neg. neg.

17 2 1/2 6/8 neg. neg.

18 2 1 8 neg. neg. 0




Ergebnisse

Tabelle 16 Fortsetzung

Patient CDC-CM (NIH-Score) ELISA-CM %PRA
PBL T-Zellen  B-Zellen HLA | HLA Il
19 2/4 1/2 8 neg. neg. 12*
20 2/4 2 6/8 neg. neg. 0
21 2 1/2 8 neg. neg. 0
22 2/4 2 8 neg. neg. 0
23 2/4 1/2 6/8 neg. neg. 0
24 2 1 6/8 neg. neg. 0
25 2/4 2 8 neg. neg. 0
26 2 1/2 8 neg. neg. 0
27 2 1/2 6/8 neg. neg. 0

NIH=National Institute of Health (Washington, USA), PRA=Panel-reaktive
Antikérper, PBL=Periphere Blutlymphozyten

*=Prospektive Nierentransplantatempfanger, bei denen im Antikdrper-
Suchtest anti-HLA-Antikérper nachweisbar und spezifizierbar waren

Wie aus Tabelle 16 ersichtlich ist, zeigten alle Patientenseren dieser Gruppe im kom-
plementabhé&ngigen Lymphozytotoxizitats (CDC)-Kreuztest der B-Zell-Fraktion positive
(NIH-Score 6) bis stark positive (NIH-Score 8) Reaktionen. In der Fraktion der Periphe-
ren Blutlymphozyten (PBL) fanden sich schwach bis moderat positive Reaktionen mit
Werten zwischen 2 und 2/4. Auch in der T-Zell-Fraktion zeigten sich schwach bis tber-
wiegend sehr schwach positive Reaktionen mit Werten von 1/2 und 2. Nur drei Patien-
tenseren zeigten im CDC-basierenden T-Zell Kreuztest ein negatives Ergebnis. In ab-
solutem Gegensatz zu diesen Ergebnissen fiel der ELISA-basierende Kreuztest dage-
gen fir alle Patienten und beide HLA-Klassen negativ aus. In Ubereinstimmung mit den
komplett negativen Resultaten des ELISA-basierenden Kreuztests wurden im anti-HLA-
Antikérpersuchtest (Ak-Screening) in 24 der 27 untersuchten Seren grundsatzlich keiner-
lei anti-HLA-Antikrper nachgewiesen (0% Panel-reaktive Antikdrper/PRA). Nur drei Pa-
tienten (Tabelle 16, Patient 10, 15, 19) zeigten einen relativ schwachen Immunisierungs-
grad gegen HLA-Merkmale, jeweils reprasentiert durch PRA-Werte von 4%, 12% und
18%. FUr diese Patienten erfolgte als Referenzmethode zusétzlich der Abgleich der nach-
gewiesenen anti-HLA-Antikdrperspezifitdten der Empfanger mit den HLA-Merkmalen des

Spenders, d.h. die Durchfiihrung des sogenannten virtuellen Kreuztests (Tabelle 17).
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Tabelle 17: Virtuelle Kreuztestergebnisse der immunisierten Patienten aus der
Rituximab-Gruppe

Patient nachgewiesene anti-HLA-Ak relevante HLA-Merkmale DSA
des Patienten des Spenders
10 A9 (-23, -24); B17 (-57,-58) A2, 68; B7, 39 negativ
15 B14 (-64, -65) B8, 44 negativ
19 A11; B40 (-60, -61) A3, 24; B8, 47 negativ

Alle drei Patienten haben keine Antikérper gegen die HLA-Merkmale des jeweiligen
Spenders gebildet, so dass aus dem virtuellen Kreuztest keine Donor-spezifischen
Antikérper (DSA) ableitbar sind. Die sogenannte Hauptgruppenmerkmale (broad
antigens) sind vor den Klammern aufgefltihrt, wahrend die zugehdrigen Nebengrup-
penmerkmale (split antigens) in Klammern angegeben werden.

Die virtuellen Kreuztestergebnisse ergaben eindeutig, dass die nachgewiesenen anti-
HLA-Antikérper-Spezifitaten der Empfénger nicht gegen die HLA-Merkmale der jeweili-
gen prospektiven Spender gerichtet waren. Es ist zu folgern, dass in Ubereinstimmung
mit dem negativen Testergebnis des jeweils korrespondierenden ELISA-Kreuztestes kein
Empfanger Donor-spezifische Antikérper gebildet hat. Somit liegt nahe, dass die Ergeb-
nisse des CDC-Kreuztestes vielmehr durch den therapeutischen Antikérper Rituximab
beeinflusst worden sind. Dieser therapeutische Antikérper aktiviert durch Bindung an das
CD20-Molekil auf der B-Zelloberflache das zugegebene Kaninchenkomplement und lei-
tet damit die Lyse der B-Zellen ein. Dieser Mechanismus erklart die stark positiven Reakti-
onswerte des CDC-Kreuztests der B-Zellfraktion und ist auch verantwortlich fir die positi-
ven Reaktionsergebnisse in der PBL-Fraktion. Aufgrund des individuell unterschiedlichen
B-Zell-Anteils (7-15% der PBL) fielen diese jedoch, auch wenn durch unterschiedliche In-
tensitaten gekennzeichnet, insgesamt schwacher aus (Score 1/2 bis 2/4). Bereits an die-
ser Stelle sei auch auf die schwach positiven Reaktionsergebnisse in der T-Zell-Fraktion
hingewiesen, da diese vor dem Hintergrund der Beeinflussung des CDC-Kreuztestes
durch Rituximab zun&chst nicht plausibel erscheinen, da Rituximab anti-CD20-Antikérper
per definitionem nur an B-Zellen bindet. Die méglichen Ursachen werden ausfuhrlich Ge-
genstand der Diskussion sein (Kapitel 5.1).
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4.2 Untersuchung der Seren Basiliximab-behandelter Patienten auf Donor-
spezifische anti-HLA-Antikorper zur Analyse akuter AbstoBungsreaktionen

Zusatzlich wurden die Seren von vier Patienten untersucht, die im Rahmen der immun-
suppressiven Therapie nach einer Lebendnierenspende mit dem monoklonalen anti-CD25-
Antikérper Basiliximab behandelt worden waren, nachdem bei ihnen eine akute Trans-
plantatabstoBungsreaktion aufgetreten war. Die fir diese Gruppe vorliegende geringe Pa-
tientenanzahl ergibt sich aus der Tatsache, dass flr die Durchfiihrung des CDC-Kreuztest-
es vitale Donor-Zellen benétigt werden, so dass in diese Gruppe nur Lebendnierenspen-
den und keine post mortem Spenden eingeschlossen werden konnte. AusschlieB3lich
im Falle der Lebendnierenspenden waren vitale Spenderlymphozyten auch nach einer

Transplantation verfligbar.

Tabelle 18: Gegenuberstellung  der  Ergebnisse  von  komplementabh&ngigem
Lymphozytotoxizitats- (CDC-CM) und ELISA-Kreuztest (ELISA-CM) fir
Patienten der Basiliximab-Gruppe

Patient CDC-CM (NIH-Score) ELISA-CM %PRA
PBL T-Zellen  B-Zellen HLA | HLA Il
1 2/4 2/4 4 neg. neg. 0
2 2/4 2/4 4/6 neg. neg. 86
3 4 4 6 neg. poSs. 12
4 6 4 6/8 neg. poS. 20

NIH=National Institute of Health (Washington, USA), PRA=Panel-reaktive
Antikérper, PBL=Periphere Blutlymphozyten

In der Basiliximab-Gruppe waren im Serum von drei der vier untersuchten Patienten im
Antikdrperscreening anti-HLA-Antikbrper nachweisbar (Tabelle 18, Patienten 2, 3 und 4).
Grundséatzlich war unter Beriicksichtigung der Panelreaktivitat das Vorhandensein Donor-
spezifischer Antikbrper bei diesen drei Patienten also durchaus méglich.

Die Patienten 3 und 4 zeigten einen relativ niedrigen Immunisierungsgrad, dargelegt
durch niedrige PRA-Werte von 12 und 20% . Fir diese Patienten zeigte der CDC-Kreuztest
moderat bis stark positive Reaktionen in allen Zellpopulationen mit Werten von 4 bis 6,
was den Nachweis von Donor-spezifischen Antikérpern gegen beide HLA-Klassen impli-
ziert. Im Gegensatz dazu wurden im ELISA-Kreuztest jeweils nur Antikérper gegen HLA-
Klasse-II-Molekile gefunden. Zur Aufklarung dieser widersprichlich erscheinenden Test-

ergebnisse wurde der zusatzliche Abgleich mittels virtuellem Kreuztest durchgefiihrt (Ta-
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belle 19). In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen des ELISA-Kreuztestes fanden sich
virtuell bei beiden Patienten ausschlie3lich Donor-spezifische Antikdrper gegen die HLA-
Klasse-lI-Merkmale des jeweiligen Spenders, nicht jedoch gegen Merkmale der HLA-
Klasse I. Die Ergebnisse des CDC-Kreuztestes lassen sich folglich als falsch positiv klas-
sifizieren, da dieser fur alle untersuchten Zellpopulationen (PBL, T-Zellen, B-Zellen), d.h.

fur beide HLA-Klassen positive Reaktionen gezeigt hatte.

Tabelle 19: Ergebnisse des virtuellen Kreuztestes der Spender-
Empféngerkombinationen aus der Basiliximab-Gruppe
Patient nachgewiesene anti-HLA-AKk relevante HLA-Merkmale DSA
des Patienten des Spenders
3 DR13; DQ7 DR11, 13; DR 52; DQ3(7) positiv
4 DR17; DQ2 DR3(17); DR52; DQ2 positiv

Dargestellt sind die anti-HLA-Antikérper der Empfanger und die korrespondieren-
den HLA-Merkmale der jeweiligen Spender. Beide Patienten haben ausschlieBlich
Antikérper gegen HLA-Klasse-lI-Merkmale gebildet. Fettgedruckt dargestellt sind
die Antikérper, die virtuell eindeutig als Donor-spezifisch klassifizierbar sind sowie
die entsprechenden HLA-Merkmale des Spenders.

Die sogenannte Hauptgruppenmerkmale (broad antigens) sind vor den Klammern
aufgefihrt, wahrend die zugehdérigen Nebengruppenmerkmale (split antigens) in
Klammern angegeben werden.

Im Gegensatz zu den Patienten 3 und 4 musste Patient 2 mit einem PRA-Wert von
86% als hochimmunisiert angesehen werden. Auch hier zeigte der CDC-Kreuztest mit
Werten von bis zu 6 eindeutig positive Reaktionen fir alle Zellpopulationen. Im ELISA-
Kreuztest wurden jedoch keinerlei Donor-spezifische Antikérper nachgewiesen. Aufgrund
des hohen Immunisierungsgrades musste zunachst angenommen werden, dass dieser
Patient mit Ausnahme seiner eigenen HLA-Merkmale Antikérper gegen nahezu alle HLA-
Phéanotypen gebildet hatte. Die Durchflihrung eines virtuellen Kreuztests erschien daher
aufgrund der vorauszusehenden Bandbreite von spezifizierbaren Antikérpern als nicht
sinnvoll. Donor-spezifische Antikdrper konnten allerdings dennoch virtuell ausgeschlos-
sen werden, da der Vergleich der HLA-Merkmale des Empféngers mit denen des Spen-
ders eine komplette Ubereinstimmung ergab (Tabelle 20). Diesem Phanomen lag eine
Lebendnierenspende zwischen HLA-identischen Geschwistern zugrunde. Folglich liefer-
te der ELISA-Kreuztest auch in diesem Fall eines hochimmunisierten Patienten ein kor-
rektes Ergebnis, wahrend der CDC-basierende Kreuztest erneut zu falsch positiven Re-

sultaten flihrte.
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Tabelle 20: Darstellung der HLA-Merkmale des hochimmunisierten Patienten 2 aus der
Basiliximab-Gruppe und seines Lebendnierenspenders

Patient % PRA HLA-Typisierung Spender HLA-Typisierung Empfanger
2 86 A29, 32; B14, 44; Cw5, 8 A29, 32; B14, 44; Cw5, 8
DR 4, 7, 53; DQ 2, 3(7) DR 4, 7,53; DQ 2, 3(7)

Spender und Empfanger zur Durchfiihrung einer Lebendnierenspende sind als Ge-
schwister HLA-identisch (komplette HLA-Ubereinstimmung mit einer Wahrscheinlich-
keit von 25% in der F1-Generation). Donor-spezifische Antikérper (DSA) kénnen folg-
lich mit an Sicherheit grenzender Wahrscheinlichkeit virtuell ausgeschlossen werden.

Patient 1 wurde mit einem PRA-Wert von 0% als nicht immunisiert klassifiziert. Obwohl er
also mit hoher Wahrscheinlichkeit keinerlei anti-HLA-Antikérper entwickelt hatte, zeigten
sich im CDC-Kreuztest wiederum positive Reaktionsergebnisse in allen Zellpopulationen
(Tabelle 18, Score 2/4 und 4). In Ubereinstimmung mit der Nicht-Nachweisbarkeit von
anti-HLA-Antikérpern (0% PRA) wurden im ELISA-Kreuztest keine Donor-spezifischen
Antikdrper nachgewiesen.

Zusammenfassend ist zu folgern, dass auch unter Therapie mit Basiliximab der ELISA-
Kreuztest in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen des virtuellen Kreuztestes valide Er-
gebnisse erbrachte, wéhrend die Ergebnisse des CDC-Kreuztestes durch den therapeu-
tischen Antikérper beeinfluBt wurden. Als anti-CD25-Antikdrper fihrt Basiliximab ganz
offensichtlich zur komplementvermittelten Zelllyse aller CD25-exprimierenden Zellen, so
auch von B- und T-Lymphozyten, die die Zielzellen des CDC-Kreuztestes darstellen. So-
mit ergeben sich flir den CDC-Kreuztest in allen Zellfraktionen positive Testergebnisse,
die jedoch nicht den Nachweis Donor-spezifischer anti-HLA-Antikérper reprasentieren.
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5 Diskussion

Die Verwendung monoklonaler Antikérper (mAK) zur Prakonditionierung des Empfangers
bei ABO-Blutgruppen-inkompatiblen Nierentransplantationen sowie zur Prophylaxe und
Therapie akuter Abstof3ungsreaktionen hat in den letzten Jahren stetig zugenommen. Der
in diesem Kontext bisher am haufigsten verwendete mAKk ist Rituximab, der durch Bindung
an das CD20-Molekdl auf der B-Zell-Oberflache zur Depletion dieser Zellen fihrt und
somit die Bildung einer humoralen Immunantwort gegen ABO-Blutgruppenantigene ver-
hindern soll. Auch drei der vier Transplantationszentren, die mit dem HLA-Labor am Uni-
versitatsklinikum Halle zusammenarbeiten, haben das Verfahren der ABO-inkompatiblen
Lebendnierenspende nach Prékonditionierung mit Rituximab implementiert. In diesem
Zusammenhang fiel bereits frihzeitig die Beeinflussung der Testergebnisse des komple-
mentabhéngigen Lymphozytotoxizitats (CDC)-Kreuztestes auf, nachdem die Patienten
mit Rituximab vorbehandelt worden waren (Schlaf et al., 2012). Auch fir die Verwendung
des ebenfalls in dieser Arbeit untersuchten Basiliximab, der als anti-CD25-Antikdrper ge-
gen die « -Kette des Interleukin-2-Rezeptors gerichtet ist und vorrangig zur Prophylaxe
akuter AbstoBungsreaktionen, d.h. zur Initialtherapie bei Nierentransplantationen einge-
setzt wird, wurden invalide Ergebnisse des CDC-Kreuztestes beobachtet. Im Zuge dieser
Arbeit sollte deshalb die Eignung ELISA-basierender Methoden (AMS, AbCross) als al-
ternative Kreuztestverfahren fir Nierentransplantatempféanger nach Konditionierung mit

therapeutischen Antikérpern untersucht werden.

5.1 Konditionierung mit Rituximab und Basiliximab flihrt zu falsch positiven
Testergebnissen im Standard-Kreuztestverfahren

Alle Proben der mit Rituximab behandelten Patienten zeigten im CDC-Kreuztest positive
bis stark positive Testergebnisse in der B-Lymphozyten- und gering positive Ergebnisse
in der T-Lymphozytenfraktion sowie gering bis mafig positive Ergebnisse unter Verwen-
dung Peripherer Blutlymphozyten (PBL). Im ELISA-basierenden Kreuztest wurden hinge-
gen fur keinen Patienten Donor-spezifische Antikérper (DSA) nachgewiesen. 24 der 27
Patienten lie3en sich Uber die Bestimmung Panel-reaktiver Antikérper als nicht immuni-
siert (0% PRA) klassifizieren, so dass mit hoher Wahrscheinlichkeit keiner dieser Patien-
ten Uberhaupt Antikérper gegen HLA-Merkmale entwickelt hatte. Fir die Patienten 10, 15
und 19 aus der Rituximab-Gruppe (Tabelle 16) wurden niedrige PRA-Werte zwischen 4%
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und 18% ermittelt. Unter Bericksichtigung der Antikdrperspezifizierungen konnte im vir-
tuellen Kreuztest jedoch gezeigt werden, dass es sich hierbei nicht um Antikdrper gegen
HLA-Merkmale der jeweiligen Spender handelte. Die nachgewiesenen Antikdrper waren
in keinem Fall als Donor-spezifisch zu klassifizieren und folglich auch nicht als Ursache
der positiven CDC-Kreuztest-Ergebnisse zu interpretieren. Es erschien plausibel, dass
die falsch positiven CDC-Kreuztest-Ergebnisse als Folgeerscheinung des in den Patien-
tenseren enthaltenen therapeutischen Antikérpers zu werten waren. Rituximab gehdrt
als Antikérper vom IgG1-Isotyp zu den komplementfixierenden Antikérpern, die in der
Lage sind, durch Bildung eines Antigen-Antikérperkomplexes das Komplementsystem
Uber den klassischen Weg zu aktivieren. Werden nun die Spenderlymphozyten mit dem
Rituximab-haltigen Serum des Empféngers inkubiert, kommt es zur Bindung des Anti-
kérpers an seine Zielstruktur, das CD20-Molekul auf der B-Zell-Oberflache. Bei Zugabe
von Kaninchenkomplement erfolgt die Aktivierung durch die Antigen-Antikérperkomplexe,
woraus die Lyse der Zellen resultiert. Der hohe Anteil letaler Zellen in der B-Zell-Fraktion
(entsprechend den Scores von 6 und 8) beruhte also auf einer Rituximab-vermittelten
Komplementaktivierung. Mehrere diesbezligliche Untersuchungen flihrten zu vergleich-
baren Resultaten (Book et al., 2005; Gatault et al., 2013; Milongo et al., 2015). Die fir
die Fraktion der PBL bestimmten niedrig positiven Werte von 2 bis 4 spiegeln den indivi-
duell unterschiedlichen Anteil der B-Zellen an den Gesamtlymphozyten wider (7-15% der
PBL). Erstaunlicherweise finden sich auch nach Auswertung der T-Zell-Fraktion niedrig
positive Werte zwischen 1/2 und 2. Da T-Zellen kein CD20-Molekul auf ihrer Oberflache
tragen und eine Rituximab-Bindung theoretisch nicht stattfindet, waren hier komplett ne-
gative Reaktionsergebnisse zu erwarten gewesen. Das in diesem Zusammenhang zu
berlcksichtigende Phanomen kontaminierender B-Zellen in der T-Zellfraktion bei Nut-
zung des verwendeten T-Zell-Isolationssystems (RosetteSep™ Cell Separation System,
Stemcell Technologies Inc.) wurde bereits 2010 beschrieben (Mueller, 2010) und kommt
offensichtlich durch bei der Dichtegradientenzentrifugation nicht depletierbare B-Zellen
zustande. Urs&chlich ist wahrscheinlich eine zu geringe Menge an bispezifischen anti-
CD19-Antikérpern, die fur die Bindung der B-Lymphozyten an die Erythrozyten und ihre
nachfolgende Depletion verantwortlich sind (Kapitel 3.7.2). Die Ergebnisse der ELISA-
basierenden Kreuztestsysteme (AMS, AbCross) konnten hingegen durch die virtuellen
Kreuztestvarianten vollumfanglich bestatigt werden. Beide Systeme in Kombination sind
im Gegensatz zum CDC-basierenden Kreuztest also gut geeignet, um Donor-spezifische

Antikérper bei mit Rituximab prakonditionierten Nierentransplantatempfangern auszu-
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schlie3en.

In einer zweiten Gruppe wurden Seren von Patienten unter Basiliximab-Therapie un-
tersucht, bei denen nach der Transplantation AbstoBungsreaktionen aufgetreten waren.
Auch in dieser Gruppe zeigte der CDC-Kreuztest fir alle getesteten Patientenseren und in
allen drei untersuchten Zellfraktionen (PBL, T-Lymphozyten, B-Lymphozyten) mit Werten
von 2/4 bis 6/8 positive Reaktionsergebnisse. Fir Patient 1 konnten DSA bereits virtu-
ell ausgeschlossen werden, da entsprechend seinem Anteil Panel-reaktiver AntikGrper
(0% PRA) keine anti-HLA-Immunisierung vorlag. In bester Ubereinstimmung mit diesem
Ergebnis fiel der ELISA-basierende Kreuztest in beiden HLA-Klassen negativ aus. Wie
in Kapitel 4.2 beschrieben, konnten auch flir den Patienten 2 trotz seines hohen Im-
munisierungsgrades (86% PRA) Donor-spezifische Antikérper ausgeschlossen werden,
da Spender und Empfanger als Geschwister HLA-identisch waren. Auch hier wurden im
Gegensatz zum CDC-Kreuztest Uber den ELISA-Kreuztest Donor-spezifische anti-HLA-
Antikérper als Ursache der AbstoBungsreaktion ausgeschlossen. Fir die geringwertig
immunisierten Patienten 3 und 4 (12% und 20% PRA) konnte unter Berlcksichtigung des
virtuellen Kreuztestes gezeigt werden, dass diese zwar keine DSA gegen HLA-Merkmale
der Klasse |, wohl aber gegen Merkmale der HLA-Klasse Il des entsprechenden Spen-
ders entwickelt hatten. Diese Differenzierung wurde auch durch den ELISA-Kreuztest
klar getroffen, wahrend der CDC-Kreuztest jeweils fir beide HLA-Klassen positiv aus-
fiel, d.h. in beiden Fallen falschlicherweise den Nachweis von DSA indizierte, die gegen
HLA-Klasse-I-Molekile gerichtet waren. Die Ergebnisse des CDC-Kreuztestes missen
folglich mit gréBten Zweifeln betrachtet werden. Die falsch positiven Resultate beruhen
mit an Sicherheit grenzender Wahrscheinlichkeit auf dem in den Patientenseren enthal-
tenen therapeutischen Antikérper Basiliximab, der ebenso wie der Antikérper Rituximab
dem komplementaktivierenden IgG1-Isotyp zuzuordnen ist. Dieser flhrt nach Bindung
an die « -Kette des Interleukin-2-Rezeptors (CD25) zur komplementvermittelten Zelllyse
all jener Zellen, die dieses Molekul exprimieren, unter anderem T- und B-Lymphozyten.
Abweichende Resultate erbrachten die Untersuchungen von Milongo et al. (2015). Diese
testeten in vitro den Einfluss unterschiedlich hoher Basiliximab-Konzentrationen auf das
Ergebnis des CDC-Kreuztestes und fanden zunachst keine Beeinflussung der Testergeb-
nisse. Eine Einschrankung dieses Resultates ergibt sich jedoch aus dem unterschiedlich
hohen Anteil CD25-positiver Zellen in Abhangigkeit von Alter und Gesundheitszustand

der Spender. Falsch positive Testergebnisse bei héheren Frequenzen CD25-positiver
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Zellen als den getesteten konnten somit auch entsprechend den Argumenten dieser Ar-
beitsgruppe nicht Uberzeugend ausgeschlossen werden (Milongo et al., 2015). Weitere
Untersuchungen, um diese Diskrepanz zu klaren, sind insbesondere deshalb notwendig,
da in der vorliegenden Arbeit nur vier Félle in diese Testgruppe aufgenommen werden
konnten. Da fir den CDC-Kreuztest vitale Donor-Zellen benétigt werden, waren die Un-
tersuchungen der vorliegenden Arbeit auf Lebendnierenspenden beschrankt, bei denen
auch nach der Transplantation noch vitale Spenderzellen zur Verfligung gestellt werden
konnten. Zusammenfassend soll an dieser Stelle jedoch noch einmal darauf hingewiesen
werden, dass in klarem Gegensatz zum CDC-Kreuztest der ELISA-basierende Kreuztest
valide Ergebnisse flir Basiliximab-behandelte Patienten erbrachte, die virtuell in vollem

Umfang bestatigt werden konnten und somit als plausibel betrachtet werden missen.

5.2 Der ELISA-basierende Kreuztest schlieBt eine diagnhostische Liicke in der
Transplantationsmedizin

Die Auswirkungen von in den Patientenseren enthaltenen Arzneistoffen auf die verschie-
denen Kreuztestverfahren wurden bisher nur wenig untersucht. Book et al. (2005) tes-
teten den Einfluss verschiedener chimarer und humanisierter therapeutischer Antikérper
auf CDC-, FACS (Fluorescence-Activated Cell Sorting)- und ELISA-basierende (Trans-
plant Monitoring SystemR, TMS) Kreuztestverfahren. Wéhrend sowohl der CDC- als auch
der FACS-basierende Kreuztest falsch positive Ergebnisse erbrachten, wurden die Er-
gebnisse des TMS-Kreuztestes, der der direkte Vorlaufer des in der vorliegenden Arbeit
verwendeten ELISA-basierenden Systems AMS-ELISA war, nicht durch die therapeuti-
schen Antikdrper beeinflusst (Book et al., 2005). Schiaf et al. (2012) beschrieben falsch
positive CDC-Kreuztest-Ergebnisse im Zusammenhang mit Stammzelltransplantationen
bei Leukamiepatienten, die mit dem Zytostatikum 6-Mercaptopurin behandelt worden wa-
ren. Normalerweise wird fir diese Patienten kein negativer Kreuztest gefordert, da in Vor-
bereitung einer Stammzelltransplantation Spender und Empfanger in héchstem Mal3e,
d.h. in der hochauflésenden vierstelligen HLA-Typisierung HLA-identisch sein mlssen.
In Einzelfallen werden aber auch Stammzellen zwischen nicht komplett HLA-identischen
Personen, etwa zwischen Eltern und Kindern transplantiert. In diesen Fallen sogenann-
ter haploidentischer Stammzellspender ist der Ausschluss Donor-spezifischer Antikérper
erforderlich. Im virtuellen Kreuztest konnte fiir die beschriebenen Falle mehrfach gezeigt

werden, dass die Empfanger keine Antikdrper gegen HLA-Merkmale des Spenders ge-
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bildet hatten. Folglich lag der Verdacht nahe, dass das therapeutisch verabreichte Zyto-
statikum 6-Mercaptopurin zum Zelltod der Spenderlymphozyten und somit zum positiven
CDC-Kreuztest-Ergebnis geflihrt hatte. Der parallel durchgefiihrte ELISA-Kreuztest er-
brachte auch fur diese Félle die dem virtuellen Ansatz entsprechenden negativen Ergeb-
nisse (Schlaf et al., 2012). In den bereits erwéhnten Untersuchungen von Milongo und
Mitarbeitern (Kapitel 5.1) wurden neben den monoklonalen Antikérpern Rituximab und
Basiliximab auch Intravendses Immunglobulin (IVIG) und Anti-Thymozytenglobulin (ATG)
untersucht. Hierbei handelt es sich um polyklonale Antikérpergemische, die haufig Be-
standteil des Therapieregimes zur Pravention akuter zellular und Antikdrper-vermittelter
AbstoBBungsreaktionen sind. Milongo et al. (2015) zeigten in diesem Zusammenhang,
dass auch IVIG und ATG das Potenzial haben, das CDC-Kreuztest-Ergebnis zu beein-
flussen. Sie fanden fir den ATG-Einsatz falsch positive und fir den IVIG-Einsatz falsch
negative Ergebnisse im Standardverfahren des komplementabhangigen Lymphozytotoxi-
zitatskreuztestes (Milongo et al., 2015). In Anbetracht sich stetig weiterentwickelnder The-
rapieverfahren, sowie der zu erwartenden Einflhrung neuer per se zytotoxischer Arznei-
stoffe, darunter insbesondere immuntherapeutische Antikérper, in der Transplantations-
medizin, werden weitere Studien nétig sein, um verlassliche Kreuztestverfahren zum Aus-
schluss Donor-spezifischer Antikdrper zu generieren und validieren. In jedem Fall wird
die Verwendbarkeit des CDC-Standard-Kreuztestes weitere erhebliche Einschrénkungen

erfahren.

Doch nicht nur durch medikamentése Therapien wird das Ergebnis des CDC-Kreuztestes
verfalscht. Nach Schiaf et al. (2012) zeigen auch Patienten, die an Erkrankungen des au-
toimmunen Formenkreises leiden, falsch positive CDC-Kreuztest-Ergebnisse. Sie unter-
suchten Patienten die an Systemischem Lupus Erythematosus (SLE) und Rheumatoider
Arthritis (RA), d.h. an Erkrankungen des autoimmunen Immunkomplex Typus (Typ III)
erkrankt waren. Alle diese Patienten hatten, nachgewiesen in verschiedenen Antikdrper-
spezifizierungsassays, keine Donor-spezifischen anti-HLA-Antikérper entwickelt, zeigten
im CDC-Kreuztest aber dennoch tberwiegend positive Ergebnisse. Der ELISA-Kreuztest
konnte wiederum fir alle SLE-Patienten Donor-spezifische Antikdrper in Ubereinstim-
mung mit der virtuellen Kreuztest-Variante valide und plausibel ausschlie3en. In der
Gruppe der RA-Patienten wurde in einigen wenigen Fallen allerdings auch der ELISA-
Kreuztest beeinflusst. Diese Patienten litten jeweils unter einem schweren akuten Schub

der RA. Im Vergleich mit dem CDC-Kreuztest waren jedoch deutlich weniger Falle von
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falsch positiven ELISA-Kreuztestergebnissen betroffen (2 von 14), sodass der ELISA-
Kreuztest trotzdem als der zuverlassigere anzusehen ist (Schlaf et al., 2012). In wei-
terflhrenden Untersuchungen wurden diese Ergebnisse bestétigt (Schlaf et al., 2014a,
2016). Kritisch wurde in diesen Publikationen darauf hingewiesen, dass der CDC-Kreuz-
test trotz seiner erheblichen Artefaktanfélligkeit im Jahr 2010 in den Richtlinien der Bun-
desarztekammer (RILiBAK) als Standardkreuztestverfahren fiir postmortale Nierenspen-
den festgelegt worden war. Dies bedeute, dass fiir die Allokation von postmortalen Spen-
derorganen Uber die Stiftung Eurotransplant (Leiden, Niederlande) ausschlieBlich der
CDC-basierende Kreuztest eingesetzt werden dirfe. Patienten, die unter Autoimmuner-
krankungen, insbesondere SLE leiden, hatten aufgrund Artefakt-bedingter CDC-Kreuz-
testergebnisse deshalb eine erheblich verringerte Chance, auf diesem Weg ein Organ zu
erhalten. Die Autoren betonten, dass der ELISA-Kreuztest flir diese Patienten zu plausi-
blen und verlasslichen Ergebnissen flihrt und somit den CDC-Kreuztest in diesen Fallen

ersetzen bzw. ergénzen sollte.

Ein weiterer Nachteil des CDC-Kreuztestes liegt darin , dass er im Gegensatz zum ELI-
SA-basierenden Kreuztest als funktioneller Test seinem Namen entsprechend ausschlief3-
lich komplementfixierende Antikdrperisotypen detektiert. Verschiedene Studien zeigten
jedoch, dass auch nicht-komplementfixierende Donor-spezifische anti-HLA-Antikérper Ein-
fluss auf das Transplantatiberleben auslben (Karuppan et al., 1992; Sumitran-Holgersson,
2001; Slavcev et al., 2003a; Slavcev, 2003b; Lefaucheur et al., 2016; Guidicelli et al.,
2016). Fur diese nicht-komplementvermittelten Effekte werden verschieden Mechanis-
men diskutiert. Zum einen entfalten nicht-komplementfixierende DSA ihre Wirkung im
Sinne der antikérperabhéngigen zellvermittelten Zytotoxizitat (ADCC) Uber die Aktivie-
rung Natdrlicher Killerzellen (Hidalgo et al., 2010; Hirohashi et al., 2012). Zum anderen
werden Uber die Modulation intrazellularer Signalwege proinflammatorische sowie proli-
ferative Effekte auf das Kapillarendothel ausgetibt, die zur Vaskulopathie und letztlich zur
Transplantatschadigung fihren (Reyes-Vargas et al., 2009; Zhang und Reed, 2009)

AbschlieBend sei noch einmal darauf hingewiesen, dass der CDC-Kreuztest als Vitalitats-
assay generell anfallig gegenlber StérgrdBen ist. Fir ein valides Ergebnis ist einerseits
ein initial hoher Anteil vitaler Zellen Voraussetzung (>90%), andererseits muss eine ar-
tefizielle Aktivierung des Komplementsystems ausgeschlossen sein. Hier zeigt sich der
ELISA-Kreuztest Uberlegen, da er im Gegensatz zum CDC-Kreuztest keine vitalen Do-

norzellen bendtigt und unabhangig von der Aktivierung des Komplementsystems arbei-
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tet. Somit ist es mdéglich, durch Verwendung eines aus den Donorzellen gewonnenen
und zur Materiallagerung tiefgefrorenen Lysats aus Donorzellen (s. Kapitel 3.6.2) retro-
spektiv auch dann einen de facto-Kreuztest durchzuflihren, wenn keine vitalen Donorzel-
len zur Verfligung stehen (Altermann et al., 2006; Sel et al., 2012; Schlaf et al., 2014b,
2015) wie es zum Beispiel bei AbstoBungsreaktionen nach einer postmortalen Organ-
spende der Fall ist. Bis dato konnte in einer solchen Situation nur ein virtueller Kreuztest
durchgefihrt werden. Bereits im Jahr 1996 versuchten Zavazava und Mitarbeiter, die-
ses Problem im Zusammenhang mit Untersuchungen zu Hornhauttransplantationen zu
I6sen. Sie verwendeten aufgetaute retinale Pigmentepithelzellen der Hornhautspender,
kultivierten diese, stimulierten die Expression von HLA-MolekUlen mittels rekombinantem
Interferon-v und flhrten bei ausreichender Vitalitat der aufgetauten und kultivierten Zel-
len im Anschluss einen FACS-basierenden Kreuztest durch (Zavazava, N. and Nolle, B.
and Duncker, G. and Jenisch, S. and Westphal, E. and Eckstein, V. and Muller-Ruchholtz,
W., 1996). Dieser Ansatz ist im Gegensatz zu dem in der vorliegenden Arbeit getesteten
ELISA-basierenden Verfahren jedoch zeitaufwendig, sehr kostenintensiv und technisch
extrem anspruchsvoll. Damit entzieht sich das Verfahren dieser Arbeitsgruppe von vorn-
herein jeder Anwendung in der Routinediagnostik.

5.3 Schlussfolgerung

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass der CDC-basierende Kreuztest zur
Darstellung Donor-spezifischer Antikdrper bei Patienten, die mit therapeutischen Anti-
kérpern behandelt wurden, ungeeignet ist. In diesen Fallen wird ein alternatives Verfah-
ren benétigt. Der in der vorliegenden Arbeit in diesem Zusammenhang getestete ELISA-

Kreuztest ist eine geeignete Methode, da er

« durch die Zugabe therapeutischer Antikérper zum Empféngerserum nicht beein-

flusst wird,
* unabhangig von der Vitalitat der Donorzellen arbeitet,
» sowohl zytotoxische als auch nicht-zytotoxische anti-HLA-Antikdrper detektiert und
* ein gut standardisierbares und methodisch mit vertretbarem Aufwand implementier-

bares Verfahren darstellt.
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In diesem Sinne sollte er zumindest in Situationen, in denen der CDC-Kreuztest keine
plausiblen Ergebnisse liefert, als alternatives bzw. ergdnzendes Verfahren Eingang in die
immunologische Diagnostik eines jeden HLA-Labors finden. Die durch die Bundesarz-
tekammer und Eurotransplant in den RiLIBAK im Jahr 2010 getroffenen Festlegungen
sollten erneut angepasst werden, um den in den letzten Jahren mit zunehmender Fre-
quenz in der Fachliteratur und in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Insuffizienzen

des konventionellen CDC-Kreuztestes Rechnung zu tragen.

5.4 Limitationen der Arbeit

Die groBte Limitation ergab sich aus der geringen Patientenanzahl (n=4) in der Basilixi-
mab-Gruppe. Diese beruhte wie bereits zuvor beschrieben (Kapitel 5.1) auf der Abhan-
gigkeit des CDC-Kreuztestes von vitalen Donorzellen, so dass die Untersuchungen auch
im Falle der Basiliximab-Gruppe (Testdurchfiihrung nach der Transplantation) auf Le-
bendnierenspenden beschrankt werden mussten. Das Verfahren der ABO-Blutgruppen-
inkompatiblen Lebendnierenspende unter Rituximab-Konditionierung der Empfanger wird
zwar in zunehmendem Malf3e, jedoch insgesamt noch relativ selten angewandt. Zusatz-
lich lehnen einige Nierentransplantationszentren die ABO-Blutgruppen-inkompatible Le-
bendnierenspende aufgrund einer erhéhten Rejektionsgefahr und wegen teilweise nicht
unerheblicher Nebenwirkungen der Rituximab-Konditionierung grundsétzlich ab. Dadurch
war die Patientenanzahl in der Rituximab-Gruppe mit 27 Spenden ebenfalls begrenzt,
auch wenn diese Anzahl an parallel untersuchten Kreuztestverfahren aufgrund der ein-

deutigen Ergebnisse ebenso eindeutige Konklusionen erlaubt.

Da im Zeitraum der Arbeitserstellung kein weiterer de facto Kreuztest vergleichbarer Spe-
zifitdt und Sensitivitat zur Verfligung stand, wurde der virtuelle Kreuztest als Referenz-
methode verwendet bzw. anti-HLA-Antikdrper Uber die Bestimmung der Panelreaktivitat
(% PRA) ausgeschlossen. Wie in Kapitel 3.8.2 bereits erlautert, kann es in Einzelfallen
jedoch trotz eines PRA-Wertes von 0% zu einem positiven de facto Kreuztestergebnis
kommen, wenn z.B. eine Antikdrperspezifitdt nur gegen seltene, im Antigenpanel des
entsprechenden Antikdrperspezifizierungsassays nicht enthaltene HLA-Phéanotypen ge-
richtet ist. Derartige seltene Spezifitaten lassen sich folglich grundsétzlich nicht virtuell

klassifizieren.
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6 Zusammenfassung

Gegen HLA-Merkmale eines Organspenders gerichtete sogenannte Donor-spezifische
anti-HLA-Antikdrper, stellen die haufigste Ursache fir hyperakute und akute AbstoBungs-
reaktionen dar. Ein negativer Kreuztest, das hei3t der Ausschluss dieser Donor-spe-
zifischen Antikérper, ist deshalb eine mafBgebliche Voraussetzung fiir ein erfolgreiches
Transplantatliberleben. Zur Zeit gilt der bereits in den sechziger Jahren entwickelte und
im Jahr 2010 durch die Bundeséarztekammer und Eurotransplant fir post mortem Spen-
den solider Organe als obligatorisch festgelegte, komplementabhangige Lymphozytoto-
xizitats (CDC)-Kreuztest als methodischer Goldstandard. Als funktionelles Testsystem ist
dessen Validitat jedoch zum einen in hohem Maf3e von der Vitalitdt der Spenderlym-
phozyten abhangig. Zum anderen kann es durch artefizielle Aktivierungen des Komple-
mentsystems zu falsch positiven Ergebnissen dieses Tests kommen. Artefizielle Kom-
plementaktivierungen kdnnen zum Beispiel durch im Empfangerserum enthaltene Thera-
peutika wie die monoklonalen Antikérper Rituximab und Basiliximab ausgelést werden,
die in zunehmendem Maf3e als Bestandteil der immunsuppressiven Therapie im Kontext
von Organtransplantationen auftauchen. In der vorliegenden Arbeit wurde deshalb unter-
sucht, ob der ELISA-basierende Kreuztest (AMS-ELISA/AbCross-ELISA) bei Patienten
unter Rituximab- oder Basiliximab-Therapie artefaktfreie Resultate erzielt und somit eine
geeignete Alternative zum Standardverfahren des Lymphozytotoxizitatskreuztestes dar-

stellt.

27 Seren von Patienten unter Rituximab- und vier Seren von Patienten unter Basiliximab-
Therapie wurden jeweils mittels CDC-basierendem und ELISA-basierendem Kreuztest
untersucht. Zusatzlich wurde der prozentuale Anteil Panel-reaktiver Antikérper der Emp-
fanger bestimmt. FUr immunisierte Empfénger mit einem Anteil Panel-reaktiver Antikdrper
>0% wurden zusétzliche Antikdrperspezifizierungen durchgefiihrt und mit den HLA-Merk-
malen der korrespondierenden HLA-typisierten Spender verglichen. Diese sogenannten
virtuellen Kreuztests dienten als Referenzmethode, um die Validitat der Ergebnisse der
de facto Kreuztestverfahren, CDC-Kreuztest und ELISA-Kreuztest, zu tberprifen.

In allen getesteten Féllen gelang unter Verwendung des CDC-Kreuztestes kein valider
Ausschluss bzw. Nachweis Donor-spezifischer Antikdrper. Hier kam es durch die thera-
peutischen Antikdrper Rituximab und Basiliximab zur artefiziellen Komplementaktivierung
und folglich zu falsch positiven Ergebnissen. Im Gegensatz dazu stimmten die Ergeb-
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nisse der ELISA-basierenden Vertraglichkeitsproben mit denen der virtuellen Kreuztes-
tansatze in allen Féllen tGberein. Donor-spezifische anti-HLA-Antikdrper konnten sicher
ausgeschlossen bzw. nachgewiesen werden. Diese Resultate zeigen deutlich die me-
thodische Uberlegenheit des ELISA-basierenden Kreuztestverfahrens gegeniiber dem
CDC-basierenden Standardkreuztestverfahren. Folglich sollte in Situationen, in denen
der CDC-basierende Kreuztest keine plausiblen Ergebnisse liefert, der ELISA-basierende

Kreuztest als alternatives, zumindest aber komplementéres Verfahren eingesetzt werden.
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8 Thesen

1. Seit Dezember 2010 ist der komplementabhangige Lymphozytotoxizitatstest (CDC)
durch Eurotransplant und die Richtlinien der Bundeséarztekammer (RiLiBAK) zum
Ausschluss Donor-spezifischer anti-HLA Antikérpern (DSA) flr post mortem Nie-
renspenden vorgeschrieben.

2. Als komplementvermittelter Vitalitatstest zeigt der CDC-basierende Kreuztest eine
strikte Abh&ngigkeit von der Vitalitét der verfligbaren Spenderlymphozyten.

3. Um das Vorhandensein von DSA nachzuweisen bzw. auszuschlieBen, muss die
dem Assay zugrunde liegende Aktivierung des Komplementsystems auf anti-HLA
Antikérper, die gegen die Spendermerkmale gerichtet sind, zurtickzufihren sein.

4. Auch andere dem Serum der Empfanger zugrunde liegende Faktoren kénnen zu
einer Aktivierung des Komplementsystems und damit zu einem positiven Tester-
gebnis flhren. Da das Ergebnis in diesen Fallen nicht auf das Vorhandensein bzw.
Nicht-Vorhandensein von DSA zurlickzuflihren ist, ist es als artefiziell bzw. falsch
positiv zu klassifizieren.

5. Neben Immunkomplexen, die insbesondere im Zusammenhang mit Erkrankungen
des autoimmunen Formenkreises bei prospektiven Organempféngern auftreten, hat
sich im Zuge der vorliegenden Arbeit herausgestellt, dass auch die Behandlung der
Organempfanger mit therapeutischen Antikérpern zu einer Aktivierung des Kom-
plementsystems und folglich zu falsch positiven CDC-Kreuztestergebnissen fihrt.

6. Im aufgeflhrten Kontext fihren die beiden therapeutisch zur Empfangerkonditio-
nierung eingesetzten monoklonalen Antikérper Rituximab und Basiliximab zu einer
Aktivierung des Komplementsystems und folglich zu falsch positiven Ergebnissen
des CDC-Kreuztestes.

7. Bei der Applikation beider therapeutischer Antikérper bietet sich als valide metho-
dische Alternative ein Festphasen-Kreuztest (AMS-/AbCross-ELISA) an, da dieses
Testsystem unabhé&ngig von der Aktivierung des Komplementsystems arbeitet.

8. Der Arbeitshypothese entsprechend lieferte das alternativ verwendete ELISA-ba-
sierende Kreuztestverfahren (AMS-/AbCross-ELISA) in kompletter Ubereinstimmung
mit den virtuellen Kreuztestresultaten (Referenzmethode) valide Ergebnisse zum
Ausschluss bzw. Nachweis von DSA.

9. Die im Jahr 2010 entsprechend den Richtlinien der Bundesarztekammer implemen-
tierte “Monopolisierung” des CDC-Kreuztestes ist folglich zu revidieren, da dieses
Verfahren unter den in der vorliegenden Arbeit untersuchten Empfangerkonditionie-
rungen keine validen Ergebnisse zum Nachweis von DSA liefert. Der diagnostische
Einsatz und die Verbreitung alternativer Festphasen-basierender Kreuztestverfah-
ren sollte ausdrlcklich geférdert werden.
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