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1. Einleitung

1 Einleitung

1.1 Nierentransplantation

Die Organtransplantation in Deutschland und weltvetiderzeit ein sehr aktuelles Thema.
Jahrelang werden die Anderungen im Transplantaj&setz kontrovers diskutiert mit dem
Hintergrund des Mangels an Spenderorganen [1]alBa Patienten mit irreversiblem
terminalem Nierenversagen sollte eine Nierentramgption (Nieren-TX) erwogen werden,
da sie sowohl mit einer besseren Lebenserwartimguah mit einer besseren Lebensqualitat
verbunden ist. Durchschnittlich funktionieren ci@@2 der Transplantate nach einem Jahr
und 75% nach 5 Jahren [2],[3]. Eine Nierentrandpl#on ist auf Dauer auch mit einer
Kosten-Effektivitat fur das Gesundheitssystem vadan [4,5]. Derzeit sind circa 8000
Dialysepatienten auf der Warteliste in Deutschldan@010 wurden 2937 Patienten
transplantiert (Info: Deutsche Stiftung Organtrdastation (DSO) [6]. Die DSO agiert als
Koordinierungsstelle im Eurotransplantbund (EJEtereich, Belgien, Kroatien, Deutschland,
Holland, Luxemburg and Slovenidi7] ),mit Aufgaben bei der Filhrung der Wartelistei

ist die Vermittlungsstelle fur die Vergabe (Allokat) der SpenderorganET Kidney
Allocation Systein Die wichtigsten Kriterien fur die Organallokatisind die
Blutgruppenkompatibilitdt zwischen Spender und Eanger und an zweiter Stelle die
Bertcksichtigung der HLA-Merkmale (Transplantatigesetz [8,9]).Eine
Grundvoraussetzung fur das Anmelden von Patierge&urotransplant ist die HLA-
Typisierung und HLA-AK Testung. Als absolute Konidikation zur Transplantation gilt
der Nachweis von zytotoxischen HLA Antikérper (Al) Empfangerserum, die gegen HLA-
Merkmale des Spenders gerichtet sind (donorreakintékérper, DRA) [10]. Die Betreuung
der Patienten vor TX beinhaltet eine regelméaRig@&AK-Testung ein Mal pro Quartal. Das
Bestreben aktuell ist, neue Labormethoden zu ekélng die eine Transplantatabstof3ung
(Organschadigung) ohne invasive Methoden (Biopfisggnostizieren kdnnen. Nach
Transplantation kann eine regelmafige, meist jéreliKontrolle der HLA-Antikdrper im

Serum wesentliche Hinweise zur immunologischena@itn (mdgliche Rejektion) geben.
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1.2 HLA-System: Struktur und Funktion

Das humane Leukozytenantigensystem (HLA-SysteniasshZellproteine, welche die
Gewebevertraglichkeit, das Unterscheiden zwischetbsBund nicht- Selbst, bestimmen und
eine wesentliche Rolle bei der Immunantwort spielgirse HLA-Proteine stellen das
Haupthistokompatibilitatssystem des Menschen dawafor histocompatibility complex*
MHC) [11]. Das erste HLA-Merkmal wurde 1958 von Baet beschrieben und als Mac-2,

heute HLA-A2 definiert [12]. Die HLA-Proteine wendauf dem kurzen Arm des

Chromosoms 6 kodiert und sowohl membranstandigawad im Serum in I6slicher Form
angetroffen [13]. Auf Abbildung 1 ist schematisah 8truktur des HLA-Systems dargestellt

[14].
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Abbildungl: Struktur des HLA-Systems auf ChromosomBs sind die wichtigsten
Regionen (Klasse I, Il und Ill) gezeigt und die iLaafgelistet. (The HLA-System, J.Klein

2012)




1. Einleitung

Der HLA-Komplex ist in drei Regionen aufgeteilt:d€ise I, I, 11l. Jede Region beinhaltet
verschiedene Loci (Gene). In der Abbildung sindwiientigsten Gene gezeigt. Fur die
Organtransplantation werden Klasse | und Klassedlicksichtigt. Die Klasse Ill Gene sind
mit den Klassen | und Il strukturell sowie funktadmicht verbunden. Die wichtigste Genorte
im HLA-Klasse | Region sind HLA-A, B und C. Locuswird bei einer serologischen
Typisierung als Cw bezeichnet. Die HLA B-Gene sand mit zwei Bw-Merkmale assoziiert:
Bw4 oder Bw6. Mit Hilfe molekulargenetischer Metleodwurde gezeigt, dass im HLA-
System mehr als 20 weitere Genorte vorliegen, eidayon (z.B. HLA-J, -K usw) gelten als
Pseudogene, die keine vollstandige Produkte awsbildie , klassischen* HLA-Klasse |
Antigene HLA- A, -B und -C sind extrem polymorphduwerden in nahezu allen Geweben
exprimiert. Die Klasse II-Region umfasst auch zaiklie Genorte. Die bisher als relevant fur
die Transplantationen genannten sind HLA-DRB1, -0QBPB1, -DQAL. Die

,,klassischen* HLA-Klasse-1l Antigene sind DRB1diDQB1. Im Gegensatz zu der HLA-
Klasse I, sind die Klasse II-Antigene nicht autalZellen des Organismus nachweisbar,
sondern auf B-Lymphozyten und Antigen-prasentieeendellen, wie aktivierten T-Zellen,
Monozyten, Makrophagen, dendritischen Zellen, s@kigvierten Epithelzellen und
Endothelzellen zu finden [11]. Die MICA Antigenmaégjor histocompatibility class | chain-
related antigen Asind die derzeit bekanntesten non-HLA Ag, die getymorph und fahig
eine Antikdrpervermittelte Immunreaktion zu indugie sind [15]. MICA sind in der Niere

auf Endothelzellen und Podozyten exprimiert.

Die HLA-Klasse | Molekile bestehen aus einer sclewdfette von 44 kDo) und einer
leichten Kette von 12 kD, dem 32-Mikroglobulin. Dikette ist ein Transmembranprotein
mit drei Doméanem1, a2 unda3, sowie einem transmembranen und einem intarzednl
Anteil (s. Abbildung 2). Die HLA-Klasse Il Molektleestehen aus je zwei Ketten, der
Kette mit 33-35 kD und der 3-Kette mit 26-28 kD ideKetten bestehen aus je zwei
extrazellularen Domanenl, a2, bzw. 31, 32), an die sich jeweils ein transmamér Tell
und ein intrazellularer Teil anschlie3en. Im Gegéngu den konserviertex2- und 32-
Domanen sind diel- und 31-Domane hoch polymorph [16]. Das beeisfldgekt deren
Bindungsaffinitat und indirekt die Antigenerkennuwhgch T-Lymphozyten.
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Abbildung 2. Struktur der HLA-Molekile Klasse | und Klasse 1l Gezeigt sind die intra —
und extrazellulare Domane der HLA-Klasse | und dlékile. Die Klasse I-Molekile
bestehen aus drei—-Domane und aus 32-Mikroglobulin. Die Klasse |lidkiile haben zwel

o~ und zwei 3-Domaéane.

Auf der molekularen Ebene besteht die Funktion MbA darin, Peptide intrazellular zu
binden und auf der Zell-Oberflache zu préasentiefdasse | HLA-Molekile prasentieren die
fremden Peptide an CD8+ T-Zellen (zytotoxische Tetg, die Klasse Il Molekile- an CD4+
T-Zellen (T Helfer Zellen). Immunreaktionen andefetlen (B-Zellen, T-Zellen) werden
verstarkt und kdnnen AbstoRungsreaktionen herfemriBei der Interaktion von Zellen des
Immunsystems ist HLA auf der antigenprasentiererfigie der Ligand flr Rezeptoren auf
Lymphozyten und NK-Zellen. Bei der Erkennung netseamdener Pathogene durch
Peptidprasentation ist der Polymorphismus von HeArsichtig um die Vielfalt neuer
Antigene zu erkennen [11]. Bei einer Organtrangplkzon kénnen die Unterschiede in den
HLA-Merkmalen (Gewebemerkmale) zwischen Spendereemgfanger eine Immunantwort
mit Schadigung des Transplantats und damit einéof®mg hervorrufen.

Die Benennung der HLA-Gene wird von der Weltgesw@itdlorganisation und dem HLA-
Nomenklaturkomitee festgelegt. Beim HLA-Gen beze@hdie Buchstaben A-, B- usw. die

Gen-Loci; 1,2,3 sind die Zahlen, die die Spezifités Antigens (Ag) innerhalb eines Locus
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definieren. Der Stern zwischen Buchstabe und Zahbp.3) dient als Separator und
bezeichnet, dass diese HLA-Bestimmung molekularigaiedurchgefiihrt wurde. Mit
Doppelpunkt sind die verschiedenen Spezifitdtereabgnt: nach dem ersten Doppelpunkt
sind die Allele benannt, nach dem zweiten Doppétpatehen Zahlen, die eine stille
Mutation bezeichnen. Zahlen und Buchstaben nachleieten Doppelpunkt geben die
Spezifitaten aulR3erhalb der kodierenden Gen-Regiandgn. Abbildung 3). Fir die
Organtransplantationen werden aktuell die Haupgane (die ersten zwei Zahlen)
berticksichtigt. Bisher sind mehr als 5000 Allelédekt worden (Klasse | Allele 5880,
Klasse Il Allele 1647, Stand April 2012, HLA-DatagalMGT) [17]. Die Allel-
Subspezifitatten (erste vier Zahlen) innerhalb €iAstigenes sind fur die
Knochenmarktransplantationen wichtig, scheinen abeh eine Rolle bei den Organ-TX zu
haben, da immer haufiger in vielen PublikationeartLA-AK gegen bestimmte Allele

gesprochen wird (Allel-spezifische AK) [18].

HLA-A *24:02:01:02 L

Abbildung 3: HLA-Nomenklatur [17,19] Die Buchstabe A bezeichnet den Genort, der Steist
darauf hin, dass die HLA-Typisierung molekulargesaoet durchgefuhrt wurde, die ersten zwei Zahlen
(24) bezeichnen den Haupt-Antigen, die Doppelpudikteen als Trennzeichen zwischen den Zahlen,
die unterschiedliche Bedeutung haben. Die dritte vierte Zahl zeigen die Allel-Spezifitat dieses Ag
die Zahlen hinter dem zweiten Doppelpunkt bezerckiee stille Mutation, die letzten zwei Zahlen
zeigen die Spezifitaten, die auRerhalb des kodileneiiRegions diesen Gen charakterisieren. Die
Buchstabe L steht fir niedrig exprimierte Speifitaf der Zell-Oberflache.

1.3 Immunsystem und Komplementsystem

1.3.1 Immunantwort

Die Immunabwehr wird durch das Zusammenspiel vagjeaarenem und adaptivem
Immunsystem aufrechterhalten. Nur das adaptive Inaystem hat Ag-spezifische
Erkennungsmechanismen und reagiert mit einer esdepnden Immunantwort. Die Abwehr

des Ag-s erfolgt primar durch das angeborene Imgsies1. Dazu gehdren evolutionar
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entwickelte Abwehrmechanismen wie das Komplemerstedy, phagozytierende Zellen,
Makrophagen mit allgemeiner Mustererkennung (Paheggsoziierte molekulare Muster =
PAMP). Die Elimination dieses Ag-s erfolgt im Rahmegner Entztindungsreaktion. Das
adaptive Immunsystem besteht aus zellularen Kompenevie T-Lymphozyten, B-
Lymphozyten und humoralen Komponenten wie Antikémpend Zytokinen, also aus
Lymphozyten und aus humoralen Komponenten. Immurpetemnte B-Zellen exprimieren auf
ihrer Membran Rezeptoren mit der Struktur von Igider IgD-Molekilen. Antigen-
stimulierte B-Zellen sezernieren entweder IgM-Mailekbeim Erstkontakt mit dem Fremd-
Ag oder (nach Klassenwechsel) Immunglobuline ddak&ssen IgG, IgA oder IgE, beim
Zweitkontakt, unter Beibehaltung (oder Erhohung)Allé-Spezifitat. Die Spezifitat der
humoralen Antwort beruht auf dem SelektionsvermédgmB-Zelle, die nur ein Ag mit hoher
Affinitat binden und erkennen kann. Effektoren dellularen Immunantwort sind die T-
Zellen und die von ihnen produzierten Lymphoking D-Zellen erkennen die Fremd-Ag
durch die T-Zell-Rezeptoren. Dem T-Zell-Rezeptordadas Ag als Peptid-Fragment von ca.
8 bis 12 Aminosauren (Klasse 1) bzw. 9 bis 25 Amstnaren (Klasse IlI) von dem MHC-
Molekul (gleich HLA) prasentiert. Erfolgt die Ag-&Bsentation von einem HLA-Klasse-II-
Liganden, werden T-Helfer-Zellen mit einem CD4-Repe (CD:cluster of differentiation
aktiviert, erfolgt die Ag-Prasentation vom Klassedanden, werden zytotoxische T-Zellen
mit dem CD8-Rezeptor aktiviert [11,20]. Vergleichbler humoralen Immunantwort, bei der
durch Antikoérper-vermittelte KomplementaktivieruAgtigene eliminiert werden kénnen, ist
dies auch durch CD8+ T-Zellen méglich [21].

1.3.2 Antikorper: Struktur

Die Effektor-Proteine der humoralen Immunantwoig, mach Aktivierung der B-Zellen aus
den Plasmazellen gebildet werden, sind die Immwingine (Ig). Sie sind eine heterogene
Gruppe von Proteinen mit Antikdrperfunktion. Sidba eine gemeinsame Grundstruktur,
bestehend aus zwei schweren (H-) und zwei leictitgrKetten. Die Ketten sind durch
Disulfidbricken miteinander verbunden [20]. Dietihd L-Ketten im Antikdrper sind an den
gleichen Enden aminoterminal. Diese Enden bildenvdriable Region des Ig-Molekils. In
dieser Region unterscheiden sich die Ig in der Asd@uresequenz, da diese fur die Spezifitat
gegeniber eines Ag-s verantwortlich ist.
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Im Serum Gesunder sind die Ig-Klassen IgG, IgA, lg&D und IgE in abnehmender
Konzentration vorhanden. Innerhalb der IgG-Klasseden die Subklassen IgG1, IgG2, IgG3
und 1gG4 differenziert. Fur die IgG1 und IgG3-Klassst bekannt, dass sie stark
Komplement aktivieren, was eine Rolle bei der Otgarsplantation spielt [22,23]. Die 1gG-
AK sind bei Erstinfektion die zweitproduzierten MAdiirper nach IgM und die Erstantikorper
bei wiederholter Infektion mit dem gleichen Erregder beim zweiten Treffen mit dem
gleichen Fremd-Ag. Die IgG-Subklassenantwort kamrcla Interleukine reguliert und
moduliert werden. IgM ist das Ig der priméren Immantwort und der Antigenrezeptor auf
der nicht-aktivierten B-Zelle. Das pentamere IgMi&kail hat 10 Antigenbindungsstellen.
Wegen sterischer Hinderung konnen aber nur fUndigémverden. Wahrend der
Immunantwort werden Immunoglobuline verschiedenlasgen gebildet, zunachst IgM.
Dieser Prozess geschieht im Laufe des Reifungsgseseader B-Zellen, durch Gen-
Reorganisation und unter verschiedenen Stimuli,aBelnterleukine [16,24]. Die hochaffine
Bindung zwischen AK und den entsprechenden FremA-KAg fihrt im Rahmen einer TX
zur Schadigung des transplantierten Organs. Al$o&as einer Antikorper-vermittelten
Immunreaktion werden verschiedene Immunisierunggasse definiert: Schwangerschaften,
Transfusionen sowie (vorherige) Transplantatiom@a.Organtransplantationen haben den
starksten Alloimmunisierungseffekt, gefolgt von @elmgerschaften und Transfusionen. Bei
Frauen, verglichen mit Mannern, und bei Re-TX, liehgn mit Erst-TX, ist der Anteil an
HLA-AK signifikant groRer[25] . Die Relevanz solahdLA-AK ist durch viele
Forschungsarbeiten belegt [25-28].

1.3.3 Komplementsystem
Das Komplementsystem besteht aus etwa 20 Plasreamotund bildet das wichtigste

humorale Effektorsystem der angeborenen ImmunitéSerum liegen die Faktoren in ihrer
inaktiven Form vor. Wird das System angestol3ekpsamt es zur sequentiellen Aktivierung
seiner Komponenten. Das fuhrt weiterhin zur diraKtgse von Zielzellen, Aktivierung von
Entziindungszellen und die Opsonierung von Zielnellde Komplementkaskade kann durch
den klassischen, alternativen und den Lektin-Weiyiakt werden. Alle Wege fiihren zu
terminaler Zelllyse tber die C3-Komponente. Diezelnen Komponenten des klassischen
Wegs und des terminalen Effektorwegs werden mibi81C9 bezeichnet [20]. Abbildung 4
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stellt die wichtigsten Wege des klassischen undattesnativen Wegs (ohne Lektin-Weg) der

Komplementkaskade graphisch dar.
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Abbildung 4: Ablauf und Aktivierungswege der Komplementkaskadeborlexikon.dg Hier
sind der klassische und der alternative Weg gezeigt

Fur die vorliegende Arbeit wird insbesondere der@hangige klassische Weg der Kaskade
behandelt. An dem klassischen Weg der Komplemeniaking sind die Proteine C1, C4, C2
und C3 beteiligt. Die Komponente C1, bestehendGilegg C1r und C1s, ist die erste und die
wichtigste Komponente fur den Start der Kaskade. ©is-Komponente spaltet folglich die
C4-Komponente, die weiterhin die C3-Konvertasevadti. Als Stimuli dafur gelten IgM und
lgG-AK, die im Immunkomplex zu den entsprechendgng&bunden sind. Von den IgG-
Subklassen aktivieren IgG1, IgG3 stark Komplemig®2 schwach und 1gG4 dagegen nicht.
Der zweite mogliche Weg der Aktivierung ist deeatiative Weg. Dieser Weg ist AK-
unabhangig und wird durch Signale von BakteriemeN, CRP, Polysaccharide und andere
biologisch aktive Oberflachen ausgelost. Diese @tifiihren direkt zur Aktivierung der C3-

Komponente. Der dritte Weg ist der Lektin-Weg ustdweniger gut untersucht. Dabei erfolgt




1. Einleitung

eine Aktivierung der Komplementkaskade, wenn Maeraiadende-Lektine mit Mannose-
enthaltenden Oberflachen reagieren. Solche Obbdtababen zum Beispiel bakterielle
Zellen [29], [30]. Der terminale gemeinsame Weglg#ektorsequenz der
Komplementkaskade beginnt mit der Spaltung von @B@5. An der Spaltung ist das in C2b
enthaltene Aktivzentrum beteiligt. Das Fragment Gbdbet die terminale Effektorsequenz ,
wobei sich ein Heteropolymer, welches als Membragi#fskomplex (MAC) bezeichnet
wird, bildet. Dabei sind die Komponenten von C5@&beteiligt. Der MAC fuhrt zur
Membranlasion mit anschlie3ender Lyse der Zellehfdiee Kontrollproteine sind bei der
Komplementkaskade beteiligt, die die Aktivierungilsieren und vor einer unkontrollierten
Komplementaktivierung im Kérper schitzen. Das wgdte Protein ist der Inhibitor der C1-
Esterase C1INH. Es gibt weitere Proteine, die aitiC4 anlagern und Spaltung von C2
verhindern. Das sind der C4-Bindungsprotein undZeitoberflachenprotein DAF (decay
accelerating factor) [30-32]. Das alles sprichtidaflass das Komplementsystem ein komplex
reguliertes System ist, das moglicherweise in \8trowierig und nur in Teilen reproduziert

werden kann.

Fir die Nieren-TX ist C4d eine wichtige diagnogtiséKomponente des Komplementsystems.
C4d ist der am haufigsten verwendete Marker fliNieren-Biopsie, um eine humorale
Rejektion nach Nieren-TX zu diagnostizieren. DaaghRnent entsteht nach der Spaltung der
C4b-Komponente durch Faktor I, ein Regulator figr @8-Konvertase gegen tiberméaliige
Aktivierung. C4d ist ein katalytisch inaktives Fragnt, das im Gegensatz zu C4b stabil
bleibt. Das C4d-Fragment ist wahrscheinlich inldéhe oder direkt zu dem Ag-AK-
Immunkomplex kovalent an Endothelzellen und anBbsalmembran der Gefalde gebunden
[33]. C4d-Farbungen von Nierenbiopsien (Banff-Kifsation [34]) und C4d-Farbungen in
der Durchflusszytometrie werden zur Evaluation epaentiellen Nierenrejektion

verwendet. Die C4d-Biopsie korreliert klinisch upsathoanatomisch mit einer Antikorper-

vermittelten Rejektion [35].
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1.4 TransplantatabstoRung und Monitoring nach Nieren-TX
Bei einem optimalen Verlauf der Nieren-TX nimmt daansplantat noch intraoperativ seine

Funktion auf. Innerhalb der ersten 3-4 Tage nosm&li sich dann die Kreatinin-Serum-
Konzentration als Zeichen der aufgenommenen Fumkbioden ersten drei Monaten kénnen
verschiedene Ursachen auftreten, die die Funktidnahme verzégern oder eine bestehende
Funktion verschlechtern kdnnen [2,36]. Einige dasm: hamodynamische Ursachen,
akutes Transplantatversagen wegen langer IschéimisErenvenenthrombosen,
Ureterobstruktion und (zahlenmé&Rig) nicht an let3telle steht die akute Rejektion. Eine
akute Rejektion kann eine T-Zell- und/oder AntikémpB-Zell-vermittelte Immunantwort des
Empfangers gegen Antigene des Transplantatesdieiny einer Funktionseinschrankung
fuhrt. Uber 85% der akuten Rejektionen ereigneh siaen ersten drei Monaten nach TX.
Im Gegensatz zu den sehr seltenen hyperakutentiRejek, bei denen praformierte
Antikdrper bereits intraoperativ durch eine Kompévermittelte Zell-Lyse und schwerste
Entztndungsreaktion einen irreversiblen Transptaakteden induzieren, tritt die akute
Rejektion nicht vor dem 5. postoperativen Tag Bugse finf Tage sind die minimale
Zeitdauer fir eine Aktivierung der Immunantwort.rBlu die heutigen immunsuppressiven
Regime ist die Rejektionshaufigkeit auf 10-30% gé&selede Rejektion schadigt das
Transplantat, sodass eine Rejektion frihzeitigribagziert und adaquat behandelt werden
sollte. Uber eine chronische Rejektion wird innédishder ersten sechs Monaten nach Nieren-
TX gesprochen. Die Diagnostik nach TX umfasst @aebachtung der Funktion der Niere
(Ansteigen der Kreatinin-Konzentration im Serumemueller Rickgang der Diurese,
Abnahme der Durchblutung des Nierenparenchyms)Dundhfiihrung einer Biopsie. Der
Schweregrad der Nierentransplantatrejektion wirchrder Banff-Klassifikation eingestuft
[34]. Ein wichtiger Punkt fir die Charakterisierueigper Antikbrper-vermittelten Rejektion

ist der immunologische Nachweis der Komplement-Kongnte C4d in den peritubuléren
Kapillaren [2]. Dieser Nachweis erfolgt mittels einnvasiven Diagnostik: der Nierenbiopsie.
Die Nierenbiopsie ist eine Nadelpunktion eines Biransplantats, zur Feststellung der Art
der pathohistologischen Veranderung als Ausgangshasrlherapieentscheidungen und die
Prognosebeurteilung. Etwa 30% aller Rejektioned §ldd-positiv. Sie gehen signifikant mit
bis zu 30 % schlechteren 1-Jahres-Funktionsrateeesls C4d-negative Rejektionen. C4d ist
derzeit ein routinemalig eingesetzter Biomarkeetektion der Rejektionen [37-39]. Als

solcher wird er ebenso nach Pankreas-TX benut?t &0wird berichtet, dass das
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schlechteste Uberleben bei der Kombination von @dsitiver Biopsie mit dem Nachweis
DRA (donorreaktive HLA-AK) zu beobachten ist. Bolgmintersuchte mehr als 100 Nieren-
Biopsien und korrelierte sie mit im Serum vorharefeDRA. Die Ergebnisse zeigen, dass
C4d-positive Biopsien ein spezifischer Marker flitikérper-vermittelte Rejektion sind [41].
Es gibt aber Angaben, dass bei einigen Patientehumoraler Rejektion keine DRA im
Serum detektiert werden, da diese am Transplaatatrglen sind [33]. Es gibt ebenso C4d-
negative Biopsien bei Patienten mit Antikdrper-vigstaite Rejektion (AMR-antibody
mediated rejection[42,43]. Aul3erdem ist die Interpretation der Bidpsien stark von der
verwendeten Technik abhéngig und von der NierendrRegus der die Biopsie-Probe
entnommen wurde [44]. Derzeit wird nach einem tnovil'est gesucht, der als Biomarker flr
eine Rejektion dienen kann, einfach durchzufiihsgmicht kostenintensiv, méglichst nicht
invasiv ist (keine Biopsie erfordert), hoch spexifi und sensitiv ist und in der Lage ist, eine

klinisch relevante Reaktion beim Transplantat s fivie moglich zu detektieren [45].

1.5 Detektion von HLA-AK: Ubersicht

Die Rolle der donorspezifischen HLA-AK vor Trangmiation ist bekannt [46-49]. Sie sind
klinisch relevant und mit einem schlechteren Ubimtedes Transplantates verbunden
[50,51]. Terasaki berichtete, dass das Transpharsdgen nicht nur mit dem Vorhandensein
von anti-HLA DRA korreliert, sondern auch mit demr@mn-Titer dieser AK [52]. Die
fuhrende Hypothese bei Nieren-TX ist, dass zytatixe - gegen HLA-Ag gerichtete - DRA,
eine hyperakute Rejektion hervorrufen kénnen ursivegen eine Kontraindikation zur TX
sind [10,53,54]. Auf diesen Studien basiert dentis, dass zytotoxische HLA-AK klinisch
relevant sind und ein Prediktor fur eine akute $pantat-Abstol3ung sowie Funktionsverlust
sind [54]. HLA-AK, die nicht donorspezifisch undteyoxisch sind, werden hingegen fur das
Transplantatiiberleben als fraglich relevant digktifb5]. Neuere Studien stellen die nicht
zytotoxischen DRA als Kontraindikation zur TX inage und diskutieren deren Anwesenheit
pre- und post-TX als Risiko-Faktor [56]. Historisglsehen ist die erste Methode zur HLA-
AK-Detektion die Lymphozytotoxizitats-Methode (LCDieser seit Ende der 1960
verwendete und bekannte LCT-Test ist aktuell den@rdmethode zum Nachweis von

komplementaktivierenden (zytotoxischen) HLA-AK [1@Jabei wird ein Panel von Spender-
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Lymphozyten verwendet, gegen deren HLA-Ag die HLK-8es Empfangers reagieren
konnen. Eine Lyse der Lymphozyten wirde eine zyisthe Aktivitat der AK zeigen.
Schwachpunkte dieser Methode sind die niedrigeitbati (schwache zytotoxische AK
werden nicht erfasst) und die begrenzte Moglichike#iner zeit- und personalaufwandigen
Testung, die genaue Spezifitat der AK zu definiebssonders bei Vorhandensein von
polyspezifischen HLA-AK oder HLA-Klasse 1I-AK [S7Weiterhin falsch positive
Reaktionen nach Gabe von antilymphozytaren Medikaeme(Rituximab, ATG), Vorliegen
von non-HLA-AK, Auto-AK, sowie die Abhangigkeit vaher Qualitat der isolierten T- und
B-Lymphozyten [58]. Im LCT wird die Komplementakigvung durch einer Zelllyse der B-
und T-Lymphozyten sichtbar gemacht. Hier konntenwdet werden, dass
komplementaktivierende HLA-AK, die keinen ausreiatien Titer aufweisen, keine Zelllyse
verursachen und nicht erkannt werden. Bemuhungergehsitivitat des klassischen LCT zu
erhdhen, um eine TransplantatabstoRung zu vermeitteinen fur die Routinediagnostik
stabilen Test zu entwickeln, fihrte letztendlich Eatwicklung von Festphasentessolid
phase Assays- SP#ie ELISA und Luminex . Hier werden l6sliche HLMelektile, fixiert

an festen Phasen wie ELISA-Platten oder Mikrosphétiggelchen (Beads), als Ziel-Ag
verwendet. Die Luminex-Methode ist die derzeit agigten verwendete Methode [59,60].
Grund dafur ist die hohere Sensitivitat als dieldé$. Diskutierter Schwachpunkt von
Luminex und ELISA ist, dass hier die Detektion ibA-1gG-AK, unabhangig von ihrer
Komplementbindungsfahigkeit, erfolgt [61]. Smithagtberichten aber, dass Patienten mit
DRA, die nur im Luminex detektiert werden, ebense BRA, die im LCT positiv sind, ein
sehr hohes Risiko zur Transplantat-Rejektion hg62hAndere Arbeitsgruppen finden
hingegen keine signifikante statistische Korrelatzwischen Luminex-AK und Rejektion
[63]. Problem bei der Luminex-Technologie, wie abelder klassischen
Durchflusszytometrie, ist die teilweise schwierfjagrenzung zwischen positiven und
negativen Reaktionen (,,Cut off’- Definition). D&ann zu unterschiedlichen Ergebnissen in
verschiedenen Laboratorien fihren. Aul3erdem bthéFrage nach der klinischen Relevanz
dieser IgG-AK offen mit dem Hintergrund, dass desflsehr sensitiv ist und nach vielen
Meinungen oft sehr viele AK detektiert [64,65]. DNknische Relevanz der HLA-AK
Befunde, die mit diesen sensitiven Techniken erhoberden, steht derzeit im Mittelpunkt
der Diskussion daruber, welche HLA-AK Spezifitatait welchen Nachweisgrenze@ t-

off) in die Entscheidung fir oder gegen Transplantatiobezogen werden [66]. Besonders in
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Frage gestellt wird die Relevanz dieser AK-Speiidin, die im LCT negativ und Luminex
positiv sind [55]. Die gute Korrelation des LCT Zinansplantatabstol3ung legt nahe, dass in
vitro detektierte zytotoxische HLA-AK auch in viaw einer inflammatorischen Reaktion mit
der Folge einer Transplantatschadigung fihren. Bgew missen die zytotoxischen HLA-
AK bericksichtigt werden. Im Gegensatz dazu fubrtiachweis donorspezifischer SPA-
AK nicht in jedem Fall zur akuten TransplantataBstag [63,67]. Um also die klinische
Relevanz von diesen SPA HLA-AK zu erforschen, kindie Immunoglobulinklassen IgG1,
2, 3,4 bestimmt werden [68]. Die bisherigen Arbeierschiedener Arbeitsgruppen dazu
haben-wie einleitend beschrieben-zum Teil zwar &ioeelation gezeigt, aber nicht in dem
Male, dass diese Nachweismethoden praxisrelevadew({i9]. Ein weiterer Weg ist der
Nachweis der Komplementbindungsfahigkeit der SPAAHK. Ein Durchbruch in der
Luminex-Methodik hat Wahrmann mit einer Modifikatider Methode zum Nachweis von
C4d-bindenden HLA-AK gemacht [70]. Solche Modifikaten konnten eine Losung fur die
oben beschriebene Problematik bei der Evaluatiokldeschen Relevanz von HLA-AK

sein, die im LCT oder mit Festphasentechniken bestiwerden.
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

Das Monitoring von de novo SPA HLA-AK als Biomarkér eine humorale Immunantwort
in der Spatphase nach Nierentransplantation isiedlkh einer wachsenden Zahl von
Transplantationszentren bereits gelibte Praxisidis derzeit als ein Hinweis auf das Risiko
einer chronischen Transplantatfunktionsverschleahtg Offen ist die Frage, welcher Patient

wann und mit welcher Therapie behandelt werden pumgdiesen Prozess aufzuhalten.
Es wurden folgende Ziele in der vorliegenden Arbeiiniert:

1. Modifikation des Luminex-Tests zur Detektion von AHAK mit zytotoxischem

Potenzial, Uber die Detektion von C4d-Komplemeritppadukten.
2. Evaluierung dieser neuen Modifikation fur die Raetliagnostik.

3. Prufen der klinischen Relevanz der im C4d-Luminetekltierten
komplementaktivierenden HLA-AK. Die Analyse erfolgt Beispielen von Patienten

in der Spéatphase nach Nierentransplantation.

4. Vergleich des C4d-Luminex-Tests mit dem LCT-Testimer retrospektiven
Untersuchung von HLA-AK bei 261 Patienten in derociischen Phase (mind. 6

Monate nach TX) nach Nieren-Transplantation miegdtransplantatfunktion.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Pufferlésungen und Gerate

Es wurden folgenden Materialien und Gerate verwende
PBS-Puffer GIBCO

Waschpuffer (Bestandteil von Testkit fir Luminexpne Lambda

Ethanol 70 % Herbeta Arzneimittel
Natrium hypochlorid 12% Roth

Liqui Chip® System Fluid 10x concentrate g@in

LABScan™ 100 Flow-Analyser Luminex
Thermomixer comfort Eppendorf
Plattenschittler Grant-bio
Zentrifuge 5804, Rotor 16,1 cm Eppendorf
Mikrotiterplatten 96 Well greiner-bio.one
Plastik-Tubes 1,5 mL Eppendorf
Glasréhrchen 3 mL Medion Grifols Diagnostics AG
Pipetten und Pipettenspitzen Eppendorf
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2.1.2 Antigenbeschichtete Beads, Komplementquellen und agnostische Antikdrper

Antigenbeschichtete Beads

Fur den Nachweis der Antigen-Antikorper Reaktiomdes in der Luminex Technologie
farbkodierte MikrokligelcherBead$ LABScreen® verwendet, die mit gereinigten HLA-
Antigenen beladen sind. Der Test wird in drei Kgafiationen hergestellt. In dieser Arbeit
wurden zwei von diesen drei Konfigurationen verwein&creening-Test Luminex Mix und
Luminex Single Antigen Test | und Il. Fur den Seriegtest zur qualitativen (positiv/negativ)
HLA-AK-Bestimmung sind didBeadsmit lyophilisierten Antigenen aus Zellkulturen aéén,
die entweder HLA-Klasse I-Merkmale (HLA-A, B und Gdler HLA-Klasse-1I-Merkmale
(HLA-DRB1, DRB3, DRB4, DRB5, DQA1, DQB1, DPAL, DPRBtragen. Bei dem Luminex
Single Antigen Test | und 1l (SAl, 1) sind dBeadsnur mit einer Antigen-Spezifitat beladen
(z.B A*24:02). Fir die Optimierung des neuen C4advinex-Tests und fur die Austestung
der Patientenproben wurden folgemadsChargen verwendet (Tabelle 1):

Tabelle 1: Beads-Chargenverwendet in dieser Studie fir den C4d-Luminest:Te

Bezeichnung Charge

LSM MIX LABScreen® Mixed Beads Mix LOT.016

LS SA| LABScreen® Class | Single Antigen Beads L0006

LS SAII LABScreen® Class Il Single Antigen BeadST.008

Komplementquellen

Fur die Komplementreaktion wurden drei verschiedangische Quellen verwendet:
Frisches Serum von HLA-Antikdrper-negativen Blutsgern (FS), humanes lyophilisiertes
kaufliches Komplement (in der Arbeit als HC abgek)jiund Komplement aus

Kaninchenserum (s.Tabelle 2).
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Tabelle 2: Komplementquellen

Komplementquelle Firma

Frisches humanes Serum (FS) Gewinnung, AufbewalsuRgnkt 2.1.3

Humanes lyophilisiertes kaufliches Komplement (HC)OT.906680 Quidel

Lyophilisiertes Komplement aus Kaninchenserum Bib(g=tzt Biorad)

Laut Hersteller Biotest sind folgende Konzentragioritr die Komplementkomponenten im

HC gemessen worden (Tabelle 3):

Tabelle 3: Konzentration der Komplementkomponentgemessen in HC (Angaben des
Herstellers).

Komplementkomponent | Konzentration
C4ad 8,142 pug/mL

C3a 798,7 ng/mL

Cbha 14,99 ng/mL

Sc 5b-9 708,7 ng/mL
CH 50 121,3 UEg/mL

C3b 21,82 ug/mL

Diagnostische Antikorper

Als Detektionsantikorper im Test wurden verschiedanti-humane-C4d-Antikdrper
verwendet und ausgetestet (s. Tabelle 4). Als Skkantikbrper wurde ein Fluorophor-

markierter Ziege-gegen-Maus IgG-PE AK eingesetzt.
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Tabelle 4Diagnostische AK, verwendet im C4d-Luminex-Test.

Name der AK,

Hersteller Beschreibung

Anti-C4d-AK AbD | Maus anti-human C4d (Neoantigen), monoklonal, KI06é-51.5.1.6,
Isotyp IlgG1, Konzentration 1 mg/mL

Serotec

Anti-C4d-AK Maus anti-human C4d, polyklonal, BI-RC4D,
Biomedica Konzentration 0,2 mg/mL

Anti-lgG-RPE Ziege anti-Maus IgG-PE,

Southern Biotech Konzentration 0,5 mg/mL

STAR 76 AbD Ziege anti-Maus 1gG: RPE, polyklonal
Serotec
DyLight ™™ 549 Konjugierte anti-human C4d-Antikérper, Polyklonales

_ _ Kaninchenserum
Biomedica

2.1.3 Bearbeitung und Aufbewahrung der biologischen Probe

Alle Seren, fur den C4d-Luminex-Test werden naahBletentnahme zentrifugiert (15 Min
2700U/Min, Rotor 16,1 cm), aliquotiert in je 500 phd bei -30°C eingefroren. Die
Kontrollseren fiir den taglichen Bedarf werden b&@aufgetaut und danach weiter bei 4°C,
bis zum Verbrauch der aufgetauten Menge, gelagertdem Testansatz werden die Seren 30

Min bei Raumtemperatur temperiert, um die ReakfigrAK zu verbessern.

Die Seren, die als Komplementquelle verwendet werderden 30 Min nach der Abnahme
zentrifugiert, in je 100 pL aliquotiert und softti -70°C eingefroren, weil bekannt ist, dass
die Komplementaktivitat bei Aufbewahrung bei RT pa@ischen +4 und -22°C, nachlasst.
Ebenso ist bekannt, dass wiederholtes AuftauerBimitieren das Komplement zerstort [71].
Fur die Verwendung als Komplementquelle wird diadiggte Menge kurz vor dem
Gebrauch bei 37°C im Wasserbad aufgetaut (kurz daochAuftaupunkt) und sofort auf Eis
gelagert, um eine Komplementaktivierung vor derstiung der im Test verwendeten

Verdinnung des Serums, zu vermeiden. Die Auftanikeh wurden ausgetestet.
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2.2 Methoden

2.2.1 Lymphozytotoxizitatstest (LCT)

Testprinzip

Wie schon in der Einleitung erwahnt, die erste Mdthzur HLA-AK-Detektion ist die
Lymphozytotoxizitats-Methode (LCT). Der Test wirgitsEnde der 60’er Jahre verwendeter
und ist derzeit die Standardmethode zum Nachweikemplementaktivierenden
(zytotoxischen) HLA-AK [10]. Im LCT werden primaoknplementabhangige HLA-AK
erkannt, die zur Zelllyse der Lymphozyten fihrtr Diachweis von lymphozytotoxischen
Antikdrpern dient zur Erkennung von transplantatietevanten Antikdrpern in der
Rejektionsdiagnostik. Die Zellen werden dabei alsaE fur die Donor-Ag verwendet. Diese
Zielzellen werden als Panel von 57 Spender-Lymptere{zusatzlich drei Kontrollen)
ausgewabhlter Blutspender mit bekannten HLA-Antigeargesetzt. Die in unserem Labor
verwendeten Zellplatten sind Lymphoscreen Clasadl Antigen Tray Class | (Hersteller
Biotest und One Lambda). Die Auswahl der Panelaadiéolgt so, dass mdoglichst alle HLA-
Spezifitaten reprasentiert sind, moglichst in dergaenz der untersuchten Population. Die
komplementfixierenden HLA-Antikdrper einer bestinemtSpezifitat binden an den
Lymphozyten mit den entsprechenden HLA-Antigeneas Blomplement lagert sich dann an
den Antigen-Antikorper-Komplex an und lysiert diell@. Nach Zugabe des Zwei-
Komponenten-Fluoreszenzfarbstoffes, farbt Ethidiconbd die lysierten Zellen rot und
Acridinorange die vitalen Zellen hellgriin. Die Bailung der Reaktionsstarke (Verhaltnis
von vitalen zu toten Lymphozyten) erfolgt unteregminvert-Fluoreszenzmikroskop und
wird in ScoreStufen angegeben (s.Tabelle 5). BeoreWerte 6 und 8 weisen auf starke
Positivitat hin,ScoreStufen 4 und 2-auf schwach positive Reaktioned,diaScoreWert 1
bezeichnet die negativen Reaktionen. Aus dem Readtiuster (Antigenmuster) wird so die
AK-Spezifitat ermittelt. Hier werden IgG und IgM-Adetektiert. Eine IgM-Spezifitat kann
viele non-HLA-AK aufweisen. Um die Reaktion der Imnoglobulin-Klassen IgG und IgM
der reagierenden AK unterscheiden zu kdnnen, werdenparallele Testansatze ohne bzw.
mit Dithiotreitol (DTT) durchgefuhrt. DTT reduzieprimar die Disulfidbriicken des
pentameren IgM-Molekils (auch von einigen IgG-AKdwsomit werden im Ansatz mit DTT

im Wesentlichen nur IgG-AK nachgewiesen. Mit ein€omputerprogramm (Lambda Scan-

19



2. Materialien und Methoden

Software) lasst sich bei der Auswertung die Sumeregdsitiven zytotoxischen Reaktionen
als prozentualer Anteil des Panelumfangs angelRA¥8 Prozent ‘banel reactive
antibodie$). Die Panelreaktivitat zeigt die prozentuelle Wsacheinlichkeit einer positiven
serologischen Kreuzprobe mit einem beliebigen Spead. Folgende Score-Tabelle nach
TERASAKI zeigt die Bewertung der Reaktionsstarkeli@T (Tabelle 5).

Tabelle 5:Score-Werte bei der Auswertung vom LCT-Test

Anteil toter Zellen | TERASAKI Score Bewertung
0-15% 1 negativ
16-35% 2 schwach positiy
36-50% 4 schwach positiy
51-80% 6 positiv
81-100% 8 positiv

0 nicht auswertbar

Die LCT-Testung wird im Labor mit zwei verschiedarieymphozytenpopulationen
vorgenommen: ungetrennte Lymphozyten (B- + T-Lyngyten, Gesamtzellen, G-LCT) und
isolierte B- und T-Lymphozyten (B-LCT, T-LCT). Mitngetrennten Lymphozyten werden
HLA-Klasse I-AK nachgewiesen, mit isolierten B-Lyhgryten Klasse | + Il HLA-AK. Die
T-Zellen exprimieren nur Klasse I-Ag und sind soats isolierter Ansatz ebenso informativ.
Der B-LCT hat sich als sensitiver als G-LCT erwiesda sie mehr HLA-Klasse Il Proteine
an der Oberflache tragen. Ein Problem bleibt diesefir schwierige Auswertung des LCT-
Tests.

2.2.2 Luminex-Technologie allgemein

Testrinzip

Die derzeit meist verwendete Festphasen-MethodelzArAK Detektion ist die Luminex-
Methode [59]. Diese durchflusszytometrische Techwiikl aufgrund ihrer hohen Sensitivitat

und Differenzierungskapazitat zur HLA-Antikérperéysz bei allosensibilisierten Patienten
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zur Erstellung eines Patientenprofils (Antikorpeip), bei bekannten oder vermuteten
Sensibilisierungsereignissen wie z.B. nach Traméateonen, Transfusionen oder
Schwangerschaften eingesetzt. Die Luminex-Techmologsiert auf der
Mikropartikeldurchflusszytometrie, bei der anstelts Zellen, Mikropartikel (Beads mit 2-6
pm Durchmesser) eingesetzt werden. Die Beads arb#étddiert (haben eigene
Fluoreszenzen) und sind mit gereinigten HLA-Antigeoeladen. Zum Nachweis erfolgt die
Quantifizierung der Mikropartikelbindung der AntitiA-AK des Testserums durch
Fluorophor-markierte anti-human-1gG-Sekundaranpkd{72]. Das Luminex Messgerat hat
zwei Laser: der erste erkennt die farbkodiertendBeder zweite: die darauf gebundenen

sekundaren AK mit Fluorophor-Phycoerythrin.

Dieser Festphasen-Test weist AK aller IgG-Subklasseh, ohne zu unterscheiden, ob sie
zytotoxisch reagieren oder nicht und weist eineghélsensitivitat auf als der LCT. Fir einen
einzelnen Test kdnnen bis zu 100 verschiedene Beagser Suspension (Beadspopulation)
kombiniert werden. In dieser Suspension sind asfezifischen Beads auch zwei
Kontrollbeads vorhanden: Ein NegativkontrollbeadCjowie ein Positivkontrollbead (PC).
Die NCs sind nicht mit HLA-Ag beladen. Der Fluoreszwert kann aufgrund der nicht-
spezifischen Bindung der Seren schwanken. Die Rds s

mit gereinigtem human-IgG beladen. Sie erzeugendnei positives Signal. Die
farbkodierten und mit Antigen beladenen Beads wemeinem zwei-Laser-
Durchflusszytometer ,,Luminex” (One Lambda) mit BohPartikeldurchsatz analysiert. Nach
Inkubation des Testserums mit den Beads und nagghiden Waschschritten erfolgt die
Zugabe der Antikorper-Fluorochrom-Konjugate. Naaiteren Waschschritten wird die
Detektion im Luminex-Gerét durchgefiihrt. Die Austueg orientiert sich an den Kontrollen
und erlaubt eine Positiv/INegativ Differenzierung. dtbt verschiedene Ansatzmdglichkeiten
mit unterschiedlichem Auflésungsniveau. Der Lumiisexeening Test (LSM, auch Luminex-
Mix genannt) verwendet Beadpopulationen, die mitdégKlasse | (A, B und C) oder der
Klasse Il (DRB1, DQB1, DQA) beschichtet sind unchéglicht so nur die qualitative
Aussage ob HLA-AK positiv oder negativ sind. Im Mierden 12 Beadpopulationen fir
Klasse | und 6 fur Klasse Il verwendet. Jede Beaap@e tragt die Ag von drei
verschiedenen Zellen. LSM dient als Screening-ifeder Routine- Diagnostik. Der

Einzelantigen-Test (Single Antigen-Test, LS SA) erlaubt die exakte Spezifizierung der
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HLA-AK und wird bei hochimmunisierten Patienten g@setzt. Bei Luminex SA ist jede
Beadpopulation mit Ag einer Spezifitat beschichiéir SA | werden 98 Ag-Spezifitaten
verwendet, fur SA 1l- 96 Ag-Spezifitaten. Nach déessung erfolgt der Transfer der
Messdaten von der Luminex-Software zur Softwanasjgn” des Kitherstellers. Damit wird

die Analyse der Daten vorgenommen.
Bewertungskriterien

Fur jederBeadmuss deBead Countiber 50 liegen. DeéBead Countst die Anzahl der

Beads aus einer Gruppe (gleiche Ag-Beschichtunglhei der Fluoreszenz-Messung gezahlt
wurde. Laut Hersteller soll der NC-Bead fur Lumiriix Test < 500 Mittlere
Fluoreszenzeinheiten (MFI) liegen. Fir Luminex SH der NC < 1500 MFI liegen. Der PC
soll tber 500 MFI und mindestens den doppelten N&t\Wetragen. Der Test ist plausibel,
wenn alle eigenen HLA-Ags des Patienten negatid, slas heil3t es sind keine Auto-AK
vorhanden. Die Falle, wo einige Eigenantigene posagieren, sind solche mit gegen
bestimmte Allele gerichtete HLA-AK (allelspezifiseAK).

Interpretation der Ergebnisse

Aul3er den Bewertungskriterien gibt es wichtige ®afe-unterstitzte Berechnungen, die bei
der Entscheidung Positiv/INegativ mitwirken. Fir d&M ist die NBG-Ratio (Normalisiertes
Hintergrundverhaltnis zur Ermittlung der Starkegednti-HLA-Reaktion) wichtig. Dieser
Wert bezeichnet die Entscheidungsgrenze zwischgativen und positiven Reaktionen.

Luminex Mix Test Berechnung:

NBG-Ratio= S#N- (SNC-Bead)/ BG#N-(BGNC-Bead)

Die Ratio berechnet sich von der Division des kperten Wertes des jeweiligen Beads durch

den korrigierten Wert fur denselben Bead, inkubieittNegativserum.
Legende:

S#N: Probenspezifischer Fluoreszenzwert fir deeijegen Bead
SNC-Bead: Probenspezifischer FluoreszenzwertdiirMiegativkontrollbead
BG#N: Fluoreszenzwert des Negativserums fir deeiljigen Bead

BGNC-Bead: Fluoreszenzwert des Negativserums fiillNdgativkontrollbead
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Eine NBG-Ratio von > 3,0 gilt als eindeutig posigne Ratio zwischen 1,2 und 3,0 als nicht
sichere “Grauzone* und eine Ratio <1,2 als negegiSignal (Abb.5). Diese Empfehlungen

der Firma One Lambda wurden im eigenen Labor \atidi

In Abbildung 5 wird beispielsweise ein Ausschniitsaler Auswertungssoftware bei

Luminex-Mix gezeigt.
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Abbildung 5 ,,Screenshot” aus Luminex Mix Fusion Software fliLA Klasse L Gezeigt
sind die Reaktivitat der einzelnen Beadspopulahamed die Antigenbeladung der Beads.

Die roten Balken bezeichnen die positive Reaktion.

Auf der X-Achse sind die einzelnen Beads einer Bpagdulation nach Nummer (rote Zahlen)
eingetragen und gruppiert. Darunter ist die Antlggsthichtung des einzelnen Bead fur
HLA-A, B, Bw und Cw gezeigt. Jedes Mikropartiked mit zwei HLA-A Ag, zwei B, zwei

Cw und Bw Antigenen beschichtet (fur Klasse 1), Was realen Situation auf der
Zelloberflache entspricht. Insgesamt werden bei eraTest zwolf verschieden
Beadpopulationen vom Hersteller angeboten. AufYdéichse ist die Reaktionsstarke der
Beads gezeigt, wobei nicht die MFI sondern die NBi&als Zahl eingetragen ist. Die rote

Linie zeigt die,, Cut off*-Grenze mit der Ratio v8n

Die Reaktionsstarke fur Luminex SAl und SAIl wundgrch die Score-Wert (Reaktionen
(Rxn) X8, X6, X4) bestimmt. Die Bezeichnungen X& Xsw. dhneln den Score-Stufen beim
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LCT-Test. Es werden X8 und X6 als positiv gewerxet gilt als grenzwertig, wobei hier die
MFI Signalstarke wichtig ist. Zur Beurteilung dent#kdrperspezifizierung missen die HLA-
Typisierung der Patienten, Angaben zur GrunderkragkTransplantationen und andere
Sensibilisierungsereignisse, wie Transfusioneny@adigerschaften, bericksichtigt werden.
Als Entscheidungsgrenze (Cut off) von Herstelldtegedie 500 MFI-Grenzen, wobei die
immunologische Grenze nach individueller Einschédgzder immunologischen
Patientenhistorie variiert. Die Cut off-Problemabéim Luminex-Test ist weit bekannt [65].
Ein Konsensus ist noch nicht erreicht. Fir Lumi@xweiten sich die Cut off-Grenzen von
500 MFI bis zum tber 5000 MFI aus in den verschedeLaboren.[73].

Bei dem Single Antigen Test wird die Auswertungmder Reaktionsstarke (X8, X6)
durchgefuhrt (s.Abbildung 6)

Dt Baporn  Date  Seegie Pl bR e Al e DE
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Nﬂﬂq’
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Abbildung 6 ,,Screenshot” aus Luminex SA | Fusion Software flHLA Klasse I.Die roten
Balken entsprechen die positiven Reaktionen mitdé8prangenen- X6-, die gelben- X4-

Starke der Reaktion.

Auf der X-Achse sind die einzelnen Beads eingettaged nach Reaktionsstarke gruppiert.
Auf der Y-Achse werden die MFI gezeigt. Jeder Beasl einer Beadpopulation ist mit einem
einzigen HLA-Antigen-Typ beschichtet (z.B mit ABie Zahlen unter den farbigen Balken
zeigen die Zugehdarigkeit zu den jeweiligen HLA-Kdas A, B, Cw, Bw. Die roten Balken

bezeichnen die positiven Beads mit der gré3ten luiigl Reaktionsstarke X8. Die orangenen
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Balken zeigen positive Reaktionen mit X6 und dilbge Balken die X4-Reaktionen. Richtig
negativ sind die Beads, die mit griin bezeichnet.sin

2.2.3 Der Luminex C4d Test
Testprinzip

Die Festphasentechnik Luminex ist die sensitivatd die am haufigsten verwendete Methode
zum Nachweis von HLA-AK [59]. Die Technik untersathet nicht zwischen
komplementaktivierenden und nicht komplementaktenelen HLA-AK. Tatsache ist, dass
die Relevanz der nachgewiesenen IgG-AK im Lumingshmicht vollstandig geklart ist und
dass der Test sehr sensitiv ist. Wir haben ungiaelgesetzt, die Luminex Methode zu

modifizieren und damit fiir die bessere Charaktensig der AK beizutragen.

Als Idee fir diesen Test diente das Protokoll deyetsgruppen Wahrmann [70] und Smith
[62]. Das Prinzip der Methode basiert auf dem inRieutinediagnostik eingesetzten
Standard Luminex-Test und unterscheidet sich ddielm Test eingesetzten
Detektionsantikorper und einem zusatzlichen Scimittdem Zufiigen von Komplement. Bei
dieser Methode wird eine Komplementaktivierung imeKorper ausgelést und durch den
Nachweis der C4d-Komplementkomponente mittels eaméisC4d-AK diese Aktivierung
detektiert. Die Komplementaktivierung erfolgt dutdhA Ag-AK-Komplexe, die sich bei

der Inkubation zwischen den mit Ag beladenen Beadsim Serum enthaltenen HLA-AK
bilden. Nach der Aktivierung der Komplementkaskadédem klassischen Weg und der
Bildung von C1q, wird C4 in C4a, C4b und C4d getgmlC4b bleibt, als Bestandteil der C3-
Konvertase, an dem Immunkomplex gebunden. Der G4drirent ist wahrscheinlich in vivo
kovalent an den Endothelzellen und an der Basalmemdter Gefal3e gebunden, in der Nahe
oder direkt zu dem Ag-AK-Immunkomplex. In vitro bliet C4d eher am Immunkomplex oder
auf dem Bead [33]. Mittels Maus anti-C4d-AK werdka gebundenen C4d-Komponenten
detektiert und weiter durch Peroxidase markierggé&ianti-Maus-AK, im Luminex
nachgewieserDer C4d-Luminex-Test ist sensitiver und bietet ddargsere Differenzierung
der zytotoxischen HLA-AK-Spezifitaten als der LCEsI [66]. Durch die Verwendung von
humanem Komplement ndhert sich der Test mehr davinablaufender Reaktion.
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Beschreibung der C4d-Methode

Die zu untersuchenden Patientenseren, positiver&ltsgren (PKS) und negatives
Kontrollserum (NKS) werden zuerst flir 30 min betGa@nkubiert (Inaktivierung), um noch
vorhandene aktive Komplementkomponeneten zu inakém und eventuelle Verfalschung
der Ergebnisse zu vermeiden. Nach Inaktivieren eredie Proben auf Eis abgeklhlt und bis
zum Ansatz bei 4°C aufbewahrt. Vor dem Ansatz welke Reagenzien und Patientenseren

bei Raumtemperatur (RT) mindestens 15 Min temperier

Es werden 3 puL Beads (Mix, SAl oder SAIl Beads) @ink leere Mikrotiterplatte pipettiert
und 20 pL unverdiinntes Patientenserum zugefugieBem Testansatz werden zusatzlich
NKS und PKS mitgefihrt, um die Auswertbarkeit desatzes zu priufen. Die Platte wird 30
min bei RT auf einem Plattenschutter inkubiert. @esem Schritt findet die Ag-AK-
Reaktion zwischen HLA-Ag und HLA-AK statt, die adér Beadoberflache ablauft. Um
Uberschussige AK zu entfernen, werden zu jedertBa200 pL PBS als Waschpuffer
pipettiert und die Platte 4 Min zentrifugiert. Déberstand wird durch Ausschutteln der Platte
entfernt. Am Boden der Kavitaten bleiben die Kompleon Beads und AK haften. In der
Zwischenzeit wird die Komplementquelle vorbereiii der Verwendung von frischem
Serum als Komplementquelle (FS) wird das Serum naiivent 20 pL/ Kavitat pipettiert. Bei
der Verwendung von kauflichem Serumkomplement (iWZJ das Komplement aufgetaut
(37°C) und 1 pL davon in 20 uL PBS (1:21) verdiuvnmd in die Kavitat pipettiert. Es folgt
eine Inkubation fir 30 min bei RT auf dem Schittlerdiesem Schritt werden die
komplementaktivierenden HLA AK, (wenn vorhandeng omplementkaskade starten. Das
gebildete C4d bindet an Ag-AK Komplex. Nach zweiteeen Waschschritten werden die
Detektionsantikorper vorbereitet. Der Maus-AK gegemanes anti-C4d wird 1:80 in
Waschpuffer (WP) verdinnt und 20 pL/Kavitat werggrettiert. Nach 30 Min Inkubation

bei RT und einem Waschschritt wird der Zweit-AK @@egegen-Maus anti-lgG-RPE 1:500
verdunnt und pipettiert. Die Inkubation verlaufi B&C fir 20 Min. Nach zwei weiteren
Waschschritten werden 80 pL/Kavitat PBS in dietBlpipettiert und die Ergebnisse im

Luminex Gerat gemessen. Alle Inkubationsschrittéauéen im Dunkeln.
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Testprotokoll der C4d-Methode

Schritt Beschreibung

Antigen- Antikdrper Reaktion 20 pl Serum bzw. Kontrolle zu 3 uL Beads
pipettieren

Inkubation 30 Min bei RT

Waschen 1 x mit 200pL PBS; Zentrifugieren 4Min in
2500 U/Min mit Bremse

Zugabe von Komplement 20 pL Komplement bzw. Verdunnung
pipettieren

Inkubation 30 Min bei RT

Waschen 2 x mit 200 pL PBS; Zentrifugieren 4Min in
2500 U/Min mit Bremse

Zugabe des Detektion-AK 20 pL /Kavitat (1:80 in WP) verdinntes anti-
C4d pipettieren

Inkubation 30 Min bei RT

Waschen 1 x mit 200pL PBS; Zentrifugieren 4Min in
2500 U/Min mit Bremse

Zugabe des Sekundar-AK 100 pL/Kavitét (1:500 in WP) verdinntes
anti-lgG-RPE pipettieren

Inkubation 20 Min bei 4°C

Waschen 2 x mit 200 pL PBS; Zentrifugieren 4Min in

2500 U/Min mit Bremse

Messen 80 pL PBS/ Kavitat pipettieren und messen

Der Luminex C4d-Test wurde optimiert und validiendem Sensitivitat, Cut off, Spezifitat,

die Plausibilitat, Prazision und Testbedingungeerphift wurden.
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2.3 Biologische Proben, Patienten, Ethikkommision

2.3.1 Patientenkollektiv und Einschluss in die Studie

Es wurden Seren von insgesamt 261 Patienten al&pdgohase nach Nierentransplantation
untersucht. Die Kriterien fir den Einschluss in 8Stedie waren: 1. Zeit mindestens 6 Monate
nach der Transplantation und 2. eine gute Transgfanktion zum Zeitpunkt der
Serumabnahme. Entsprechend dem HLA-Antikorperstatas Zeitpunkt der Abnahme

(Austestung im Luminex) resultierten vier verscleied Patientengruppen:
N/N: HLA-AK Klasse | negativ/ HLA-AK Klasse Il negatin= 62 Patienten
N/P: HLA-AK Klasse | negativ/ HLA-AK Klasse Il positivm= 63 Patienten
P/P. HLA-AK Klasse | positiv/ HLA-AK Klasse Il positivn= 69 Patienten
P/N: HLA-AK Klasse | positiv/ HLA-AK Klasse Il negativn= 67 Patienten

Die Seren wurden im Rahmen der regelmalligen Scogdémtersuchungen

(Verlaufskontrollen) nach Nieren-Transplantatiomvganen.

Es wurden folgende Patientendaten fur die Auswgrgegsammelt: HLA-Typisierung vom
Spender und Empfanger, HLA-Antikorperstatus, Anzighl Transplantationen,
Transfusionen und Schwangerschaften, Serum-Kreatinn Zeitpunkt der Serumabnahme,
Alter der Patienten. Diese Patientendaten stammei@m Labor-Informationssystem des
HLA-Labors, Berlin Charité; der Eurotransplant, ENInd der Patientendokumentation T-
Base der Charité Transplantationszentren. AlleeR&n wurden anonymisiert, indem jedem

Patientenserum (jeder Abnahme) eine Nummer zugebwairde.

2.3.2 Testseren zur Optimierung der C4d-Methode

Fur die Optimierung der Luminex C4d Methode wurdegatives Serum, positive Poolseren,
einzelne Seren von LCT-positiven Patienten als Kidletund frisches Serum als
Komplementquelle verwendet (s.Tabelle 6).
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Tabelle 6. Testseren, die fur die Optimierung unig &alidierung des C4d-Luminex-Tests

verwendet wurden.

Humanes Serum Bezeichnung Gewinnung Pool
Negatives Kontrollserum NKS Charg_e 20095_844 (gepooltes Serum aus
negativen Patienten)
Positives Kontrollserum 1 PKS1 POOI von 10 HLA-LCT pOSitiven Patienten
Positives Kontrollserum 2 PKS 2 Pool von 4 HLA-L@dsitiven Patienten
Positives Kontrollserum 3 PKS 3 Pool von 11 HLA-LCT positiven Patienten
Positives Kontrollserum von PKS-E Serum von einer Person, die starke
einzelnem Spender zytotoxische HLA-AK besitzt

Das negative Kontrollserum wurde als PoolserumM@Blutspendern des ITM, Charité
Virchow Klinikum, hergestellt. Fir den Pool wurdBlutspender, mit der Blutgruppe AB, die
HLA-AK negativ sind, ausgewahlt. Bei der Herstetjuihes Pools wurden gleiche Volumina
von jedem Spenderserum verwendet. Das Poolserudnmje 1 mL aliquotiert und bei -
20°C aufbewahrt. Als positive Kontrollen im Testraen drei verschiedene Poolseren und
ein Serum einer einzelnen Person verwendet (s.I[€ak)e Die Seren wurden einzeln und als
Pool auf HLA-AK mit dem Luminex Screeningtest gédesDie positiven Seren wurden mit

dem Luminex SA-Test weiter spezifiziert.

2.3.3 Ethikkommision

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit einer rgprektiven Testung und Auswertung von
Patientenseren, die flr retrospektive Analysengegkebenenfalls zur Testung bei
Vorbereitung auf eine Retransplantation im Labdagert wurden. In der Charité werden alle
Daten der Transplantationspatienten in einer edaidchen Patientenakte T-Base erfasst. Mit
dieser Ubermittlung und Speicherung der personexgseren Daten auch fiir die Auswertung
der anonymisierten Daten im Rahmen Forschungspsyjbkben sich die Patienten
einverstanden erklart. Die Datenbanken und Labelsrnigse unterliegen samtlich der
arztlichen Schweigepflicht und sind gesichert néeh Vorschriften des jeweiligen nationalen

Datenschutzgesetzes.
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3 Ergebnisse

3.1 Validierungsresultate der C4d-Methode

Zunachst sollte der Luminex C4d-Test etabliertirojgrt und anschlieRend fir die
Routineanwendung validiert werden. Es wurden veesigime Bedingungen und
Arbeitsschritte Uberprift und diese Ergebnisse dambuminex-C4d-Test verwendet. Es
werden Chargendokumentationen fiir die verwendetenpAsitive Kontrollseren und
negative Kontrollseren gefiihrt und die entspreckanttuen Chargen, Reagenzien und

Kontrollen getestet.

Bei der Optimierung und Validierung wurden folgerBrameter geprift: Sensitivitat und
Cut off, Spezifitat, Prazision, Detektions-AK voargchiedenen Herstellern, Detektions-AK-
Konzentration, Inkubationszeiten, Inkubationsterapgen, Komplementquellen und -
konzentrationen, Stabilitdt des Komplements sovaedthilitdt der Ergebnisse.

Sensitivitat und Cut off im C4d-Luminex-Test

Als Sensitivitat eines Tests in der Labormedizindwdie Prozentzahl der richtig positiv
erkannten Testproben aus der Gruppe aller posiivehen [20] berechnet. Fir die
Validierung wurden zunéchst 20 einzelne Patiert@msmit dem C4d-Luminex-Test
ausgetestet. Diese Seren waren aus dem LCT atgsisitiv bekannt. Sie ergaben auch in
der Luminex C4d-Methode eindeutig positive Befurdas entspricht einer Sensitivitat von
100%. Bei der Untersuchung von weiteren 261 Patieseren konnte die 100% Sensitivitat

der Methode in einem gréReren Probenumfang beistétigien.

Die Nachweisgrenzes(t ofj richtet sich hier nach dem negativen Kontrollb@4@). Der

NC ist laut des Herstellers (One Lambda) ein ,,taatBead ohne HLA-Ag auf der
Oberflache. Das Bead ist mit Albumin geblockt. Basoreszenzsignal vom NC entspricht
dem Hintergrundrauschen (unspezifische Bindungb@rum. Somit wird ein Signal eines mit
Ag beladenen Beads als positiv bewertet, wenncerdgutlich (drei Standardabweichungen)
vom Signal des NC-Beads im Ansatz unterscheidetdieliBerechnung des Cut off kann

folgende Gleichung verwendet werden:

30



3. Ergebnisse

Cut off = NC (Rohwert) + 3x SD von NC

(NC- Negativ Kontrollbead im jeweiligen TestserudtiV-Mittelwert; SD-
Standardabweichung)

Der Cut off wurde getrennt fur sieben HLA-AK negatiSeren und einige HLA-AK positive
Seren (elf Seren einzelner Patienten, funf AnsBk8-E, finf Ansatze PKS3) berechnet
(s.Tabelle 7).

Tabelle 7 Mittelwerte, SD und Cut off im C4d-Test fur die 0.§eren berechnet fur HLA-
AK negative (NS) und positive Seren (PS). Alle &&rid in Mittleren Fluoreszenz-Einheiten
(MFI) dargestelit.

MW 3xSD Cut off
NC NS 149 135 554
NC PS 130 183 679

(NC- negativer Kontrollbead, NS- negatives Seru8t, positives Serum)

Der niedrigste MFI-Wert lag bei HLA-AK negativenr®a bei 95 MFI und fur die HLA-AK
positiven Seren bei 380 MFI. Aufgrund des untersdichen Hintergrundsignals zwischen
den einzelnen Seren, ist es besser, den Cut gidés untersuchte Serum konkret zu
berechnen. Wahrend der Validierungsphase wurdep&apsatze fir die Berechnung der
Standardabweichung untersucht. Fir die weiteretumigen war nur ein Ansatz pro Probe
notwendig, da der Rohwert fir jede Beadpopulatierivdv von 50 bis 100 Beads dieser
Population berechnet wird (fur die MFI einer Begolglation, wird das Fluoreszenzsignal von
mindestens 50 Beads gezahlt; der Beadcount muBsseib). Als zuséatzliche negative
Kontrolle wurden Testansétze ohne Patientenseruohdefuhrt, stattdessen wird PBS-Puffer
mit den Luminex-Beads inkubiert. Die Rohwerte deghitivbeads (NC) lagen bei 109 MFI,
die der Positivbeads (PC) bei 135. Der Cut offebknet als NC Rohwerte+ 3xSD lag bei
255 MFI.
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Als Cut off im C4d-Test kann die vorgeschlagene @tiRatio aus dem Standard Luminex
Test Ubernommen werden (s. Kapitel 2.2.2). Im LuwxiBingle Antigen (SA)-Ansatz liegt

der Cut off in der GroRenordnung von 500 MFI, wabese Grenze bei den einzelnen
Patienten nach Berucksichtigung der Immunisierurgggeissen auch plausibel nach unten
gesetzt werden kann. Bei der Testung der Patiemtemsm C4d-Screening (Mix-Test) hat
sich erwiesen, dass bei einem Ergebnis, das imi@raich liegt, eine weitere Untersuchung
mit C4d-SA-Test sinnvoll ist, weil in den meisteallEn diese grenzwertige Befunde auf
schwach positive AK hinweisen und als positiv ind€3lA getestet wurden. Die Frage des Cut
off wird fr den Standard Luminex kontrovers dis&tit[74]. Bei dem Nachweis von
komplementbindenden HLA-AK sollte Uberlegt werdeb,nicht alle Resultate mit MFI, die

grol3er als NC sind, als positiv zu bewerten siraflibsind weiteren Studien notwendig.

Um die Sensitivitat des Tests zu untersuchen, wuseeelle Verdiinnungsreihen von PKS2
mit Faktor 2 bis zu einer Verdinnung von 1:32 aegggAbbildung 7). Fur die Auswertung
wurde jeweils der Bead von Klasse | und der BeatdKiasse Il mit den jeweils hdchsten
Werten ausgewahlt. Fur Klasse | ist das die Begal+Ration 3. Sie ist mit den folgenden
HLA-Ag beladen: Al, 80; B18, B50; Al, 29; B8, 451 69; B35,49. Fir Klasse Il ist das die
Bead Population 50, beladen mit: DR1,16; DQ5; DR1[1Q5,6; DR1,13; DQ5,6; DR7,10;
DQ5,2; DR18,10; DQ4,5.
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Abbildung 7: Serielle Verdinnungsreihe des positivem Kontrollsers 2 (PKS 2) mit

Faktor 2, untersucht im C4d-Luminex SA-TesAuf der X-Achse ist die Verdiinnung gezeigt,
auf der Y-Achse sind die relativen Fluoreszenzé@hnéMFI) dargestelltDie Beads
Populationen #3, #50 und der negativ Bead (NC) aisdeprasentative Beads fir Klasse |
und 1l HLA-Ag und Beads ohne Ag-Beschichtung elste]lt

Fur den negativen Bead in diesem Ansatz wurdenré$zenzsignale mit einem MW von 70
MFI gemessen. In der Abbildung 7 ist zu sehen, dassiner Verdiinnung von 1:32 die

Werte des positiven Serums unter denen vom NCriege

Bei der Austestung von Verdinnungsreihen wurde deaiet, dass die Linearitat davon
abhangig ist, welches Testserum verwendet wirdwiechoch der Titer der HLA-Antikorper
ist. Aus den MFI allein kann man keine Aussage AKxTiter treffen. Der Titer ist nur
mittels einer Verdinnungsreihe zu ermitteln. Dagtzuch ein weiteres Experiment, in dem
die MFI der Positiven Kontrollseren PKS 2, PKS 8 ##KS- E unverdinnt und 1:8
verglichen wurden. Tabelle 8 stellt dies dar undtzelass PKS 3 verglichen mit PKS -E bei
ahnlichen Ausgangs-MFI des unverdiinnten Serums,ssnwéchere Reduktion der

Fluoreszenzintensitat bei der Verdinnung 1:8 audiwvei
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Tabelle 8:Vergleich der MFI zwischen drei HLA-AK positiven &n PKS 2, PKS 3 und
PKS-E unverdinnt und 1:8 verdiinptam Beispiel der Beadpopulationen #3 und #50 (HLA
Klasse | bzw. Il). Die Ratio in der Tabelle ist éelnnet, indem die Werte (MW MFI) des
unverdinnten Serums dividiert durch diese des ér8innten Serums werden.

Ratio
Verdiinnung | MW (MFI) unverd./1:8
Bead# 3 Bead# 50 Bead# 3 Bead #50

PKS 3 3491 2959 1.1 15
PKS 3 (1:8) 3042 1995

PKS-E 3805 2226 1.9 36
PKS-E (1:8) 1978 623

PKS 2 2832 2466 9.2 25.1
PKS 2 (1:8) 308 98

Die Ratio MFI des unverdiinnten Serums zu MFI dediueten Serums bei PKS 3 zeigt eine
Abnahme von 1,1 fur Bead #3 bis 1,5 fur Bead #%54E weist einen 1,9- bis 3,6- fachen
Abfall (Bead #3 bzw. #50) nach der Verdinnung &sfwurde beobachtet, dass die Klasse II
HLA-AK beim Verdinnen schneller unter die Nachwegsge sinken im Vergleich zu

Antikdrpern der Klasse I. Dieses Phanomen ist vater Ter angesetzten Seren abhangig.

Spezifitat des C4d-Luminex-Tests

Als Spezifitat gilt der Anteil der im Test als négagetesteten Seren, aus einer Gruppe von
richtig negativen Proben. Im C4d-Test wurde dierGd20095844 negatives Kontrollserum
als negative Kontrolle verwendet. Um die Speziftkét Methode zu prufen, wurden flnf
negativ getestete Seren von einzelnen Patientensucht. Alle im LCT und Standard
Luminex negative Seren wurden auch im C4d-Luminesgthls negativ bewertet. Fir diesen
Ansatz wurde im C4d-Luminex ein Cut off von 200 MBézogen auf dem NC-Bead des
NKS) berechnet. Es war zu sehen, dass alle Ergabarger dem Cut off lagen. Die
negativen Werte fur alle hier getesteten negatieren bestatigen die 100% Spezifitat der
C4d-Methode.

Um die Reproduzierbarkeit bei einzelnen Patienteress zu untersuchen, wurden weitere
Seren geprift. Zwei zeitlich unabhangige Serumalmeavon einer Patientin wurden im
C4d-Luminex-Test untersucht. Das erste Serum warGi positiv (Serum A), das zweite
Serum war im LCT negativ (Serum B). Die Fragestgjlhier war, ob der C4d-Luminex das

gleiche Resultat liefert. Die Ergebnisse im C4d-ineRr entsprechen denen im LCT-Test:
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Serum B war negativ und Serum A positiv. Serum A waC4d-Luminex deutlich positiv,

mit einer Ratio Uber drei.

Im C4d-Luminex-Test sind keine Kreuzreaktionen olen den Detektionsantikérpern und
HLA-IgG-AK zu erwarten. Der Detektions-AK, anti-hames C4d, wurde in der Maus
gewonnen. Als sekundarer AK wurde anti-Maus-1gG-24§ der Ziege gewahlt, so dass nur

eine Bindung mit dem eingesetzten anti-C4d-AK g#dol sollte.

Um die Spezifitdt der Reaktion zu zeigen, wurdenTzstoptimierung einige Ansatze mit
PBS anstelle Patientenserum oder PBS anstelle kongpit durchgefiihrt. Es wurden drei
verschiedene Ansatze getestet. Ansatz A ist dexd8tdansatz mit einem positiven
Patientenserum, im Ansatz B wurde das Patientemsdwich PBS ersetzt, im Ansatz C
wurde die Komplementquelle durch PBS ersetzt. Rréband C sollten entsprechend
negative Ergebnisse bringen, da es dort kein Ratisarum bzw. Komplement angesetzt
wurde. Im Ansatz A waren die MFI am hochsten, An&tind C hatten negative Werte unter
denen der NC (Daten nicht gezeigt). Die Ergebrugsgen, dass die Reaktion spezifisch und
abhangig von der Ag-AK Bindung sowie von der Koampéntquelle ist. Der Austausch von
Patientenserum mit PBS fuhrt zu keiner Ag-AK-KoepBildung, die im zweiten Schritt
Komplement aktivieren konnten. In Tabelle 9 sindi aveitere Testansatze mit PKS 2
gezeigt. Der Standard C4d-Luminex-Test (A) wurderal ohne anti-C4d-AK (D) und
einmal mit anti-human-lgG-AK statt Ziege-anti-Mausk (E) verglichen. Der Ansatz ohne
anti-C4d-AK (D) fuihrte zu keinen positiven Signal®adurch wird deutlich, dass es keine
Kreuzreaktionen zwischen anti-lgG-RPE und den HLA-@ibt.

Tabelle 9 Vergleich zwischen drei verschiedenen Ansatzen RIS 2. A: Standard C4d
Luminex; D: C4d-Luminex Ansatz ohne anti-C4d; Ed€4minex Ansatz mit anti-human-
IgG Detektions-AK. Die Zahlen sind in MFI dargekt&eadpopulationen # 3 und # 50 sind
die Beads mit den héchsten SignalébhA-Ag-Beladung Bead# 3 Population:
Al1,80,B18,B50; A1,29,B8,45; A1,69,B35,49. BeadRd&ulation: DR1,16,DQ5;
DR1,11,DQ5,6; DR1,13,DQ5,6; DR7,10,DQ5,2; DR18,15%.

Ansatz Bead# 3 | Bead# 50
A 3270 2700
D 41 58
E 15170 12625
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Der Beweis, dass in der untersuchten Probe HLA-AKlen mit HLA-Ag beladenen Beads
gebunden haben, wird durch den Ansatz E mit amtidntlgG-RPE erbracht. Dieser
Detektions-AK wird im Standard Luminex Test verwehdie hoheren MFI-Werte

(> 15 000) beweisen die Anwesenheit von HLA-IgG-A¥er Unterschied zwischen Ansatz
E und Ansatz A liegt im Nachweis von komplementaktenden AK (A).

Prazision des C4d-Luminex-Tests
Die Prazision wird als Interassay- und Intraassayiahz bestimmt. Fur die Tag-zu-Tag

Varianz (Interassay-Varianz) wurden die Ergebndssepositiven Kontrolle PKS-E an funf
verschiedenen Tagen verglichen. Der Variationskaefit (VK) variierte von 2% bis 22 %.
Die Intraassay-Varianz wurde durch den VergleichWwlerte von zwei positiven
Kontrollseren (PKS2 und PKS-E) und einem negatkentrollserum (NKS) in funffachen
Ansatzen am gleichen Tag untersucht. Die VK vagrezwischen 3 und 21%. Die
unterschiedlichen VK kénnen damit erklart werdeassddie Komplementaktivierung durch
die Ag-AK-Komplexe nicht gleichmallig bei verschiada Anséatzen von einem Serum
verlauft. Eine andere Vermutung ist die moglicheideon bedingt durch die Unterschiede
beim manuellen Ausschlagen der Platte bei den Vgahcitten. Dadurch kdnnte die
Verdinnung des Komplements oder der AK variierer.E¥gebnisse zeigen, dass die
Austestungen der Seren an verschiedenen Tageretial am einem Tag untereinander
vergleichbar sind und somit eine ausreichende 8&liir das Einfihren der C4d-Methode

als Routine-Test besitzen.

Das menschliche Serum beinhaltet eine Fille voteRren, die konzentrationsabhangig
Einfluss auf das Mel3system nehmen kdnnen. Dahlée sokinem weiteren Experiment
untersucht werden, wie sich die Verdinnung derrSeié PBS auf das Mel3ergebnis
auswirkt. Dazu wurden die VK bei verdiinnten bzwerdinnten PKS 3 und PKS-E getestet
(Tabelle 10).
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3. Ergebnisse

Tabelle 10 Standardabweichung (3xSD) und Variationskoeffizief\K) vom

unverdinnten und 1:8 verdinnten negativen Serum uden positiven Seren PKS3 und

PKS-E
MW (MFI) 3xSD VK%
Bead #3 Bead #50 Bead #3 Bead #50 Bead #3 Bead #50

NS 86 60 4 1 5 2
PS 3 3491 2959 95 62 3 2
PS 3 (1:8) 3042 1995 45 49 1 2
PS-E 3805 2226 218 125 6 6
PS-E (1:8) 1978 623 90 34 5 5

Wie aus der Tabelle 10 zu sehen ist, liegt der Mksehen 1% und 6%. Dieses Ergebnis zeigt

die Stabilitat des C4d-Luminex-Tests, unabhangigdem Serum, das untersucht wird.

Bei der Bestimmung der optimalen Konzentration alesC4d Detektions-AK wurden der
VK berechnet. Der VK bei der optimalen VerdinnurgQlbetrug 6%. Zusammenfassend
kann man sagen, dass der VK von den positiven Kbbsgren in allen Ansatzen zwischen 2

und 22 % lag, der des negativen Kontrollserumsaves 0 und 10%.

Auswahl der C4d-AK zur Detektion

Bei der Optimierung des Tests wurden drei versdrednti-C4d-AK ausgetestet: jeweils
unmarkierte Antikdrper von den Herstellern Serated Biomedica sowie der direktmarkierte
Antikorper DyLight™ 549 von Biozol. Mit dem direktmarkierten AK fiihrder Test zu
keinen positiven Ergebnissen. Nur die C4d-AK voro&z haben funktioniert und sich als
geeignet fir unseren Test erwiesen. Die Konzeotrater AK wurde durch Titrieren
hinsichtlich Signalintensitaten ausgetestet. Hiehla¢ die AK-Verdinnung 1:80 das beste
Ergebnis mit den héchsten MFI ergeben. Dies ertispeiner finalen Konzentration von 12,5
pg/mL (Abbildung 8).
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Abbildung 8 Titrationskurve des anti-C4d-AK (Serotec) mit Bezagf die Fluoreszenz-
Werte eines positiven Testserums (PKS3je Verdinnung 1:80 hat die héchsten MFI-Werte
ergeben.

Optimierung der Inkubationszeit im C4d-Luminex-Test

Nach der Auswahl der Reagenzien fir den Test saliteFolgenden die einzelnen
Inkubationszeiten optimiert werden. Dazu wurdenSignalintensitaten nach Zugabe von
Komplement, anti-lgG-PE und anti-C4d-AK flr versaihene Inkubationszeiten untersucht.
Alle anderen Bedingungen wurden konstant gehaReninkubationszeit nach Zugabe von
Komplement wurde fir 30 und 60 Min verglichen undWeiteren bei 30 Min beibehalten.
Die Erwartung war, dass eine langere Inkubationszepezifische Reaktionen wahrend der
Komplementaktivierung verstarkt. Die Ergebnissedmatliese Hypothese bestétigt: die
Signale waren nach 60 Min Inkubation niedriger. Dieubation mit anti-IgG-RPE wurde
zunachst fur 40 Minuten durchgefiihrt. Um die Tes&tau verkirzen, wurden 40 mit 20
Minuten Inkubationszeiten verglichen. Eine Inkubatvon 20 Minuten bei 4°C lieferte
vergleichbar gute Ergebnisse und mitunter sogaetgMFI als bei 40 Minuten, welches
auch mit der Erhéhung der unspezifischen Bindurmgg@iéngerer Inkubation zu erklaren ist

[70]. Daher wurde fir den Test eine Inkubationsaeft20 Minuten festgelegt.
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Optimierung der Inkubationstemperaturen, Ansatzvolumina und Waschschritte

Die Inkubationstemperaturen wurden ebenfalls fdefjeArbeitsschritt optimiert. Mit den von
der Arbeitsgruppen Bohmig und Smith [62] erwahrite&ubationstemperaturen von 4°C hat
der C4d-Luminex-Test bei uns nicht funktioniert.rlWaben Raumtemperatur, 4°C und 37°C
als Inkubationstemperaturen miteinander verglickhhat sich als die beste Bedingung bei
der Inkubation von Beads mit Patientenseren (AgFdéktion), bei der
Komplementaktivierung und bei der Inkubation miti-&24d-AK erwiesen. Eine optimale

Bindung von anti-IgG-PE an die anti-C4d-AK wurde bei 4°C erzielt.

Die Reaktionsvolumina im C4d-Test wurden so angégsete im Standard Luminex-Test.
Die Volumina bei der Inkubation zwischen Ag (Beadsyl AK (Serum) wurden optimiert. Es
wurden 20 puL Testserum mit 5uL Beads und 8uL Tastsenit 2 uL Beads, 20 puL
Testserum mit 3 uL Beads, sowie 40 pL Testserunbmit Beads verglichen. Zudem wurde
auch das Volumen der Komplementquelle untersuché Fugabe von 40 pL frischem
Serum als Komplementquelle statt 20 pL hat die lEnggse nicht verbessert. (Daten nicht
gezeigt). Es wurde gezeigt, dass 20 pL Patientemser3 puL Beads und 20 pL

Komplementquelle optimal sind und die hochsten 8kjnale ergeben.

In der Anfangsphase wurde zum Waschen zwischemiderlnen Inkubationsschritten der
Luminex-Waschpuffer (WP) verwendet. Nach Angabendam Labor der Forschungsgruppe
Bohmig sollte kaltes PBS besser zur Entfernungddbeissiger Reagenzien geeignet sein.
Unsere Ergebnisse bestatigen diese UberlegenheRBS als Waschpuffer. Die Berichte,
dass der PBS-Puffer kalt zu verwenden ist, koniteedangs hier nicht bestatigt werden. Nach
Waschen mit kaltem PBS waren die MFI niedriger éDaticht gezeigt). Das Waschen mit
PBS hat sich als optimal in Hinsicht auf den Wes 8iC-Beads und den Cut off erwiesen
und wurde im Standard Protokoll fir C4d-Luminex{Teagefuhrt. Eine Reduktion der
Anzahl der Waschritte zwischen den InkubationenlauVaschen fihrte zu schlechteren,
grenzwertigen Ergebnissen. Damit mdchten wir asfgienaue Folgen des Standard-

Protokolls fur den C4d-Luminex hinweisen.
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Auswahl der Komplementquelle und -konzentration imC4d-Luminex-Test

Zunachst wurde als Komplementquelle frisches S€f®) von HLA-AK negativen
Blutspendern verwendet. Das Serum wurde nach Biataine und Zentrifugation sofort
portioniert und bei -70°C eingefroren, weil bekarstt dass die Komplementaktivitat bei
Aufbewahrung bei RT oder zwischen +4 und -22°Chiémst. Ebenso ist bekannt, dass
wiederholtes Auftauen das Komplement zerstort [T der C4d-Test zunachst nicht
zufriedenstellend funktioniert hat, wurde eine mlgtive Komplementquelle gesucht. Das
,,Human Complement” (HC) der Firma Quidel hat dietztendlich als eine bessere
Komplementquelle erwiesen. Die gemessenen KompleKemzentrationen sind im Kapitel
2.1.2 aufgelistet. Das HC ist kein rekombinantemiilement, sondern aus menschlichem
Serum hergestellt, lyophilisiert und standardisiBrese standardisierte Konzentration ist eine

wichtige Voraussetzung fur die gute Reproduzierbidzwischen den Experimenten.

Zum Optimieren der Komplementreaktion wurden zths&&xperimente mit Zugabe von
verschiedenen Volumina HC (1pL, 5pL und 10 pL) Z0omplement aus frischem Serum
durchgefuhrt. Es sollte die Frage beantwortet werdb das FS durch HC stabilisiert werden
kann. Die Ergebnisse zeigten hohere MFI fur diesigehen Beads und niedrigere Werte fir
den NC-Bead bei den Proben mit HC im Vergleich 3uBie Erklarung dafur ist eventuell
die hohere Komplement-Konzentration nach ZugabeH@GnWeiterhin wurde HC in PBS
verdunnt und ausgetestet. Die hochsten MFIs wumdieNerwendung von 1uL HC plus 20
puL PBS erzielt (Verdinnung 1:21). Nach Zugabe viawvendiinntem HC oder einer 1:2-
Verdinnung waren die Resultate negativ. Das befjelass eine hthere Konzentration von
Komplement nicht unbedingt eine starkere Aktivigrwmerursacht, da hier verschiedene
Inhibitoren der Komplement-Kaskade (wie C1-Estetabéitor), ebenfalls hoher
konzentriert sind. Um das zu Uberprifen, wurdeHasn folgenden Schritten titriert: 1L,
2uL, 3uL, 5uL oder 10pL HC zu 20 puL PBS. Um diempte HC-Konzentration zuséatzlich
zu bestatigen und eine bessere Darstellung dediteitse zwischen HC-Konzentration und
Komplementaktivierung zu erreichen, wurde in einéensuch eine systematische
Titrationsreihe des HC angesetzt. Dies erfolgt®ligenden Verdinnungen: 1:21 (1ul HC zu
20 ul PBS), 1:11 (2ul HC zu 20 ul PBS), 1:7,5 (B zu 20 ul PBS), 1:6 (4l HC zu 20 ul
PBS), 1.5 (5ul HC zu 20 ul PBS), 1:3 (10ul HC zy2®BS), 1:2 (10 pul HC zu 10ul PBS)
und unverdinntes HC (s. Abbildung 9).
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Abbildung 9.Titrieren des HC im C4d-Mix-Test fur HLA-Klasse Ind Il. Es wurden die
Werte der Beads mit den héchsten MFI als Beis@gigjektellt, Bead #79 fur Klasse | und
Bead #95 fur Klasse .

Wie aus der Abbildung zu sehen ist, werden die Middriger mit Erh6hung der HC-
Konzentration. Die beste Verdinnung bleibt 1:21ité&/e Verdinnungen wurden nicht
ausgetestet, weil kleinere Volumina als 1ul HCAwmsatzen, zu groReren Pipettierfehlern

fuhren kdnnen.

Als Vergleich zwischen verschiedenen Komplementgnehurden neben HC und FS einige
Anséatze mit Komplement aus Kaninchenserum durcligefDies wurde ausgewahlt, da
dieses Serum als Komplementquelle im LCT benuted. wbDabei wurde der Einfluss der drei
Komplementquellen fir das positive Kontrollserum32Kkuntersucht (siehe Abbildung 10).
Zu der jeweiligen Probe wurden entweder 20 pL utiventes FS, 1:21 in WP verdinntes
HC, oder 20uL unverdinntes Kaninchenkomplementtipgoe Die Konzentrationen der
Komplementquellen wurden so ausgewahlt, wie sienatarweise im Test verwendet
werden. Die hdchste Signalstarke wurde bei HC gsemedie Starke der

Komplementaktivierung ist bei den verschiedenendBemterschiedlich, was abhangig von
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der Komplementbindungsfahigkeit der im PKS2 reagiden AK und der Antigendichte auf
dem Bead ist.
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Abbildung 10 Vergleich zwischen drei Komplementquellen: HC 1:2érdinnt, FS und
Kaninchenkomplement unverdinnDargestellt sind die Beads mit den héchsten MFI fu
Klasse | (#3,# 49,#78) und Klasse II(#50, #56).N&t\260MFI

Um den Vergleich zwischen den drei Komplementqudilei den gleichen Verhéltnissen zu
gewahrleisten, wurden die Komplementquellen iri2rdinnung fur PKS-E verglichen:
es wurde 1 pL HC mit 20 pL PBS verdinnt, 1 pL fis€ Serum mit 20 uL PBS und 1 pL
Kaninchenserum mit 20 uL PBS. In Tabelle 11 siredMFIs dargestellt.

Tabelle 11 Vergleich der verschiedenen Komplementquellen (HES und Kaninchen-
Komplement) im C4d-Mix-TesDie Ergebnisse sind als MFI dargestellt. Bead #nA€l
Bead#95 sind die Beads mit den hdchsten MFI.

Bead #79 (Klasse I) | Bead #95 (Klasse I1)
HC 1:21 in PBS verdinnt 3307 1607
Kaninchen-Kompl. 1:21 in PBS verdiinnt 314 118
FS 1:21 in PBS verdinnt 3232 2109
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Die Ergebnisse zeigen, dass HC und FS verdunntve@fleichbare Ergebnisse liefern und

die Wirkung von Kaninchen-Komplement in diesem Rigais-Modell sehr schwach ist.

Prufung der Auftautechnik und Stabilitat des Komplements im C4d-Luminex-Test

Das Komplement ist ein empfindlich reguliertes 8ystEine Stérung des Gleichgewichts
zwischen aktivierenden und inhibierenden Komporrek#&an massive Auswirkungen haben.
Nach Literaturangaben soll das fur Laboruntersngkea bendétigte Komplement oder
Frischserum bei -70 °C aufbewahrt werden [20,71jft@#utechnik und Handhabung wurden
bei Punkt 2.1.3 beschrieben. Damit eine Stablightder Arbeit mit dem C4d-Luminex-Test
gewabhrleistet wird, sollte die Stabilitat der Komplentquelle Gberprift werden. Zur
Optimierung der Methode wurden zwei verschiedenigaimnethoden miteinander
verglichen: (1) Auftauen des tiefgefrorenen Kompdens unter flielRendem kalten Wasser
und (2) Auftauen im Wasserbad bei 37°C. Nach deiftafien wurden die Proben bis zum
Einsatz auf Eis gelagert. Es gab hierbei keine tdokeede zwischen den zwei Techniken
(Daten nicht gezeigt). Das Auftauen fur alle weiteExperimente wurde nur bei 37°
durchgefuhrt (Methode 2). Durch ein weiteres Expent sollte die Stabilitat des einmal
aufgetauten und wieder eingegefrorenen AliquotesHie tberpruft werden. Nach
Herstellerangaben sollte wiederholtes Einfriered Anftauen vermieden werden, ist aber
auch bis zu dreimal mdglich. Um das zu klaren, wuii Qualitat eines einmal aufgetauten
HC-Aliquots Uberpruft. In zwei zeitlich getrenntAnséatzen wurde frisch aufgetautes HC
(Standard Verdlinnung 1:21) mit drei verschieden€nR#staliquots, die zum zweiten bzw.
zum dritten Mal aufgetaut wurden, verglichen (T&b&R). Mehr als zwei Auftau-Einfrier-

Schritte wurden aus Qualitatsgrinden nicht vorgeseh

Tabelle 12 Austestung des PKS-E mit HC-Aliquots, die ein bigeidMal aufgetaut wurden.
Die Ergebnisse im C4d-Luminex sind in MFI vergleioth fir Klasse | (Bead #79) und Klasse
Il (Bead #95) dargestellt.

PKS-E Ansatz Bead# 79 (Klasse I) | Bead #95 (Klasse II)
HC zum 1.Mal 3307 1607
aufgetaut
HC zum 2. Mal 2857 1363
aufgetaut
HC zum 3. Mal 2871 1518
aufgetaut
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Die Werte zwischen zwei- und dreimal Auftauen usiteeiden sich wenig. Die MFI nach
einmaligem Auftauen des HC sind 15% hdher als diesenehrfachen Auftau-Einfrier
Zyklen und liegen damit innerhalb der Variationsiddogenten im Intra- und Interassay-
Vergleich. Um sicher zu stellen, dass diese 15 %cAtvachung des Signals nach
mehrmaligem Auftauen nicht zu falsch negativen Bnggsen bei sehr schwachen
zytotoxischen HLA-AK fuhrt, verwenden wir nur einhaufgetautes HC in unserem C4d-

Luminex-Test.

Inaktivieren der Patientenseren

Alle Testseren und Kontrollseren fur den C4d-Lumiiest wurden zunachst bei 56°C fir 30
Minuten inaktiviert. Es wurde untersucht, ob diesed abor Gbliche Vorgehen auch fur den
C4d-Luminex-Test sinnvoll ist. Daflr wurden zusifzlAnsatze ohne und mit verlangerten

Inaktivierungszeiten verglichen. Abbildung 11 zelgt Resultate.

2000

mBead 89 (Klasse I)

1800

1600
1400+
1200+
MFEOOO*
800
600
400+

200

Patientenserum nicht Patientenserum 4 Stunden Patientenserum 30 min
behandelt inaktiviert inaktiviert

Behandlungsdauer

Abbildung 11:Auswirkung der Inaktivierungszeit von Patientenseruauf die Aktivitat des
C4d-Tests.Die Reaktion wurde am Beispiel des Be&dg@&zeigt.
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3. Ergebnisse

Aus der Abbildung wird deutlich, dass bei langdnaktivierung (4 Stunden) das Signal um
mehr als drei Mal niedriger wird als bei der Staddaaktivierung (30 Min). Die Werte beim
unbehandelten Serum sind hdher als nach 30 Mirtilmatung. Trotzdem ist diese
Behandlung zum Zerstéren der Komplement-Restaditidés Patientenserums notwendig,
um die reine Aktivierung der Komplementkaskade dudie HLA-AK zu beurteilen. Im oben
gezeigten unbehandelten Serum wurden zuséatzlichafaten A1 und A1l gefunden. Nach
Inaktivieren waren diese HLA-AK nicht mehr nachviieis Hier stellt sich die Frage, ob
durch das Inaktivieren der Patientenseren wichtiga-AK Ubersehen werden kdnnten und
ob eine Inaktivierung Gberhaupt notwendig ist.ilmeen weiteren Versuch wurden 4 Seren
jeweils mit 30 Min bzw. ohne Inaktivierung angeseBeim Ansatz der Seren (#157, #158)
ohne Inaktivierung im C4d-SA-Test waren sie neghthnHLA-AK, mit Inaktivierung

schwach positiv. Nach Analysieren des AK-StatusRigrenten und der durch die
Transplantation gewonnenen Inkompatibilitaten, kerman DRA (bei #157 HLA-A2) im
Serum nach Inaktivieren, mit Intensitat zwischerua@ 100 MFIs, unter dem Cut off
erkennen. Das spricht dafir, dass es im unbehamdg8trum eventuell Reaktion-inhibierende
Substanzen gibt. Das kdnnen non-HLA-AK sein, ddl@zone-Effekt durch Bindung von
C1lqg an IgM-AK sein. Diese Faktoren werden nacheiiitzktivierung neutralisiert [75].

Somit konnte unabhangig die Entscheidung fur Ivaten aller Seren bestatigt werden. Aus
diesem Beispiel leitet sich erneut die Uberleguaigyo sich der Cut off im Test befinden
sollte. Unsere Meinung ist, dass der Cut off nggheinfach gesetzt werden kann, sondern nur

nach Analyse der AK-Konstellation der Patienten.

Die inhibitorische Wirkung des humanen Serums in deC4d-Methode

Bereits bei den ersten Experimenten in dieser 8tiigli auf, dass es einige Komponenten im
Testsystem gibt, die das vollstandige Entfaltenklanplement-Reaktion verhindern. Es ist
bekannt, dass das Komplementsystem eine KompositisrAktivatoren und Inhibitoren ist
[76]. Die Vermutung war, dass C1-Esterase-Inhibiter andere Faktoren die
Gesamtreaktion abschwachen. Dabei muss berlckgielgrden, dass nicht nur im Serum,
das als Komplementquelle im Testsystem verwendel, Wiomplementaktivatoren und

Inhibitoren enthalten sein kdnnen, sondern auchumntersuchenden Patientenserum, bzw.
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3. Ergebnisse

in den negativen und positiven Kontrollseren. Uesds Problem abzuklaren, haben wir
einige Versuche mit PKS2, PKS3, einzelnen HLA-pesiPatientenseren, mit Zusatz von
unbehandeltes FS, inaktiviertes FS, bzw. HC durfcinge

Der ersteVersuch, bei dem es auffiel, dass esreillém bei der Komplementaktivierung
gibt, ist in Tabelle 13 exemplarisch gezeigt. Esden PKS2 mit Zugabe von unverdinntem
unbehandeltem FS(b), PKS2 ohne Zugabe von FEKSG2 mit Zugabe von inaktiviertem
FS(d) und WP Ansatz statt PKS2 mit Zugabe vondjS€rglichen.

Tabelle 13MFI-Werte des PKS2 mit und ohne Komplement im C4drhinex Mix.
Ergebnisse sind als MFI dargestellt. PKS2-positikestrollserum 2, NKS- negatives
Kontrollserum, Bead# 3(HLA-Klasse I-Mix) mit derchéten MFI. Der Cut off lag bei 120
MFI.

Testansatz Bead# 3
NKS mit unbehandeltem FS (a) 61
PKS2 mit unbehandeltem FS (b) 569
PKS2 ohne FS (c) 3845
PKS2 mit inaktiviertem FS  (d) 3227
WP mit unbehandeltem FS (e) 23

Aus der Tabelle 13 ist folgendes zu sehen: 1. Nagjabe von FS zum Patientenserum wird
Komplement aktiviert, was zu einer Fixation von G4d Immunkomplex fihrt (Vergleich
Ansatz b, a, e) 2. Nicht erwartet hingegen warstieke, fast siebenfach héhere
Komplementaktivierung im Ansatz c) ohne Zugabe Komplement im Vergleich zu b).
Folgendes wird vermutet: Es handelt sich um un§isebe Reaktion oder es gibt eine
Komplement-Restaktivitat im PKS2, was nach derevieduftau-Einfrier Cyclen nicht zu
erwarten ist. 3. Das frische Serum als Komplemegitgueigt eine inhibierende Wirkung,
welches nach Hitzeinaktivierung beseitigt wird (Atzsd und b). Diese Probleme haben die
Etablierung des C4d-Luminex-Tests erschwert undAbkitarung mittels weiterer

Optimierungsexperimente gefihrt.

In einem zweiten Experiment wurden die 0.g. Resabb@statigt und erweitert. Es wurden
unbehandeltes positives Kontrollserum (PKS 2) 8it(ferdiinnt und unverdinnt) inkubiert
und mit verdinntem HC verglichen. Abbildung 12 teig Ergebnisse.
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Abbildung 12 PKS2 mit unterschiedlichen Komplementansatzen imdd4iminex-Mix:
als Komplement-Quelle wird frisches Serum (FS) étlerverwendet. Die Ergebnisse sind
als MFI fir den Bead#4 dargestellt.

Die inhibierende Komponente aus FS ist bei dem Marlg zwischen unverdinntem FS und
einer 1:10-Verdinnung zu erkennen. Die hohere Mifarkere Komplementaktivierung) mit
verdinntem FS weist daraufhin, dass Komplementitdndn in FS vorhanden sind, die mit
Verdinnung abgeschwacht werden. Das hdchste Sighdler HC in 1:21 Verdinnung
geliefert. Eine hohere Konzentration HC (1:5-Venaliimg) ist mit niedrigeren Signalen im
C4d-Luminex-Test verbunden. Fir die weiteren Tesgg#bt sich somit, dass HC als

Komplementquelle in einer Verdinnung von 1:21 esadet wird.

Ein drittes Experiment sollte die obigen Fragenridmehandene Komplement-Inhibitoren
weiter klaren. Das PKS2 wurde durch Hitze-Inaktiurey als mdgliche zusatzliche
Komplementquelle ausgeschaltet. Dazu wurde HC mlenung 1:21 als
Komplementquelle zugegeben. Zum Reaktionsgemisedemu=S und NS in verschiedenen
Volumina pipettiert und verglichen. Das Negativsersollte aufgrund der
Lagerungsbedingungen kein aktives Komplement meh¥,ergleich zu FS, beinhalten.
Abbildung 13 zeigt die Resultate dieses Experiméwésh Zusatz vom frischen Serum zum
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3. Ergebnisse

Standard-Ansatz, wurde die Aktivierung des Kompletsatark unterdrickt, was darauf
hinweist, dass im FS die vorhandenen Inhibitoree grol3e Rolle fur den C4d-Luminex-Test
spielen. Die Ansatze mit NS haben hohere Signaeige im Vergleich zu jenen mit
frischem Serum. Die Erklarung dafir ist das Feliem aktivem Komplement und somit auch

Komplement-Inhibitoren.

2500 -

BKlasse | Bead
BKlasse Il Bead

2000 -

1500 +

MFI

1000 +

500 -

HC HC+ 20yl HC+ 40ul HC+ 20ul HC+ 40yl
frisches Serum  frisches Serum  negatives negatives
Serum Serum

Testansatze

Abbildung 13 Vergleich zwischen der inhibierenden Wirkung vonschem(FS) und
gelagertem Serum (NS), zugefliigt zum C4d-Luminex-Mitandard-Ansatz (PKS2+HC)

In einem vierten Experiment wurde das VorhandengaimKomplement-Restaktivitat nach
Hitze-Inaktivierung geprift. Es wurden zwei versztene positive Kontrollseren (PKS 2 und
PKS 3) ohne Zugabe von Komplement verglichen. BasURate zeigen, dass diese Seren
verschiedene Restaktivitaten aufweisen: PKS 2 dahktem MFI von 182 fir eine
Beadpopulation der Klasse |, PKS3 mit einem MFI 8@0. Der Cut off flur diesen Ansatz
wurde bei 440 berechnet. Das zeigt eine schwacligitk bei PKS3 und keine bei PKS2
ohne Zugabe von Komplement. Zuséatzlich wurde digtlk®enplementaktivitat bei frischem

und gelagertem Serum von einem Patienten mit be&arkhLA-AK, ohne Zugabe von
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3. Ergebnisse

zusatzlicher Komplementquelle Uberpruft. Die Ides,vob das FS die unklaren Reaktionen
aufgrund von vorhandenem aktivierungsfahigem Komglet verursacht wird und es einen
Unterschied im Komplementrest zwischen frischem geldgertem Serum gibt. Es gab
keinen Unterschied zwischen frischem Serum undggelem Serum, beide Seren waren ohne
Zugabe von Komplement negativ, ohne die Fahigkeé Eomplementaktivierung mit

Bindung von C4d auf die HLA Ag-AK-Komplexe zu haben

In einem funften Experiment (siehe Tabelle 14) kergezeigt werden, dass Proteine, die im
WP beinhaltet sind, z.B. Aloumin, die Reaktion stiirin dem Testansatz wurde die Wirkung
von HC verglichen, indem HC einmal in PBS und eihm&VP verdinnt wurde. Als
Referenz dient der Standard C4d-Luminex Ansatdideem Versuch wurde PKS-E
Kontrollserum als Testserum verwendet. Bei dem M&ly waren die Signale von HC in WP
deutlich schwacher als diese von HC in PBS: 1,B-facKlasse | (Bead#3) und 1,6-fach fur
Klasse Il Bead#78 (Tabelle 14). Um den Einfluss\ediinnungsmediums fir HC besser zu
untersuchen, wurden zuséatzlich HC in inaktiviertdlS, HC in nicht behandeltem NKS und

HC in frischem Serum verdiinnt und mit den oben geten Testansatzen verglichen.

Tabelle 14 Nachweis von Komplementinhibitoren durch Variaticstes Mediums fiir die
KomplementverdiinnungDie Ergebnisse sind als MFI fur reprasentativa@gopulationen
(Bead #3- Klasse |, Bead# 78-Klasse Il), mit dechisten MFI dargestellt. PKS-E ist ein
positives Patientenserum, NKS-negatives KontrallsemRatio: Vergleich des Signals des
Standardansatzes (HC in PBS) mit jenen von HC in MKS oder in FS.

Testansatz (Verdlinnung des Ratio fur | Ratio fur
HC in untersch. Medium) Bead# 3 Bead #78 Bead# 3 | Bead #78
NKS Standard Ansatz 86 110

HC in PBS 3897 3779 1 1
HC in WP 2267 2437 1,7 1,6
HC im nicht

w

oy | behandelten NKS 1072 875 3.6 4.3

X | HC im inaktivierten

o

NKS 2125 2228 1,8 1,7
HC im nicht
behandelten FS 66 1 59.0 53,2

Wie aus der Tabelle zu erkennen ist, hat das &iSdrum starke inhibierende Wirkung auf
die Komplementreaktion. Die Signale nach ZugabeR®rsind zwischen 53 und 59-mal
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3. Ergebnisse

niedriger im Vergleich zum Ansatz mit HC in PBSdignnt. Interessanterweise wurde eine
Reduktion der Signale auch nach Zugabe von NKSdugubt. Diese Reduktion ist
schwacher nach Inaktivierung des NKS.

Die Konzentration der C3- und C4c Komplement-Konmgaden im positiven Kontrollserum
wurde im Zentrallabor der Charité untersucht. D&NMessung ergab folgende Werte: fur
PKS2 1,19 g/L, fur frisches Serum 1,21 g/L, fur ages Kontrollserum 1,53 g/L.
(Referenzbereich im Serum zwischen 0,9 und 1,8 @line C4c-Messung ergab Werte auch
im normalen Bereich (0,1- 0,4 g/L): PKS2 0,30g#is¢hes Serum 0,25g/L; Negativserum
0,29¢/L. Nach den hier beschriebenen Experimenienzinfluss der Komplement-
Komponenten auf den C4d-Luminex-Test, wurden adlst§eren (Patientenseren, positive
und negative Kontrollseren) vor der Verwendung3&siC fur 30 Min inaktiviert. Somit
werden priméar die Restaktivitdten von Aktivatorem unhibitoren des Komplements im
Testserum blockiert und die reine Aktivierung demiplementkaskade durch zytotoxische
HLA-AK untersucht.

Plausibilitat der Ergebnisse im C4d-Test

Um die Plausibilitéat der C4d-Luminex Ergebnisseprifen, wurden 20 positive Seren von
einzelnen Patienten mit bekannten HLA-AK getestet die Resultate mit denen aus LCT
und Standard-Luminex verglichen. Alle untersuctenen haben plausible Ergebnisse
geliefert. In Tabelle 15 sind drei representatieect als Beispiel gezeigt.
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3. Ergebnisse

Tabelle 15 Vergleich der Resultate in C4d-Luminex SA1/2 mit TQind Standard-
Luminex SA1/2 Die blau markierten HLA-AK Spezifitaten sind ilera drei Methoden
nachweisbar.

Serum C4d Luminex SA I/l LCT LUMINEX SA I/ll Standard Test
Nr.
HLA-AK Spezifititen HLA-AK HLA-AK Spezifitdten
Spezifitaten
All, B73, A25, B61 A34,| A11,A26,B48 A1,A11,A23,A24 A25,A26,A29,A32,A33,
A43, A1, A80 A36, B60, A34,A36,A43,A66,A68,A69,A80,B13827,B37,B38,B39,B41
B7 A26 B81, B48, B27 ,B42B44B45,B47348,B53,B55,B57,B5%60,B61,B67B7,
#1 B73B76381,B82,CW17,CW18,CW2,CW5,CW6,CW7,CW
DR53, DR4 DP1,DP10,DP11,DP13,DP14,DP17,DP19,DP20,DP3,DPH
9,DQ5,DQ8,0Q9,DR1,DR10,DR14,DRI5R4,
DR53DR7,DR9

A24, A23, A2 ,A32, A68, | A2,A23, A24 A2,A23,A24,A25,A29,A32,A68,A69,B13,B27337,B38,B44,

#113 B49, B57 B38,B37, A25, B45,
B51 B58, B52, B63, B53 B47B49,B50B51,B52,B53B57,B58,B59,B62363,B72,B76,
B59, B44 B77,B82,allelspezif. B*27:05
B37,B49,B63,B38,A32B5| B44,B45,B13, A23,A24,A25,A32,B13,B18,B2B35B37,838,B39B41B42,
3, Cwil5, B27,B37,B42, B44,B45,B46,B47,B48,B49,B50,B51,B52,B53,B54, 1356,
B52,B59,B51,B44, B48,B54,B55, B57,B58,B59B6(B61B62,B63B64,B65B367,B7,B71,B7B
B57,813,B77,B45,B27,B7 B57,B7 73B75,B76,B77/B78381,B82CW1,CW10,CW12,CW14,
,B76,B82, DQ2,D0Q4,DQ5,DQ6PQ7,0Q8,DQIDR1,DR10,DR103,DR1
B18,A24,B75,B46,B62B4 1,

#175 7,B58,B55,Cw6,A23Cw2, DR12,DR13,DR14,DR15,DR16,DR4,DR51R53,DR7,DR8

B72,
B71,B39,B48,B81,B54,B6
0,B67B50,A25,B42

DR7, DR53, DR8, DQ7
DQY, DQS8 , DQ*04:01

DR9

In der Tabelle ist zu sehen, dass im C4d-Luminest-THLA-AK nachweisbar sind, die auch
mit den Standard-Methoden (LCT, Luminex) detektegtden. Der Vorteil ist, dass im C4d-

Luminex nur jene der HLA-AK detektiert werden, #diemplement aktivieren. In Vergleich

mit dem LCT hat sich der C4d-Luminex als sensitemriesen.

Unabhé&ngig vom C4d-Luminex-Test wurde in unseretmok&in Testsystem geprft, dass

anstatt der Komplementkomponente C4d das Spaltkt@iLg nachweist. Der Unterschied

im Testablauf des C1g-Luminex-Tests ist das FetirAktivierung der
Komplementkaskade. Die komplementbindende FahiglegiHLA-AK wird durch das
Binden von C1g-Protein beurteilt.Die ErgebnisseHlieA C4d- und C1g- SAl/ll-Tests,
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3. Ergebnisse

verglichen fiir 60 Patienten zeigten eine sehr g(ef@®%) Ubereinstimmung der HLA-AK-
Spezifitaten. Dies beweist die Plausibilitat ded@4ethode und wir beurteilen diese

Methode als eine Chance hochimmunisierten Patidvgeser zu charakterisieren.

3.2 Patientenseren im C4d

3.2.1 Immunoglobulin-Klassen der HLA-AK im C4d-Luminex-Te st
Fur den C4d-Luminex-Test hat sich die Frage gesiellwelcher Ig-Klasse (IgG oder IgM)

die nachgewiesenen HLA-Antikdrper gehéren. Grurdiséitkann man feststellen, dass die
HLA-AK, die im C4d- und im Standard-Luminex-Testdibinstimmend gefunden werden,
zur lgG-Klasse gehoren. Der Standard Luminex Tesstwmur IgG-AK nach, da als
Detektionsantikorper ein anti-humanes IgG verwemdet. Es ist bekannt, dass mit DTT
IgM- und non HLA-AK zerstort werden kdonnen [77]. £Brocedere wird im LCT benutzt,
um zwischen IgG und IgM-AK bzw. non HLA zu untersaten. Zur Klarung der Frage 1gG
oder IgM haben wir ein Serum mit und ohne Zusatz D@ T untersucht (Serum #14), das zu
der Patienten-Gruppe N/N gehort (Klasse | und IFAdgativ, Zugehdrigkeit laut Standard

Luminex). Tabelle 16 zeigt die Ergebnisse.

Tabelle 16 Testansatz C4d-Luminex fUr ein Serum (#14) aus @atientengruppe N/N mit
und ohne DTT-Behandlung, verglichen mit LCT und BE&T. Die Ergebnisse im LCT/B-
LCT sind in Prozent Panel-Reaktivitat dargestellt.

Test ohne DTT mit DTT
LCT 0% 0%
B-LCT 29% 0%
Standard negativ negativ
Luminex Mix
Standard . .
Luminex SAI/II negativ negativ
C4d SAl 50% 0%
C4d-SAll negativ negativ

Serum #14 ist ein im Standard Luminex negativesif8arach NTX. Aus dem Routineansatz
konnten keine HLA-AK im LCT und im Standard Luminkkx detektiert werden. Im
Gegensatz dazu zeigte der C4d-Luminex-Mix Klag§®aten nicht in der Tabelle gezeigt)
deutliche positive Reaktionen, d.h. komplementaétande HLA-AK Klasse | (AK C4d-Mix

52



3. Ergebnisse

Klasse | positiv, Klasse Il negativ). Die Analyser &pezifitaten im C4d-Luminex-SAl ergab
einem PRA-Wert von 50% mit plausiblen DRA gegen HBB2 (Inkompatibilitat aus der
NTX), starke kreuzreagierende AK gegen HLA-A11l (kmeagierend zu A3, auch
Inkompatibilitdt der TX) und gegen weitere Ag wié®B B75, B76, B77 (kreuzreagierend zu
B62). Nach diesem zum LCT diskrepanten Befund weideB-LCT angesetzt mit dem
Ergebnis ohne DTT 19% positiv, mit DTT negativ. 88eReaktion bestatigt die positiven
Reaktionen in C4d-Luminex-Test. Die ZerstérungAérim C4d-Luminex nach DTT-
Behandlung zeigt, dass diese HLA-AK zu der IgM-Kkagehoren, oder sehr schwache IgG-
AK sind, die im Standard-Luminex nicht detektiegnden. Eine DTT-Behandlung kann
ebenso schwache IgG-AK zerstdren. Hier sollte dig€& gestellt werden, ob die
donorreaktiven IgM-AK relevant sind. Eine Idee ¥eiterentwicklung der C4d-Methode ist
das gleichzeitige Verwenden von Detektions-AK ge@dd-Komplement-Komponenten und
lgG-Klasse HLA-AK. Hier sollte auch diskutiert wemdl, ob die HLA-AK, die in der Gruppe
N/N mittels C4d-Test detektiert wurden, nicht nur igM-Klasse gehdoren.

In einem zweiten Versuch wurde Serum #219 untetsdels zu der Gruppe P/P gehort
(Standard Luminex Mix Klasse | und Il positiv). DeCT war positiv, ebenfalls der C4d-
Luminex-Mix und C4d-Luminex-SAl/ll. Also es gab kel Diskrepanzen. Die AK-
Spezifitaten, die im C4d zu finden waren, wurderStandard Luminex ebenfalls detektiert.
Das spricht dafir, dass diese AK zu der IgG-Klaggd®ren. Nach Behandlung des Serums
mit DTT war der C4d-Test (SAl und Il) weiter pogijtdie Intensitat etwas schwacher im
Vergleich zu unbehandeltem Serum. Einige Speafit&bnnten nach DTT-Behandlung nicht
mehr nachgewiesen werden, wobei die DRA KlassBRL und DQ5) geblieben sind. Das
deutet darauf hin, dass diese DRA-AK zu der IgGsBéagehéren. Das Reduzieren der
Spezifitaten kann durch die Zugehdarigkeit zur IgN&k$Se erklart werden, aber da diese auch
im Standard-Luminex-Test zu finden sind, miussenrgiEyG-Klasse gehoren. Es ist bekannt,
dass DTT auch einige IgG-AK zerstéren kann.Ein \&ch der Spezifitaten der AK, die

gefunden worden sind, zeigt Tabelle 17.
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Tabelle 17: Vergleich der AK-Spezifitaten Klasséa) und Klasse Il (b)in den
verschiedenen MethodemRot gezeichnet sind alle Spezifitaten, die im adles Ansatze zu

finden sind; blau gezeichnet sind die neuen, zliddtdetektierten Spezifitdten im C4d-
Luminex-SA mit DTT (V.a. = Verdacht auf)

a)
Standard Luminex SA | C4d-Luminex-SA | Ad-Luminex-SA|l +DTT
Al,Al11, A26,A29,A30,A31 1.
A34,A36,A43,A66,A68 B18 B37 gé§A|31517'%27,383§,76 A23 ,A24 ,A25 /A32
B38,B39 B44 B45,B47,B49,B50,B52, A23, AZA: A25’ A3é A0 A80, B7 ,B13 ,B27
AK B53,B57,B858,B59,B62,B63,B64,B65, CWiS B7, BS ’Bls B’27 B41, B42,B48 ,B54
Sperzifititen | B71,B72,B73,B76, B41 é42 ,B4’8 8541 B55 B55, B56 ,B60, B61,
A23,A24,A25,A32,A80,B13, B27, 856’ 86(5 BG’l 86’7 ' | B67, B81 B82,
B41,B42,B48,B54,B55,B856,B60,B61, ' ' ' ' Cwl5 ,B8
B81 ,B82
B67,B7
b)
C4d-Luminex-
Standard Luminex SAll C4d-Luminex-SA Il SA2+DTT

AK Spezifitaten

DQ2,DR103,DR11,DR13,DR14,
DR17,DR18,DR4,DR53

,DR8,DRY9, DRB1* 04:01/04:04/04:05
+V.a. DQA + DPB

DQ5,DR1,DR10,

,DP14,

DR11,

DR103, DP9, DP3
DP17,DP6,DP18,

DR1 DR10 DQ*05:01

DR1, DR10,
DQO5:01

Aus der Tabelle 17a ist zu erkennen, dass mit damd&rd Luminex Test 28 mehr IgG-AK
Spezifitaten (11%) detektiert werden als im C4dtTegese AK sind nicht

komplementbindend und daher von unklarer Relevage Ansatz C4d-Luminex + DTT

unterscheidet sich vom C4d-Standard-Ansatz ohne &idrseits durch das Fehlen von

sieben AK-Spezifitdten der Klasse | und anderegseilem Nachweis von zwei zusatzlichen

HLA-Spezifitdten nach DTT-Behandlung. Im C4d-LuenATest werden nur die

komplementaktivierenden AK nachgewiesen. Die sighi¢rSpezifitaten, die nach Zusatz

von DTT im C4d-SAl fehlen, kbnnen schwache IgG-Adkeoauch IgM-AK sein. In diesem

Fall kann vermutet werden, dass die AK im SerumGemisch von IgG und IgM AK sind.
Genauso wie bei HLA Klasse I, ist auch bei KlagssK (s.Tabelle 17b) ein Unterschied zu

beobachten. Im C4d-Luminex SAIl wurden 11 AK wemidgetektiert als im Luminex-

Standard Test: diese AK sind nicht komplementag&temd.
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Die Wirkung von DTT im C4d-Test wurde bei noch emeeiteren positiven Serum (#1) aus
der Patienten-Gruppe P/P getestet. Nach Behandhiti@TT blieben bei HLA Klasse | und

Il nur die DRA-AK gegen Inkompatibilitdten der TX1A und DR53. Ohne DTT waren noch
ein DRA von Klasse | sowie ein von Klasse |l deiektar, die eventuell schwacher sind und
durch DTT zerstort wurden oder ein Gemisch ausug@® IgM-AK darstellen. Es bleibt die
Frage, ob alle zytotoxische AK, unabhangig vonideflasse, bei der Auswahl von
Spendern zu bericksichtigen sind.

3.2.2 Background und grenzwertige Ergebnisse im C4d-Lumiex-Test
Background

Bei dem Standard Luminex-Test werden oft Patiemi@ms mit hohem Background
beobachtet. Als erhéhter Background wird ein MFIftdies NC > 500 MFI bezeichnet. In
diesem Fall ist der Ansatz nicht auswertbar. UmBi#iekgrond-Problematik auch im C4d-
Luminex zu untersuchen, wurden 10 Patientensersgesuiihlt, die im Standard-Luminex-
Screeningtest (Mix) ein sehr hohes Hintergrunddigméschen 1145 und 6984 MFI zeigten.
Im C4d-Luminex-Mix wurde kein erhdhter Backgrougefunden (s. Tabelle 18).

Tabelle 18: Background-Seren im C4dLuminex-Mix-TesthgesetztNC-Bead Werte in MFI
dargestellt.

NC-Bead
Standard NC-Bead
Patienten Luminex C4d Mix
Serum Mix(MFI) (MFI)
X1 1500 79
X2 2300 455
X3 6984 27
X4 3148 51
X5 4311 121
X6 2345 33
X7 4138 404
X8 2460 21
X9 4157 22
X10 1605 77
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Einfluss von Therapien

Im LCT-Test stellt die Therapie mit Medikamenterewituximab oder OKT3, die gegen B-
oder T-Zellen gerichtet sind, ein Problem dar. Nsalchen Therapien ist es nicht moglich,
den LCT auszuwerten, weil alle Reaktionen unspeifistark positiv sind. Fur den C4d-
Luminex-Test wurde vermutet, dass diese Therapei estergebnisse nicht beeinflussen
werden. Um diese Vermutung zu prifen, wurden zweee®von Patienten nach Rituximab-
Therapie im C4d-Luminex untersucht. Im ersten Sekanmten HLA-Spezifitaten, die
komplementaktivierend sind, erkannt werden. DieeBrgsse waren plausibel. Im zweiten
Serum war der C4d-Test komplett negativ, ohne Nathkomplementaktivierender HLA-
AK. Eine Bewertung des LCT oder des Kreuztestesnidit moglich, da alle Reaktionen
unspezifisch positiv waren. Die Ergebnisse zeigass im Luminex-C4d-Test kein
Background durch Rituximab oder OKT3 zu erwartémmsl keine bekannten Proteine oder
Therapien, die das hohe Hintergrundsignal im Stah@ast verursachen, hier den Ablauf der

Reaktionen storen.
Grenzwertige Ergebnisse

Beim Durchflihren des C4d-Luminex Mix lagen einlMdessergebnisse im Grenzbereich. Als
solche werden Resultate bezeichnet, die in deayfdne” mit einer Ratio zwischen 1,2 und
3 liegen. Im C4d-SAl/ll gab es keine Resultateen @Grauzone. Insgesamt 26 Seren waren in
C4d-Mix Klasse | grenzwertig. Davon wurden 20 Sere@4d-SA | plausibel positiv

getestet, 12 Seren davon mit donorreaktiven odrrzkeagierenden HLA-AK zu
Inkompatibilitdten der TX. Sechs von den Serenan@rauzone im C4d-Luminex-Mix
wurden als negativ im C4d-SAl getestet. Beim Klds§21d-Mix wurden 12 Seren mit
grenzwertigen Ergebnisse gefunden, davon 11 Sene@4d-SAll als positiv getestet, ein
Serum als negativ. Von diesen 11 positiven Seramevuin 10 davon DRA gefunden, in
einem Serum nur DQA-AK. Die Plausibilitdt diesenkte nicht geklart werden, da vom
Patienten keine DQA-Typisierung vorlag. Insgesadéntrien wir empfehlen, dass alle im C4d-
Mix grenzwertige Befunde mit C4d-SA spezifiziertrden, um ein eventuelles Ubersehen
relevanter HLA-AK zu vermeiden. Diese Resultatgenriuns, dass der C4d-Mix Test
weniger sensitiv ist, als der C4d-SA Test, was daitdem Standard Luminex Mix-Test

beobachtet wurde.
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3.2.3 Vergleich der Resultate im LCT und im C4d-Luminex-Test

In dieser Studie wurden insgesamt 199 positiveGihdegative Patientenseren nach NTX
untersucht. Bei den meisten Patienten lagen diari8ief vom Luminex Routine-Test und G-
LCT vor. Die fehlenden wurden zusatzlich anges@&et.Diskrepanzen zwischen den beiden
Methoden, die komplementaktivierende HLA-AK detek#in, C4d-Test und G-LCT, wurde
ein B-LCT durchgeftihrt. Alle 261 wurden erstmalg dem C4d-Mix-Test untersucht. Bei
den Seren, die im C4d-Mix positiv waren, wurden <Al oder SAIl zur Bestatigung und
Spezifizierung der HLA-AK angesetzt. Nachfolgend-den die Ergebnisse im LCT und
C4d-Luminex verglichen, um die Vorteile der neueethbbde zu beweisen.

Von 199 positive Seren im Standard Luminex Tesewat7 Seren im C4d (SA) und 36 im
LCT (G-LCT und B-LCT nach DTT-Behandlung)) als pgosgetestet (Zahlen pro Serum
berechnet, nicht pro Klasse | bzw.Il Reaktion).d@i€&rgebnisse zeigen, dass 39% der
Patienten, die als positivim Standard Luminex gfetevurden, komplementaktivierende
HLA-AK haben, detektiert mittels C4d-Luminex-Test, Vergleich zu 18% Patienten mit
zytotoxischen AK, nachgewiesen mittels der Stanudattiode LCT. Das bedeutet, dass in
21% der Falle komplementaktivierende sicher relevatiA-AK nicht erkannt geblieben
sind.

Nachfolgend werden die einzelnen Patientengruppéemgnt angeschaut und analysiert.
N/N-Gruppe

Die N/N-Gruppe beinhaltet 62 Seren von Patientenimd Standard Luminex Mix | und I
und in G-LCT routinemalig als negativ getestet wardm C4d-Mix wurden
Uberraschenderweise 9 Seren fur Klasse | positestgt. Klasse Il waren alle Proben C4d
negativ, bis auf ein Serum, wo DQAL und DP HLA-AKchgewiesen wurden. Aus diesen 9
positiven Seren wurde ein Serum als negativ getd3ig Erklarung fur die Diskrepanz, sind
die sehr schwachen Signale in Mix, die in der Goaigzmit Ratio 1,2 bei dieser Probe
getestet wurden. Ein Serum war im C4d-Mix negativC4d-SAl aber positiv. Der Ansatz in
Mix wurde daher wiederholt. Es gab erneut ein negatErgebnis in C4d-Mix. Der Grund
fur das Ansetzen dieses Serums im C4d-SAl wamrelforfeld positives Ergebnis im LCT,
welches nach DTT 3,5% PRA ergab. Diese anscheinealdig-titrigen AK lassen sich mit
den Mix-Beads, die mit verschiedenen Ag-Spezifitdieladen sind, nicht nachweisen. Die
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AK in C4d-Luminex waren nicht donorspezifisch o#eguzreagierend. Sie kdnnen durch
Transfusionen oder durch Konfrontation mit natindéin Ag entstanden sein. Mit demselben
Serum wurde auch den C4d-SAll angesetzt und esemurgtotoxische DQA und DP AK
nachgewiesen. Die Plausibilitdt konnte allerdinighithgepruft werden, da die Typisierung
des Patienten fur Locus DQA und DP fehlte. Die Ape&fitaten bei finf von den C4d-
positiven Seren waren nicht donorspezifisch undZmeagierend zur Inkompatibilitaten der
TX. Im AK-Muster wurden bekannte ,,naturliche AKgegen B37, B63 und A*11:02,
gefunden. In zwei der C4d-SA positiven Proben warsihwache DRA (MFI zwischen 200
und 950) nachgewiesen, die sich gegen das akiD@tesplantat richten. Beide Patienten
hatten AK gegen die Inkompatibilitat der TX B62 upehgen weitere kreuzreagierende AK.
Es gab keine Information Uber Rejektionsverdaclket @fganfunktionsverschlechterung.
Diese Ergebnisse zeigen, dass mit dem StandardréegeTest Luminex-Mix relevante DRA
unentdeckt bleiben kdnnen, die mit dem C4d-Testkdierbar sind und eventuell mit der Zeit
eine Rejektion hervorrufen kénnen. Mit C4d-Lumivexrden insgesamt 2 Seren gefunden,
bei denen de novo DRA im Vergleich zum LCT nachgsen wurden. Verglichen mit
Standard Luminex bleibt die Zahl der neu deteldre®eren mit DRA bei 2. Diese DRAs
gehoren zu Klasse | HLA-AK. Die folgende TabelleZE9gt den Vergleich zwischen LCT
und C4d-Luminex fur die N/N Gruppe:
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Tabelle 19: Anzahl Seren mit DRA (A) und Gesamtanzd der Seren mit
komplementaktivierenden HLA-AK im LCT und C4d-Lumin ex (SA) (B) fur die
Gruppen N/N, N/P, P/N und P/P.

A)
. LCT neue DRA
Anzahl Serenmit | C4d | (GLcT+B- | im Cad-
LCT) Luminex
DRA Klasse |
N/N 2 0 2
N/P 3 0 3
P/N 9 6 3
P/P 8 3 5
DRA Klasse I
N/N 0 0 0
N/P 5 0 5
P/N 2 0 2
P/P 18 1 17
DRA Klasse I+lI
N/N 2 0 2
N/P 8 0 8
P/N 11 6 5
P/P 24 4 20
B)
Anzahl Ser_en_ mit cad- LCT
komplementaktivierenden Luminex (G-LCT+B-
HLA-AK LCT)
Klasse |
N/N 8 2
N/P 8 1
P/N 19 11
P/P 27 21
Klasse Il
N/N 1 0
N/P 7 0
P/N 2 0
P/P 22 1
Klasse I+l
N/N 8 2
N/P 14 1
P/N 21 11
P/P 34 22

Wie aus der Tabelle zu sehen ist, detektiert diel-Test komplementaktivierende und

donorreaktive AK, die im LCT nicht nachweisbar sibds ist wahrscheinlich auf die
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Sensitivitat der Methoden zurtickzufiihren. Mit dedde€.uminex wurden insgesamt 8 Seren
mit komplementaktivierenden HLA-AK gefunden, dawaren mit DRA, die zum ersten
Mal mittels C4d-Luminex nachgewiesen wurden. Ensliabh und unerwartet war die
Tatsache, dass in dieser Gruppe mit PatienterfiidiéLA Klasse | und 1l im LCT und
Standard-Luminex negativ sind, relevante kompleaidiierende HLA-AK gefunden

wurden.
N/P-Gruppe

In die N/P-Gruppe (im Standard Luminex Mix I/ lldim G-LCT fir Klasse | negativ
getestete und fur Klasse Il positiv getestete Jeseinden 63 Patienten eingeschlossen.
Davon war nur ein Serum mit nachgewiesenen zytsttvan AK im G-LCT und zwar mit
3,7% Panelreaktivitat, welches als negativ im LAT(gls positiv gelten Seren, die
Panelreaktivitdt >5% haben). Beim Nachsatz de€C#d-Luminex und LCT diskrepanten
Seren im B-LCT, war ein Serum positiv, mit zytotsotien HLA-AK. Unter den Klasse |
negativen Seren gab es zwei, die aktuell im Stahbaminex-Test negativ sind, aber
historisch positiv waren, und ein Serum mit starkB@A AK ohne Nachweis von Klasse |
AK. Zusatzlich war ein Serum ohne DTT mit PRA 15,8®sitiv, das nach der Behandlung
mit DTT als negativ getestet wurde. In diesem Senurden mit unserem C4d-Test
donorspezifische komplementaktivierende AK Kladsgeben DR53 detektiert.

Von den untersuchten Patienten waren erstaunlighsenl3 Seren im C4d-Mix Test positiv,
7 davon Klasse | und 6 Klasse Il. Im C4d-SAl wur@gpositive Seren detektiert, in C4d-SA2
7 positive, insgesamt 14 Seren mit komplemenakgviden AK. Die Standardmethode LCT
hat nur ein Serum mit schwachen zytotoxischen HUAd¥etektiert. Falsch negativ war der
C4d-Mix-Test in einem Fall fur Klasse | und in emé&all fur Klasse II, falsch positiven C4d-
Mix-Test fur Klasse | in 2 Félle, verglichen mit @4uminex-SA. Fir die diskrepanten Seren
wurde C4d-Luminex-Mix wiederholt und die Ergebnisged unverandert geblieben.
Zusammenfassend wurden bei insgesamt 22% der teatider N/P-Gruppe zytotoxische
HLA-AK nachgewiesen und nur bei 1,6% mittels LCTvig&chen den 8 C4d-positiven Seren
Klasse | aus dieser N/P-Gruppe wurden 3 Seren ektidi#ie donorspezifische und deren
kreuzreagierende HLA-AK gegen das aktuelle Tramgptebesitzen. 4 der Seren weisen

keine durch TX erklarbaren HLA-AK auf. Sie sind nidhgerweise durch andere
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Immunisierungsereignisse entstanden. Bei der Aralgs Klasse Il AK, wurden 5 Seren mit
DRA gegen das aktuelle Transplantat und 2 Seredonibrspezifischen AK identifiziert, die
gegen die schon ektomierte Niere aus vorherigemgéixhtet sind. Die 3 HLA-Klasse | und
5 Klasse Il komplementaktivierenden AK waren mgt€dd-Test neu detektiert. In Tabelle
19 sind die Ergebnisse der N/P Gruppe zusammetigelBte Daten zeigen, dass alle DRA in
dieser Gruppe ausschliesslich neu detektiert wosteh Als Ergebnis kann festgehalten
werden, dass in 5 Féallen mit Klasse 1l DRA und irR&8len mit Klasse | DRA,
komplementaktivierende HLA-AK gefunden wurden, €ie erhéhtes immunologisches
Risiko darstellen, eventuell eine Therapieanpastengtigen und bei allen Standard
Screening-Tests (Luminex und LCT) unentdeckt gbbklnesind. Die geringe Sensitivitat der
LCT-Methode im Vergleich zu unseramhousemodifizierten C4d-Test ist ein sehr

wichtiges Ergebnis in dieser Arbeit.
P/N-Gruppe

Die P/N-Gruppe umfasst 67 Patienten, die im Stahtdaminex-Test fur HLA Klasse | AK
positiv und fur Klasse Il AK negativ getestet wundé1 Seren davon waren LCT positiv, 21
Seren positiv in C4d-Test (Mix mit SA-BestatigunBgim C4d-Mix Klasse | wurden bei 19
Seren zytotoxische AK nachgewiesen, in C4d Mix EéaB bei zwei Seren. Alle C4d positive
Seren wurden bestétigend ebenso in C4d-SAl und pasitiv getestet.Von den HLA-Klasse
| C4d positiven Seren gab es 9 mit DRA gegen daselik Transplantat (3 davon neu im
C4d-Luminex detektiert im Vergleich zum LCT), 2 DRA gegen ein vorheriges
Transplantat und 5 Seren, die kreuzreagierende AKAu DRA aufweisen. Im Vergleich
zum Luminex Standard-Test waren davon 2 Sereneniém DRA HLA-AK. Die restlichen
Seren hatten keine HLA-AK, die durch die Transpéion erklarbar sind. Die zytotoxischen
Klasse Il AK waren in beiden Fallen donorspezifigegen das aktuelle Organ und zum
ersten Mal durch unseren C4d-Test als zytotoxistaktiert, im Vergleich zum LCT wie
auch zum Standard-Luminex. Das bestatigt eine Béubag in dieser Arbeit, dass die
Klasse Il zytotoxische HLA-AK meistens donorrealdind. Tabelle 19 zeigt die Ergebnisse
vom Vergleich zwischen LCT und C4d-Luminex, beztiglDRA AK, flr diese Gruppe.
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P/P-Gruppe

In der P/P-Gruppe wurden 69 HLA positive (Klass&lasse Il) Seren aufgenommen. 32%
der Patientenseren waren im LCT (Gesamtzell-LCEjtpo Im C4d-Test wurden 34 Seren
als positiv getestet (49%), 27 davon waren fur 8dalspositiv, 22 Seren fur Klasse II. Von
den 22 HLA-Klasse Il positiven Seren war ein SeiomC4d-Mix falsch negativ, und ein
Serum hatte AK gegen DQAL. Tabelle 19 zeigt dieeBrgsse beim Vergleich zwischen LCT
und C4d-Luminex fur die P/P Gruppe. Die komplemktitgerenden HLA-AK, detektiert
mittels C4d-SA1 waren in 8 der Seren donorspehfgegen das aktuelle Transplantat, in 10
Proben waren es DRA gegen vorherige Transplanttiddie Klasse Il AK, nachgewiesen
mittels C4d-SA2, waren in 18 Seren donorspezifggeppen das aktuelle Transplantat, in 3 der
Falle waren die AK gegen Ag der vorherigen Transjaldonen gerichtet. Wichtig fur den
Vergleich der Methoden ist die Tatsache, dass #it-SA-Luminex, 5 neue DRA fir Klasse

| detektiert wurden, 17 fur Klasse Il. Insgesamtdaan im C4d-Luminex-Test 20 Seren mit
DRA entdeckt, die gegen das aktuelle Transplam@tigtet sind. Zusammenfassend kann
man sagen, dass durch C4d-Luminex in jeder Grupgde omd neue DRA HLA-AK

gefunden wurden, im Vergleich zum LCT. Solche AKdsielevant und mussen

berticksichtigt werden (s.Tabelle 20).

Tabelle 20: Von allen untersuchten Seren ist die Zahl der Seren mit

komplementaktivierenden AK, nachgewiesen mittelsTLkzw. C4d-Luminex,als %

dargestellt.
Anzahl
C4d pos LCT pos
Gruppe unteéseligzten C4d pos mit DRA LCT pos mit DRA
N/N 62 13% 3% 3% 0%
N/P 63 22% 13% 2% 0%
P/N 67 31% 16% 16% 9%
P/P 69 49% 35% 32% 6%

In der N/N-Gruppe konnten wir 10 % mehr komplemktiveerende HLA-AK mittels C4d

nachweisen im Vergleich zum LCT. 3% von diesen HAKRsind donorspezifisch und mit
dem Standard-Test LCT nicht detektierbar. Kompletalgivierende HLA-AK wurden am
meisten in der Gruppe P/P gefunden, wobei im C4st-Té% mehr HLA-AK im Vergleich
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zum LCT Komplement aktivieren. Gravierend ist deszentuelle Unterschied von 19% bei
den DRA HLA-AK in dieser Gruppe. Das bedeutet, de8% der Seren in der P/P Gruppe
mit DRA sind, die im LCT nicht detektiert wurdenh@lich groR ist der Unterschied in der
Gruppe N/P: 13% der Seren besitzen DRA, die mitt€l§ nicht erkannt wurden. Auffallend
ist, dass der Unterschied bei der HLA-Klasse Iigndist. Das bestatigt die Meinung in der
Praxis, dass die LCT-Methode weniger gut geeigtetim HLA Klasse II-AK zu detektieren
[78]. Abbildung 14A und 14B zeigt die Anzahl C4dsgitcve Seren in jeder Gruppe fur Klasse
I-AK (14A) und Klasse II-AK (14B).

Seren mit HLA-Klasse | AK

140

B C4d positive
O C4d negative
120

100

.

60

Anzahl Seren

40

20

negative (Lumi Standard) 1-80% PRA (Lumin Standard) > 80% PRA (Lumi Standard)
Gruppirung nach PRA% Wert im Standard-Luminex

Abbildung 14A HLA-Klasse I-AK detektiert mittels Luminex Standarflest und C4d-Test.
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Seren mit HLA Klasse Il AK

140

B C4d positive
O C4d negative

120 4

100

80

60 1

Anzahl Seren

40

20 4

negative (Lumi Standard) 1-80% PRA (Lumin Standard) >8 0% PRA (Lumi Standard)
Gruppierung nach Standard Luminex PRA-Werte

Abbildung14B HLA-Klasse Il Ak, detektiert mittels C4d- und Staadd-Luminex.

Sowohl bei Klasse | auch bei Klasse 1l HLA-AK ist 2u beobachten, dass die Seren mit
HLA-AK >80 % PRA deutlich mehr komplementaktivietEnAK besitzen. Das unterstiitzt
unsere Hypothese, dass mit der Titererhéhung dem&Kr HLA-AK komplementaktivierend
werden. In Prozente berechnet sind unter den inihexrStandard Test negativen Seren 12%
mit C4d positiven HLA-AK Klasse | und 1% Klasse Ih.der Gruppe von Seren, die ein PRA
zwischen 1 und 80% im Luminex haben, haben wir Kl&sse | AK, die C4d positiv sind

und 10 % Klasse Il AK. Fir die Gruppe Seren, did.iminex ein PRA > 80 % aufweisen
wurden 77% C4d positiven AK Klasse | und 69% Klasgek gefunden. Wir fanden, dass
die Seren mit PRA >80% im Standard Luminex Tes73% (MW Klasse I+II) der Falle
komplementaktivierende HLA-AK besitzen, was einddBe fur das langfristiges
Transplantatiiberleben darstellt. Diese Erkenntamnkein Hinweis fur die Kliniker sein, dass
mit Erhéhung der PRA im Luminex eine eventuelle @grhadigung mit Funktionsverlust

bevorsteht.
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3.2.4 Statistische Auswertungen

Statistische Auswertung der Daten (Patientenddt&rmnzahl, Nachweis HLA-AK) wurde
mittels Korrelation nach Pearson, Spearman-Rhokuadztabellen durchgefuhrt (Daten

nicht gezeigt). Es wurde keine oder sehr geringeefation zwischen nachfolgend erwéhnten
Daten gefunden. Eine sehr geringe Korrelation @y28ch Pearson) wurde zwischen
positiven C4d-Mix Ergebnissen und TX-Anzahl gefumdes gab eine ebenso geringe
Korrelation von 0,271 zwischen den aktuellen Kraatvert (bei Serumentnahme) und C4d-
positiven HLA-AK Klasse II. Von allen 162 Seren vor@énnlichen Patienten waren 63,6%
C4d negativ und 36,4% C4d positiv. Von den 10®8aus weiblichen Personen waren 80%
negativ und 20% C4d positiv. Allerdings sollten @&n und statistische Auswertungen bei
einer groReren Zahl (hier 267 Seren in 4 Gruppégeseilt) der Grundgesamtheit
durchgefuhrt werden, um relevante Aussagen zietreff

3.2.5 Fallbeschreibungen

Im Folgenden werden einige wichtige Beispiele aars aben aufgeflhrten Resultaten
beschrieben. Diese Beispiele haben das Ziel, diei®engdes neuen Routine C4d-Tests zu
betonen und die Relevanz der im C4d-Luminex detetkin HLA-AK zu klaren.

Beispiel 1

Wie bei Punkt 3.2.3 beschrieben, wurden zusad&li2RA durch C4d-Luminex detektiert,

die im LCT und miunter sogar im Standard-Luminehhnachweisbar waren. Diese DRA
wurden im C4d-Mix nachgewiesen und mit C4d-SA djmert und damit bestatigt. Da der
Standard LCT offensichtlich nicht sensitiv genug isn diese HLA-AK zu erfassen, ergab
sich die Uberlegung alle Seren, die im C4d und ®&ehLCT diskrepant waren, noch ein Mal
im LCT mit B-Lymphozyten zu untersuchen (B-LCT).MBLCT ist sensitiver als der LCT
mit Gesamtzellen und erfasst Klasse | und Klass# A-AK mit hoherer Sensitivitat. Die
erste Vermutung hier war, dass alle C4d-positivash WCT-negativen Seren einen positiven
B-LCT haben wirden. DieVermutung hat sich nichttdegt. Ein Beispiel dafir ist Serum

# 131 aus der Gruppe P/N. Das Serum wurde im LGITB4+CT negativ getestet. Der

Standard Luminex war bekannt positiv, ohne NachwemsDRA. Im C4d-Mix wurden
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schwach positive zytotoxische AK nachgewiesenyaigerhin mit dem C4d-SA1 bestatigt
wurden. Der C4d-Luminex-Test hat AK gegen HLA AXtektiert, die donorspezifisch sind.
Es sollten weitere Studien durchgefuhrt werdengdigrklinische Relevanz und die
Maglichkeit einer Rejektion durch solche Ergebnissevorsagen zu kdnnen. Eine weit
verbreitete Meinung ist, dass im Standard Luminexiel HLA-AK detektiert werden
[55,63,64,79]. Unsere Erwartungen waren, dass elemmodifizierte C4d-Luminex-Test uns
nur zeigen wurde, welche von den bereits in Stahbdaminex detektierten AK zytotoxisch
reagieren. Nicht erwartet war in diesem Beispie,Abwesenheit des DRA HLA A1l beim
Nachweis im Standard-Luminex. Dieses Beispiel lgsstnuten, dass die Reaktion beim
Nachweis von C4d-bindenden HLA-AK und Nachweis \gp8-HLA-AK unterschiedlich im
Luminex Test ablauft oder diese DRA keine 1gG-AKdsiln weiteren Seren (Serum #2 und
#13) mit negativen Ergebnisse im LCT und B-LCT, dem auch DRA (gegen Al und Cw9
bei Serum #2, gegen A2 bei Serum # 13) nachgewiésenicht im Standard Luminex
detektierbar sind. Mit diesem Versuch zeigen wasslauch Cw-AK gebildet werden:
komplementaktivierend und donorspezifisch. Die Alrden weder im Standard-Luminex

erfasst, noch im LCT.
Beispiel 2

In einem anderen Fall (Serum #24, #35 der GrupPeZ¥ei Seren von demselben Patienten)
wurde der B-LCT als positiv getestet bei einem tigga LCT. Aus dem Standard-Luminex
waren Klasse | und Il HLA-AK bekannt. Unter der B$& Il AK wurde der donorspezifische
DR53 drei Monate nach TX zum ersten Mal detekti®geichs Jahre nach NTX wurden de
novo DRA gegen DQ?7 detektiert. Zwei Wochen spatemde der Verdacht einer Rejektion
geaulert. Diese zeitliche Beobachtung lasst urieBelm, dass in diesem Fall AK gegen
DR53 keine Relevanz fur das Transplantat-Uberldtadren, im Gegensatz zu den HLA-AK
gegen DQ7, die wahrscheinlich zur Funktionsverstiierung beigetragen haben. Diese
Vermutung wurde aber durch den C4d-Test nicht bgkt&s wurden vier Seren von diesem
Patienten untersucht, zwei nach und zwei vor Rigiegverdacht. In den Seren nach
Rejektion waren die komplementaktivierende DRAege®R53 und DQ7 eindeutig
nachweisbar. Erstaunlicherweise waren diese AK auden Seren vor Rejektion
detektierbar, und zwar 3 Monate vor dem ersten Wahim Standard-Luminex. Es kann

sein, dass die DRAs gegen DQ7 noch viel friherldebwurden, aber es wurden keine
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weiteren Seren dieses Patienten im C4d-Test urterdnieser Fall zeigt, dass die C4d-
Methode mit h6herer Sensitivitat und viel frihes dér Standard Luminex und LCT einen
Hinweis auf klinisch relevante zytotoxische DRAf¢igt. Die zeitliche Uberlegenheit der
Methode sollte dazu fuhren, sie in der Routine emwvenden und damit sicherer auf mogliche

Rejektionen hinzuweisen.
Beispiel 3

In einem Serum (# 197) aus der Gruppe N/P, das-Ul@B positiv getestet wurde, war der
Standard-Luminex fur Klasse | und Il negativ, agaden nur MICA-AK detektiert, deren
Relevanz derzeit noch wissenschaftlich diskutiertiil5,80]. Der B-LCT Test wurde
nachtraglich nach den positiven C4d-Luminex-Resettangesetzt. Im C4d-SA1 wurden 35
komplementaktivierende HLA-AK gegen Ag aus dem B:i® detektiert, die im Standard
Luminex (IgG-) AK-Test nicht nachweisbar waren. Mi®n den AK sind kreuzreagierend zu
donorspezifischen Antigenen. Eine Recherche imdatalhLuminex-Test hat ergeben, dass
Klasse | AK immer nur im Luminex-Mix Test unterstieturden. Die Ergebnisse zeigten
eine grenzwertige Ratio von 1,5 fir Klasse | AKeRegelung im unseren Labor ist, dass
Spezifizierungen nur bei starker positiven Ergetems(Ratio mehr als 1,5-2,0) angesetzt
werden. Aufgrund dessen wurde damals in diesemdi@aEntscheidung getroffen, keine
weitere Spezifizierung in SAl durchzufiuhren. Mind€4d-Luminex-Test konnten die
zytotoxischen AK eindeutig definiert werden. Dieage war, ob diese AK im SAI
nachweisbar sind. Ein SAI konnte nicht weiter aeggsverden, weil es nicht geniigend
Material gab. Die Relevanz der detektierten AKnisht klar, aber auf die Mdglichkeit,
komplementaktivierende AK zu detektieren, solltegfiahst nicht verzichtet werden.

Beispiel 4

In Kapitel 3.2.3 wurde erwéahnt, dass in zwei F3lle# denen der C4d-Mix negativ
ausgefallen war, obwohl im C4d-SAI/SAIl zytotoxiecAK detektierbar waren. In diesen
zwei Fallen (Serum #4 und #20 der Gruppe P/P) wurdsatzlich C4d-SAll-Tests angesetzt.
Fragestellung hier war, ob der C4d-Mix-Test furd€da Il wirklich negativ ist, weil die
Patienten starke zytotoxische Klasse | Ak und @0e¥ Klasse Il Ak im Standard Luminex
nachweisbar hatten. C4d SAIll war ebenfalls pos&®rum #4 ist ein im G-LCT und B-LCT

negatives Serum, Klasse | IgG-AK (nicht donorspseif) und Klasse Il sind aus dem
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Standard-Luminex bekannt. Im C4d SAI wurden zuneerdal zytotoxische DRA
nachgewiesen. Im C4d SAIll wurden starke DRA geg@®3 Metektiert. Im Serum #20
wurden genauso de novo zytotoxische Klasse Il AfegeDQ9 gefunden. Hiermit muss die

Frage gestellt werden, ob der weit verwendete LermMix als Screening-Test geeignet ist.

Noch zwei Beispiele fur das Versagen des Luminex-Mist sind die Seren #59 und #78. Bei
Serum #59 wurden in Standard Mix bisher keine HLUadse | AK nachgewiesen. Der C4d-
Test mit zwei Seren von diesem Patienten, angesétzier Luminex Mix Beadpopulation,
ergab ein Mal ein positives und ein Mal ein negegizrgebnis. Diese Seren wurden im C4d-
SA1 angesetzt und es wurden starke zytotoxische BRAegen B15 nachgewiesen.
Daraufhin wurde auch Standard Luminex SA1 nachgesat positivem Ergebnis fir DRA
gegen B15. Hier ist der Luminex Mix ein Mal im Cddd ein Mal im Standard Luminex
falsch negativ ausgefallen. Serum #78 ist noclHamveis fur das Versagen des Mix-Tests.
Im Standard Luminex Mix wurden in Rahmen der 8 dakiK-Screening nie HLA-Klasse |

AK nachgewiesen. Es gab nur einmal ein grenzwestifygebnis, welches aber weiterhin
nicht bestatigt wurde. Im C4d-Tets wurden vier 8arerschiedener Abnahmen und mit
zeitlichen Abstanden von diesem Patienten untetgacfiabelle 21). Im C4d Mix waren alle
Seren fur Klasse | AK positiv, im C4d SAI wurden BRegen A25 und B44 nachgewiesen.
Ein Nachsatz des Standard SA1 Tests hat auch DRiAgeaviesen. Damit wurde noch mal

die niedrige Sensitivitat der Mix Beadspopulati@zegigt.
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Tabelle 21: Zusammenfassung der Ergebnisse ausratt A-AK-Austestungen zu

verschiedenen Zeitpunkten und mit verschiedenentivbelen.

Standard Luminex
Mix LCT C4d-Mix C4d SA Standard SA
B- C4d- | C4d- SA1-Spezif. SA2-Spez.
G-LCT LCT Mix Mix C4d-S1,Spez. C4d-
Abnahmedatum | LS1IMix | LS2Mix | +DTT% |+DTT |KL1 |KI.2 S2%
B37 B63 B46 B38
B59 B75 B77 A34
B18 B52 B62 B51 keine
B48 B65 B49 B82 Spezifizierung, da
19.04.2010 N P 0 0 pos neg B39 B53 B60 BA7 0 Standard Mix DQ5,DQ6
B76 A66 B41 B54 negativ
B71 B72 B50 B44
A25 B13 B8 B27
B37 B63 B46 B38 Spezifizierung
B59 B75 B77 A34 RoutineméaRig nicht
erfolgt
14.06.2010 N P 0 0 gig ggé SZS gg% 0 Ezﬁﬁkesg:ttivsé\}vg DQ5,DQ6
00 POS | M€Y [ B39 B53 BEO BAT g e e Q5.DQ
B76 A66 B41 B54 Cw6 Cw18 Cwl4d
B71 B72 B50 B44 Cw16 Cw2 Cw8
A25 B13 B8 B27 Cw4
Ohne Anderung Grenzwertig, eher
22.09.2010 P P 0 0 pos neg | zum Vorbefund 0 in der Grau Zone DQ5,DQ6
B44,B45,B76
Ohne Anderung keine
14.04.2011 N P 0 0 pos | neg [Zum Vorbefund 0 Spg;aé';rg’;\%& da | pos5,00Q6
negativ

Die rot markierten HLA-AK sind die donorspezifischAK zum aktuellen Transplantat. Wie
zu sehen ist, ist das Resultat des Luminex Staridacd falsch negativ, im Vergleich zum
C4d-Mix I, LCT und Standard Luminex SAIl. Aul3erdem $tandard Luminex SAl werden
andere Spezifitaten detektiert, welches fur diersthiedliche Zugehdorigkeit der AK zu einer
lg-Klasse spricht. Diese Beispiele weisen darayfth@ss der weit verbreitete als Screening-
Test Luminex Mix nicht sensitiv genug ist, wichtigansplantationsrelevante IgG oder C4d-

positive AK nachzuweisen.
Beispiel 5

Bei der Testung der Patientenseren wurde einevdehtige Beobachtung gemacht: Es ist
sehr wahrscheinlich, dass zytotoxische AK kurzeioer Rejektion nicht mehr frei im Serum
nachweisbar sind. Wenn sich diese Vermutung bgsté&tinnte durch den C4d-Luminex-Test
gezeigt werden, wann eine Rejektion bevorstght.das zu zeigen, wurden einige
Patientenseren retrospektiv im Verlauf getestet.ddste Reihe von Seren stammt von einem

Patienten, der zum zweiten Mal transplantiert wuhdeler Tabelle 22 sind die Ergebnisse
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der Untersuchung von acht Seren dieses Patiengeigiiedie zu unterschiedlichen

Zeitpunkten abgenommen wurden.

Tabelle 22. Austestung von acht Seren, im Zeitrahmm®n 4 %2 Jahren, von einem
Patienten im Vergleich zwischen LCT, C4d- und Stand-Luminex.

) ) - Cad- ) -
Codierung G-LCT +DTT G-LCT C4d-Mix C4d-Mix I o Standard Luminex Standard Luminex SA2-
Srrm || SHTEITEIET PRA % st | e | e | BERHEREEEET m’sz:”m“t SA1-Spezifititen spezifititen
A1 AZ AZ4 AGE AGD B42
218 05.04.2006 39 AZAZE pos neg  |B49 B50 B55 B56 B62 B67| negativ '\2'2‘?"24'55' 35, negativ
fraglich A3,A11
B72 B82
11 AZ AZ4 AGG A B3Z it meht
202 03.01.2007 30 A2 pos neg B49 B50 B55 B56 B2 BET negativ P o negativ
spezifiziert
B72 B82
42,468,424 B49 B50,A11 -
204 04.04.2007 0 A2 pos neg |.A69Bs5BABTLBELB| negativ positiv, nicht negativ
T gamze spezifiziert
82,836
A7,A68.849,424 B50,A69 A1.23,5,11,25, 80, A,
Sy o1 SN
AGSE B5,7,15,17,21,22,35,42, !
3z 432 BED
200 04.07.2007 33 A2 pos neg _All_._La;:.‘!J;t_.lfﬁa_.B?:_.B negativ 53,67,,70,15,77,78,81,82 negativ
i 01
216 29.08.2007 T pos neg AZ B49 BSO negativ AZZ8, vagg?.&& fragl. negativ
214 28.12.2007 37 A2 pos neg A2 B49 B50 negat |22 as‘g:?,ss‘ fragl. negativ
A11,A2,A24,A65,A69,B | DP14,0P17,0P3,0P9,004,006,00
38,842,B49,850,852,85 | 7,005,009,DR103,DR11,0R12,0R1
204 07.07.2010 neg pos negativ D,‘:_]-')E‘]i%gé]i? 4,855,856,857,853,862, | 3,DR14,0R15,DR16,0R17,DR18,0R
0Q B63,867,671,672,862,C| 4,0RG, DRB1*1501, DRB1* 0402,
w4 V.a. DOA-Ak
A11,A2,A24,A65,A69,B | DP14,0P17,0P3,0P9,004,006,00
38,842,B49,850,852,85 | 7,005,009,DR103,DR11,0R12,0R 1
187 10.07.2010 neg pos negativ D_%;‘]i%gé]i‘? 4,55,556,857, 858,862, | 3,0R14,DR15,DR16,0017,0R18,0R
0Q B63,867,871,672,852,C| 4,0R8, DRB1*1501, DRB1* 0402,
wi4 V.a. DGA-Ak

Der Patient war im LCT bekannt positiv fir Klassauch mit zytotoxischen AK. Klasse Il
AK waren bis zum 28.12.2007 (Serum #214) negéiin.Rejektionsverdacht wurde am
07.07.2010 (Serum #204) gemeldet. Genau in diesgmm$sind zum ersten Mal HLA
Klasse Il IgG AK nachweisbar und viel mehr Klas#el (A24, B38, B42, B52, B57, B58,
B62, B63, B67, B71, B72, B82, CW4) im Vergleich zdorbefund (#214). Die de novo
Klasse Il IgG AK konnten die Rejektion erklaren. @d4-Luminex wurden genauso wie im
Standard-Luminex Klasse | DRA bis Serum# 204 gedumndh diesem und im
darauffolgenden Serum#187 wurden keine zytotoxis@iRA Klasse | nachgewiesen. Der
Befund hat sich bei den C4d-Mix- und C4d-SAl-Tesstitigt. Gleichzeitig wurden danaié
novozytotoxische DRA Klasse Il nachgewiesen. DieseémBmen konnen wir mit dem
Adsorbieren der DRA zytotoxischen Klasse | AK agaf tliere erklaren. Das Fehlen von frei
nachweisbaren zytotoxischen AK im Serum kann aub&utes und grof3flachiges

Attackieren des Organs durch donorspezifisch kometgaktivierende AK hinweisen.
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Beispiel 6

Es handelt sich um einen ménnlichen Patienten dnitransfusionen und eine Nieren-TX als
immunisierende Ereignisse. Bei der Vorbereitung2ziiX hat der Patient im LCT PRA von
80%, im Standard-Luminex fur Klasse | PRA 99%, HilvA-Klasse || PRA 93%.
Eurotransplant hat ein ,,Donor Frequency Calculaf entwickelt. Die Berechnung fur
diesen Patienten ergab 0% Chance einen Donor derfires wurde die Frage Uber das
weitere Vorgehen gestellt. Wir haben flr diesengdtgn im Rahmen der Studie den C4d-
Luminex- und den C1g-Test angewendet. Abbildungéift den Vergleich zwischen den
drei Methoden: Standard Luminex zum Nachweis v@tA-AK, C4d-Luminex und Clq

zum Nachweis von komplementaktivierenden HLA-AK.

Standard Luminex SA1 fur HLA-Klasse | AK (PRA 99%)
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Clq Test SA | (PRA 78%) giif| CAd-Luminex SA | (PRA 78%)

[T -

Abbildung 15: Vergleich zwischen Standard- LumineXc4d-Luminex- und C1qg-Test fur
HLA-Klasse |.Die mit dem Kreis markierten Spezifitaten erleichtgen Vergleich fur diese
zufallig ausgewahlten HLA-AK

Aus der Abbildung ist zu erkennen, dass nur wehiga-AK, die im Standard-Luminex
detektiert wurden, komplementaktivierend sind. ieseant ist die Tatsache, dass auch ein
Cw-AK (Cw15) komplementaktivierend ist. Es gibt Rissionen dariber, ob die HLA-Cw-
AK (berhaupt relevant sind. C4d- und C1g-Test zeigiae grolRe Ubereinstimmung. Beim
C4d-Luminex-Test wird in vitro das Komplementsystaktiviert, beim C1g-Luminex
hingegen nicht, sondern nur exogenes C1g-ProteiReaktion zugefugt. Mithilfe des C4d-
Luminex-Tests wurde die Donor-Frequenz fir diesatreRten von 0% auf 5% erhoht, HLA-
Klasse | hat PRA 78% ergeben, und fur Klasse Il 48%wurden auch zusatzliche HLA-AK
(z.B. AK gegen A32, A80, B54, Cw15 und andere) mgetiesen, die im LCT nicht
detektiert wurden. Der C4d-Luminex-Tets ist sonmed_osung fir den Nachweis von HLA-
Klasse Il AK nachzuweisen, bei vorhandenen KlassK.|Zusammenfassend ergibt sich aus
diesem Beispiel: mit dem C4d-Luminex-Test konnenams den Luminex AK die relevanten
herausfiltern, die Methode ist leichter auswerddarein LCT, zudem sensitiver und erfasst
schwachere HLA-AK. Er ist unabhangig von vitaledl&®im Gegensatz zum LCT. Die
Vorteile machen den C4d-Test ein sehr hilfreiches dringend bendtigters diagnostisches
Hilfsmittel fir den Routine HLA-AK Nachweis.
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4  Diskussion

Der SPA Luminex-Test ist zurzeit die sensitivste die am haufigsten verwendete Methode
zum Nachweis von HLA-AK [59] . Die Technik detekti¢lLA IgG-AK, aber erlaubt es

nicht, zwischen komplementaktivierenden und nicdrhglementaktivierenden HLA-AK zu
unterscheiden. Die Tatsache, dass die klinischevaek der nachgewiesenen IgG AK im
Luminex noch nicht vollstandig geklart ist und ddss Test sehr sensitiv ist, hat uns zu der
Idee gebracht, die Luminex Methode zu modifiziei2se ,,in-house”- Modifikation erlaubt
es, aus den HLA-AK nur die sicher relevanten korm@etbindenden HLA-AK
herauszufiltern. Dies wirde in der Routine besomilarhochimmunisierte Patienten vor und
nach Organtransplantationen sehr hilfreich seinl Wiir die Einschatzung des
immunologischen Risikos einer HLA-AK vermittelterbgto3ungsreaktion.

4.1 Besonderheiten bei der Etablierung der C4d-Methode

Ziel dieser Arbeit war an erster Stelle das Modkfien der SPA-Technik Luminex zum
Nachweis von komplementbindenden HLA-AK und dasktaen der C4d-Methode als
Routine-Methode. Die erste Forschungsgruppe, eelLdiminex-Test zum Nachweis von
komplementfixierenden HLA-AK modifiziert hat, istedGruppe von Wahrmann und
Bohmig. Dies ist die erste beschriebene Methodedidi Komplementbindung ohne
Anwesenheit von Zellen detektiert [81]. Die Arbgitsppe entwickelte die Technik bei der
Suche nach einer nicht-invasiven Methode zum Naheieer Rejektion, um eine Nieren-
Biopsie zu vermeiden. Sie erkennen die Korrelatischen C4d-bindenden HLA-AK im
Serum von Patienten und einer C4d-Ablagerung depdse [82]. In anderen Studien wird
gezeigt, dass die Anwesenheit von C4d-bindenden-HKAeine AMR (Antibody-mediated-
Rejection)voraussagen kann [83]. Eine zweite Gruppe (Séigh)[ hat den Luminex-Test
ebenfalls entsprechend modifiziert. Diese Modiiitatwird bei der Testung von
Patientenseren nach Herz-Transplantation verweBdath verwendet ebenso die Detektion
des C4d-Spaltprodukts nach Komplementaktivierurgyfurdet eine Korrelation zwischen
dem Nachweis von komplementbindenden HLA-AK uncgirschlechteren

Transplantatiiberleben [84]. Die Arbeitsgruppe voat&iabe vergleicht den Nachweis von
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verschiedenen Komplement-Komponenten (C3b, C4d, C&)j gebunden an HLA-AK [85].
Es wurde dort gezeigt, dass die C3b-Komponentstdi&ste Bindung an HLA-AK aufweist,
gefolgt von C4b und C5. Die Bindung von C1q, C3dra05-9 war in dieser Studie hingegen
schwach und sehr schlecht detektierbar. Hier mweshet werden, dass Watanabe mit Zellen
(DurchfluBzytometrieund nicht mit Beads gearbeitet hat. Aufgrunddeerlegung, dass die
C3-Komponente auch durch Aktivierung der Komplerkaskade auf dem alternativen Weg
(ab C3 und nicht nur AK- bedingt) erfolgen kann][#taben wir uns entschieden, in unserem
Labor die Modifikation zum Nachweis von C4d zu dien. Zu dieser Entscheidung hat
aber an erster Stelle die Korrelation zwischenrdiuenoralen Abstol3ung, C4d-positiven

Biopsien und dem Nachweis von C4d-bindenden HLAi&KSerum geflhrt.

Zu Beginn haben wir das Arbeitsprotokoll von Wahnmaind B6hmig mit dem anti-C4d-
Detektionsantikérper DyLight' 549 (Biozol) verwendet. Es wurden zwei verschiedene
Chargen AK ausgetestet und mehrere Versuche dditigeDie Austestungen mit diesen
Reagenzien blieben aber ohne Erfolg. Daher wurdstere anti-C4d-AK getestet
(Fa.Serotec), die funktional sind und weiterhingesetzt werden. Jeder Schritt im
Testprotokoll wurde ausgetestet und optimiert. ldiben folgende Punkte bei dem Test zum
Komplementnachweis als sehr wichtig identifizieptimale Temperatur [70], die fur jeden
Schritt ein anderes Optimum hat, verwendete Paerigen zum Waschen der Platten und
zum Verdunnen der Antikorper sowie der Umgang reihdomplement. Es ist auch zu
vermerken, dass nur die Handmethode des Lumineemzvenden ist, weil es bei der
Filtermethode (Waschen durch Filtrieren) zu einemiplementaktivierung kommen kann,
wie auch bekannt ist, dass bei Dialyse-Patientea igi vivo-Aktivierung von Komplement
beobachtet wird [85].

Bei der Etablierung der C4d-Methode haben wir emkaslass unverdiinntes FS als
Komplementqguelle nicht geeignet ist, weil es notevaktive Komplement-Inhibitoren
enthéalt [32]. Aus diesem Grund wurde HC eingesé&i®.Verdinnung von HC 1:21 in PBS
wurde als optimal bestimmt. Weil der Waschpuffer Reaktion auch teilweise inhibiert hat,
kann diskutiert werden, ob bestimmte Proteine eeiagu beitragen, die Aktivierung zu
blockieren. Der Versuch mit der Zugabe von FS, tivgetem FS und gelagertem NS, hat
gezeigt, dass die starkste Inhibierung bei FS edssias auf aktive Inhibitoren im FS

hindeutet. Erstaunlich ist die Tatsache, dassmier@en Arbeitsgruppen von Wahrmann und

74



4. Diskussion

Smith, unverdiinntes Serum verwendet haben [86]iMATT verwendete Komplement aus
Kaninchen, hat hier sehr schwache Reaktionen engéinel CT wird allerdings Kaninchen-
Komplement eingesetzt, weil bereits in den 80erelabrkannt wurde, dass Zelllyse (damals
Erythrozytenlyse) beim Einsatz von heterologerzgsgibergreifenden Komplementquellen
erfolgt, und dass homologes Serum die Zelllysebiehi [87-89]. Eine erstaunliche
Beobachtung ist uns wéhrend der Validierung der-&éthode mittels PKS gelungen: Es ist
in der Labormedizin weit verbreiteter Ansicht, d&ssnplementkomponenten im Serum nur
im frischen, nicht gelagerten Serum zu bestimmied Ei1]. In der vorliegenden Arbeit haben
wir aber eine Restaktivitat in gelagerten und metisraufgetauten Seren gefunden. Die
inhibitorische Wirkung von FS wurde bereits erwaliier ist es wichtig hervorzuheben, dass
im PKS eine Komplementaktivierung und C4d-Bindungien plausiblen bekannten AK-
Spezifitaten ohne Zusatz von externem Komplemdaltgtr Ein aktives Komplement in
diesemgepooltenSerum, das aus 20 verschiedenen, seit MonatenJaihnen gelagerten
Patientenseren zusammengesetzt ist, haben wirenehrtet. Als zweite Moglichkeit, kann
eine in vivo stattgefundene Komplementaktivierungimvivo-Bindung von C4d an den
HLA-komplementbindenden AK diskutiert werden. Daffiben wir die C3- und C4c-
Konzentrationen im PKS gemessen, mit der Vermutdags eine Komplementaktivierung
sich negativ auf die Konzentration der Komplementgonenten auswirken kann. Die Werte
dieser Komplementkomponenten waren aber im nornidgeich. Unsere
Komplementquelle (HC, FS) wurde ebenfalls gemedssmab keine erhéhten Werte, was
eine Vermutung auf passives Ubertragen von C4cchlisBt. Unspezifisches Ablagern von
C4d ist ausgeschlossen, weil alle positiven Reakhipbei der Austestung von PKS,
plausibel und bekannt waren. Die Testung von 1@iges Seren mit und ohne HC hat
schwache spezifische Reaktionen im Ansatz ohne é#€igt, die auf eine Restaktivitat von
Komplement im gelagerten Serum zurtickzufiihrergstige Forschungsgruppen bestatigen
die de novo Bildung von C4d beim C4d-Luminex-T&§t][ Wir vertreten die Meinung, dass
es aktive Komplementkomponenten im gelagerten Sgibmentgegen der verbreitete
Meinung, und dass dieses Komplement bei starkiakéinden HLA-AK (bzw. hochtitrigen
AK) in der Lage ist, die Reaktion zu starten, oEngatz von externem Komplement. Eine
andere Erklarung dafir, konnte ein Prozone-Effekt,sder bei hochtitrigen AK beobachtet
wird (AK werden nach Verdinnen des Serums nachganid75]. Im Gegenteil zu unseren
Ergebnissen, werden die Reaktionen bei diesem PRiegmabgeschwacht, oder die AK gar
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nicht detektiert. Forscher vermuten, dass es sicHintergrund um C1g-Bindung und
Blockierung der Beads handelt, wobei C1q sich $isehi an IgM bindet, proportional zu der
IgM-Dichte auf der Bead-Oberflache, die Bindung \&itg an IgG erfolgt nach Erreichen
einer bestimmten Dichte. Dieses Phdnomen wird dinaktivieren oder nach DTT-
Behandlung der Seren inhibiert [75] und erklartarasResultate nicht. Weitere

Untersuchungen sollten diese unerwarteten Befuratiemabkléaren.

4.1.1 Unterschiede desn houseC4d-Luminex-Tests zu den bekannten Modifikationen

Wie in Kapitel 3.1. erwahnt wurde, unterscheidehsinser C4dAssayvon dem Test bei
Bohmig und Wahrmann [91], vor allem durch den diévels AK. Die bei dieser
Arbeitsgruppe verwendeten AK [70], haben bei uhiiiunktioniert, was uns auch von
anderen Arbeitsgruppen (Schaub S.) personlich teitgevurde. Wir haben schliel3lich einen
monoklonalen Maus anti-human C4d-AK der Firma Smreind einen sekunderen Ziege-anti-
Maus IgG-PE-AK der Firma Southern Biotech verwenbé Inkubationszeiten in unserem
Assay wurden verkirzt. Die Inkubationen mit Kompérhund mit anti-C4d-AK erfolgten

fur 30 statt 60 Min.Wir haben beobachtet, dass kikebation mit dem Ziegen-anti-Maus
lgG-PE-AK fur 40 oder 60 Min niedrige MFI-Werte agese fur 20 Min liefert. Die langere
Inkubation kann vermutlich zu unspezifische Bindemdiihren, die das Signal stéren, oder zu
Beeintrachtigung der PE-Konjugate. Das Verkirzermggsamten Testdauer ist ein
wesentlicher Punkt fir die Verwendung des TestRal#ine-Test. Zwei weitere wichtige
Unterschiede sind die Inkubationstemperatur und\schprozeduren. Bohmig verwendet
4°C als Inkubationsoptimum fir alle Arbeitsschr|@]. Die Gruppe von Smith hatte keine
Angaben. In unserer C4d-Modifikation hat dieseddkal nicht funktioniert. Es ist bekannt,
dass kalte Losungen zum Stoppen der Komplemenioeaktrwendet werden [22]. Wir
haben jeden Schritt beztglich des Temperaturoptisngetestet. Es hat sich die RT fur alle
Arbeitsschritte, auf3er der Inkubation mit PE-korgugm AK, die bei 4°C abléauft, als
optimal erwiesen. Laut Béhmig ist die optimale @4l C1g-Bindung bei 4°C fir 60 Min.
Bei 37°C soll die Komplementaktivierung unabhangig C4 und meist Uber den
alternativen Weg verlaufen [70]. Das ganze Reakbptimum beim Protokoll von B6hmig
ist bei 4°C. Es wird ebenso mit kaltem PBS-Puffawvgschen, um unspezifische Reaktionen
zu vermeiden. Unsere Austestungen zeigten eherastierReaktionen bei 4°C. Als
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Waschpuffer und Verdinnungspuffer fir Serum und Klement haben wir PBS gewahlt.
Die Resultate zeigten 1,7-mal héhere MFI beim Weasachit PBS als mit Luminex-WP.
Ursache ist wahrscheinlich die Maskierung von AKafdement-Bindungsstellen durch
unspezifische Proteine im WP oder komplementinhdnide Komponenten, die dort
anwesend sind. Das kdnnten z.B. Bestandteile (ddemreinigungen) im BSA sein (hier
1,5% in Waschpuffer). Als Komplementquelle wirdunserer Modifikation 1:21 verdinntes
HC verwendet, anders als bei den o0.g. Arbeitsgmupghe frisches Spenderserum verwenden.
Durch die Verwendung von HC (kaufliches Serumkomaet) wird die Aktivierung der
Komplementkaskade standardisiert, welches ein wgehi/orteil fiir eine Routinemethode
ist. Ein weiterer Unterschied ist das VerdinnenKiasplements 1:21 im PBS, anders bei
Smith und B6hmig, wo unverdiinntes Serumkomplemernwendet wird. Die Optimierung
des Komplement-Schrittes unter Beriicksichtigungkaenplement-Inhibitoren ist ein

wesentlicher Punkt unserer Modifikation.

4.1.2 Bedeutung des ,,Cut-off* Wertes beim C4d-Luminex-Test

Die Cut off- Problematik beim Luminex-Test ist wbékannt [65]. Ein Konsensus ist bislang
noch nicht erreicht. Fir den Luminex-SA weiten g Cut off-Grenzen von 500 bis zum
Uber 5000 MFI aus [55,73,74]. Diese Problematilaigth im C4d-Luminex-Test aktuell. Die
positiven Resultate im C4d-Test variieren zwisch@d und 1800 MFI, selten tiber 2000
MFI. Bei den starkeren Reaktionen mit MFI Gber 1@&d8heiten, gibt es keinen Zweifel, dass
die AK als potenziell klinisch relevant einzustufgand. Die Frage bleibt: Wo ist die Grenze
stark/schwach komplementaktivierend? Daher muiss Beswerten des Standard-Luminex-
Tests, die Gesamtsituation, individuell beurteiérden, in Beziehung zu immunisierenden
Ereignissen, z.B. Transfusionen, Transplantatiauar Schwangerschaften und Therapien.
Die Frage ist, ob diese individuelle Bewertung abelm C4d-Test hilfreich ist, weil es sich
um komplementaktivierende AK handelt. Die Fahigk@mplement zu aktivieren, kann von
verschiedenen Faktoren beeintrachtigt werden: @ierAK oder blockierende Proteine, die
genau bei diesen ,,schwachen” HLA-AK Einfluss haldeés wurde berichtet, dass C4d-
bindende AK eine wichtige Rolle bei AMR und Traresyhntstberleben spielen kénnen [83].
2010 wird dagegen dargestellt, dass die C4d-Bindwndgow-levelDRA vor TX, nicht

immer mit dem Risiko korreliert, eine frihe AMR entwickeln [92]. Hier sind weitere
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Studien notwendig, um die Korrelation zwischen Be-Werten der C4d-bindenden-AK
und der Wahrscheinlichkeit, eine Rejektion zu eckein, zu klaren. Nur so kann auch die
Cut-off-Grenze beim C4d-Test definiert werden. Yiliren derzeit die Auswertung des C4d-
Tests, zusammen mit den o.g. individuellen Inforaren und der ermittelten Serumqualitat
durch. Beim jetzigen Stand, kdnnen wir uns vorstelden Test zur Risikodefinition

insbesondere bei hochimmunisierten Patienten auereten [93,94].

Eine andere Problematik ist, ob das Patientensetuwerdinnen ist oder unverdunnt
eingesetzt wird. In unserem Protokoll verwendendas zu untersuchende Serum
unverdinnt. Es gibt Meinungen, dass das Serum uatdinzusetzen ist, wegen des
eventuell vorhandenen ,,Prozone“-Phanomens in linghh Seren [95]. Einige Gruppen
verwenden das Serum 1:10 verdinnt [62]. Wir halezeigt, dass die Nachweisgrenze bei
unserem C4d-Test bei einer Verdinnung zwischemid6l:8 liegt, und zwar bei PK2 und
weiteren Seren von hochimmunisierten PatientenaWédte zeigt, dass die
Komplementbindung an T-Zellen sehr schwach istasbgi Verdiinnung des Patientenserum
von nur 1:2 [85]. Da stellt sich die Frage, ob mitht einige HLA-AK, die Komplement
binden, Ubersehen, wenn wir das Serum verdinn¢tzims. Eine Moglichkeit ware, bei
Patienten mit HLA-IgG-AK im Standard-Luminex-TesB85% PRA und negativem C4d-
Test, eine zweite Untersuchung im C4d-Test mit irendfem Serum ansetzen, um ein
eventuell vorhandenen Prozonen-Phanomen auszushli€ine solche Titration kann bei
Plasmapheresen als Aussage uber die EffektivigiV/degangs genutzt werden. In einer
Studie von Tyan [96] wurde gezeigt, dass die Kommgletbindung (C1q in diesem Beispiel)
aussagekréaftiger fur die Effektivitat der Plasmaphke bzw. Immunadsorption und ohne

Probleme mit dem Background im Vergleich zum Manmitg mittels Standard-Luminex ist.

4.1.3 Background, DTT-Behandlung und Inaktivieren der Seen im C4d-Luminex-
Test

Es ist bekannt, dass im Luminex-Standard-Test @nehBackground vorliegen kann [97].
Dieses Problem erschwert die Auswertung, die isahd=allen oft nicht moglich ist und stellt
die Laborarzte vor der Frage, wie man den Backgtagutralisieren kann, um einen validen

Befund zu generieren. Wissenschatftler erklarenediespezifische Bindung mit
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blockierenden IgM-AK, die mit den Beads reagiei®omit werden die Bindungsstellen fur
IgG-AK verdeckt. Zachary und Leffell [97] beschreit) dass diese unspezifische Bindung
unterschiedlich fur Luminex Mix und SA ist und eberfiir SAl und SAIl. Das haben wir bei
der Verwendung des Routine-Luminex-Tests ebensbamdet. Es kann durch die
unterschiedliche Beschichtung der Beads mit HLAuAg vielleicht, bei dem Unterschied im
Background-Signal zwischen HLA-Klasse | und I, idlassenspezifischen IgM Ak, erklart
werden. Die Vorgehensweise im HLA-Labor der Chanité immer, das Serum mit SA zu
testen, wenn der Mix-Ansatz nicht auswertbar iderd.CT bzw. ELISA anzusetzen. Der
Nachteil von LCT und ELISA ist die geringe Sensitiv[70] und damit das Risiko, AK-
Spezifitaten zu Ubersehen, die mdglicherweise aglesind. Viele Seren haben einen bis zum
6000 MFI (NC) erhéhten Background auch im Luminéx-Bas Problem besteht weiterhin
in der Routine und fihrt oft zu erhéhten Testkosterch die Verwendung von mehreren
Methoden, und an erster Stelle bleibt die Fragektiarker offen, ob der Patient, der eine
verschlechterte Nierenfunktion hat, neue HLA-AK @héherweise DRA) gebildet hat und
bzw.eine Rejektion zu erwarten ist. Die C4d-Modifikn des Luminex-Tests hat den Vorteil,
dass es keinen erhdhten Background gibt. Wir hatem als 260 Seren untersucht sowie
zusatzlich 10, die einen sehr hohen NC-Wert au®veidll diese Seren konnten mit dem
C4d-Luminex-Test ausgewertet werden, ohne zush&ethoden und Ansatze zu
bendtigen.

Viele Labore, die im Assay einen hohen ,,Backgréinadben, versuchen die unspezifischen
Bindungen durch eine Behandlung mit DTT zu 16se3].[PTT wurde in den 70er Jahre fur
die AK-Diagnostik eingefuhrt und erstmals in deytlirozyten-Serologie zum Differenzieren
zwischen IgM und IgG-AK verwendet. Es ist bekamlgiss DTT eine starkere Wirkung bei
IgM (Zerstorung der Disulfidbriicken) als bei IgGhaeist [77]. Das Maximum des Effekts
entfaltet sich in Konzentrationen zwischen 2,5 GntM bei 37°C. Routinemalig wird die
DTT-Behandlung beim LCT und bei den Kreuztestersehen Spender und Empfanger vor
Organ-Tx verwendet, mit dem Hintergrund, non HLAAKAK zu zerstdéren und nur die
wichtigen 1gG-AK zu bericksichtigen [99]. Einige #wen, wie Kosmopoliaptsis, empfehlen
das Verwenden von Luminex mit und ohne DTT-Behamglider Seren [98], weil nach DTT-
Behandlung eine starkere Bindung der HLA-AK zu daminex-Beads erfolgt, wenn in

diesem Serum maskierende IgM-AK vorhanden sindjiBisaber auch Berichte dartiber, dass
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DTT die HLA-AK Spezifitaten sehr stark verander7[9Als Vorschlag zur Reduktion des
Background-Signals empfehlen die Autoren das Vedgarvon HD lypotonic dialysiy bei
der fast keine Spezifitaten-Anderung erfolgt [97fn die Klassenzugehorigkeit der HLA-
AK, die im C4d-Test detektiert werden, zu prufeabén wir einige Versuche mit DTT-
Behandlung der Seren durchgefihrt. Die ErgebnRBeakt 3.2.1)zeigten, dass nach DTT-
Behandlung einige C4d-bindende HLA-AK nicht mehcmaeisbar waren und anderseits
einige neue Spezifitdten zusatzlich detektiert wardie zusatzlichen C4d-bindenden HLA-
AK kénnten durch das Beseitigen von blockierenderidthen der Ag-AK-Bindungsstellen
erklart werden. Das Reduzieren der Spezifitaite@#d-Test nach DTT-Vorbehandlung der
Seren, kann als IgM-Zugehorigkeit der AK geseherdem, oder als Zerstdren von
schwachen IgG AK. Interessant bei den Beispieler,die Tatsache, dass alle C4d-
bindenden DRA auch nach DTT-Behandlung Komplemktitiaren konnten. Das
unterstitzt unsere Hypothese, dass die restlicdelbthdenden HLA-AK, die nach DTT
nicht mehr nachweisbar sind, eventuell schwaclegrigtitrige und nicht gegen das
Transplantat gerichtete AK sind. Diese ,,schwach®k‘haben die Fahigkeit Komplement
zu aktivieren und sollten auch als potenziell gaiéin angesehen werden. Dann bleibt die
Frage, ob die weitverbreitete Vorgehensweise bdi, @it Auswertung nach DTT-
Behandlung, alle wichtigen, relevanten und zytatolken HLA-AK erfasst. Das Verwenden
von DTT scheint mdglicherweise eine zu grobe Tdchkor Background-Reduktion zu sein.
Wir wiirden den C4d-Test ohne Vorbehandlung derrSengpfehlen. Die neuen Spezifitaten,
die wir nach DTT-Behandlung im C4d-Test gefundelema konnte durch das Zerstéren von
blockierenden IgM-AK erklart werden.

Einen anderen Vorteil des C4d-Tests im Vergleiam 2iCT haben wir bei Patienten nach
Rituximab-Behandlung gesehen. Nach dieser B-Ze#itdeenden Therapie ist die
Auswertung von LCT oder Kreuztesten unmaglich, slawefalsch positiven Ergebnissen
kommt [70], bedingt durch das Verwenden von vitdlgmphozyten in dem Test. Da im
C4d-Test Ag-beschichtete Beads verwendet werderdigndomplementaktivierung erst in
einem nachsten Schritt nach Auswaschen des Patsantans geschieht, kann es zu keiner
Beeintrachtigung der Ag-AK-Reaktion und an zwegéglle der Komplementaktivierung
kommen. Hier stellt sich die Frage, ob die C1g-Mdthzum Nachweis
komplementbindender HLA-AK im Luminex, mit DTT dumgefihrt werden kann, weil die
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Ag-AK-Reaktion und die C1g-Bindung im demselben @therlaufen. Zusammengefasst
kann man sagen, dass der C4d-Test ein in der Roditingend bendtigter Test ist, der zu
einer schnellen Antwort auf die Frage fuhrt, olzgetoxische HLA-AK gibt oder nicht,

ohne zusatzliche Kosten, ohne Background im Testolnme Einfluss auf die Vitalitat der
Lymphozyten im Serum zu haben. Weil es im C4d-TestAktivierung der
Komplementkaskade geht, konnte eine eventuell vioitiae Komplement-Restaktivitat im
untersuchenden Serum ebenso als ,,Background“dbemtiwerden. Wie im Punkt 3.2.1
beschrieben, haben wir eine solche Aktivitat desektUm die restliche Komplementaktivitat
im Serum von Patienten zu neutralisieren, werdienRatientenproben und Kontrollen bei
56°C fur 30 Min inaktiviert, was auch bei anderemditsgruppen die Vorgehensweise ist
[85]. Die Hitzeinaktivierung ist die gebréauchlicestiethode zur Inaktivierung der
Komplementbindungskapazitat und der enzymatiscHheivigit im Serum. Bei der
Optimierung dieses Schrittes wurde beobachtet, diasSignale nach 30 Min Inaktivierung
schwécher sind als die der unbehandelten Sererkdbasbedeuten, dass die restliche
enzymatische Aktivitat im Serum, die zu einer Ag-AKabhangigen Aktivierung des
Komplements und eine Bindung von C4d an Ag-AK Koexgl fihren kann, neutralisiert
wurde. Eine andere mdgliche Erklarung ist, dass saiche Aktivierung der Kaskade von
den HLA-AK ausgeht und die Komplementbindungskajgaziieser HLA-AK durch
Konformationsdnderungen abgeschwacht wurde. DadennrTestseren mit ,,Verschwinden®
einiger HLA-AK-Spezifitaten nach Inaktivieren beabéet. Diese Hypothese bestétigt sich
bei der Inaktivierung fur vier Stunden, wo die Mikerte im C4d-Test um das Funffache
gesunken sind. Welche Klassenzugehdrigkeit diesdn@then, ist nicht klar. Bekannt ist aber,
dass bei einer solchen Behandlung humane Ig des&liE denaturiert werden. Somit
empfehlen wir eine genaue Einhaltung der Inkubatieiten, um keine falsch-negativen
Ergebnisse zu bekommen. Andererseits haben wihgasedass es Seren gibt, bei denen
DRA komplementbindende HLA-AK erst nach Inaktivierges Serums detektiert wurden,
was mit Zerstéren von inhibierenden Proteinen (mtighweise auch spezifischen HLA-IgM
AK) zu erklaren ist [75]. Zusammenfassend kann s&gen, dass die Hitzeinaktivierung der
Patientenseren ein sehr wichtiger Schritt zur Stetidierung der C4d-Methode ist, aber es
bleibt die Frage, ob diese AK, die wir nach der &&tiung nicht mehr detektiert haben, eine

Relevanz haben. Das ist ein Thema weiteren Studien.
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4.1.4 Klassenzugehorigkeit der komplementbindenden HLA-AKim C4dLuminex--
Test

Die Immunoglobulin-Klassen der HLA-AK, bezuglichrddinischen Relevanz, stehen oft im
Vordergrund der Diskussion. Die Standard-Methodd& Id&étektiert zytotoxische HLA. Nach
DTT-Behandlung bleiben nur die IgG-AK. Der Lumin8kandard-Test ist fir den Nachweis
von IgG-AK geeignet, ohne die Mdglichkeit zwiscHeamplementbindenden und nicht
komplementbindenden AK zu unterscheiden. Die rel@raHLA-AK, verbunden mit akuter
AMR, sind die zytotoxischen AK [10]. Um die Relewager Luminex-lgG-AK zu prufen,
haben wir den C4d-Test etabliert. Es bleibt diggEravelche Klassenzugehdorigkeit die im
C4d-Test nachgewiesenen HLA-AK haben. Die DetekHBK in unserem Test kdnnen nur
das C4d-Fragment detektieren. Zweit-AK zur Detekter Ig-Klassen, der vorhandenen
HLA-AK haben wir nicht eingesetzt. Diese Frage fiiltver diese Arbeit hinaus und ist
Anliegen weiterer Studien. Wie im Ergebnissteildiegeben, haben wir die Plausibilitat der
HLA-AK-Spezifitaten durch den Vergleich zwischemddetektierten Spezifitdten im C4d-
Test und dem Luminex-Standard-Test geprift. DierEibstimmung in den HLA-
Spezifitaten kann als indirekter Hinweis benutztdes, dass die C4d-bindenden AK zu der
lgG-Klasse gehoren. Es wurden aber auch Serendgfybei denen durch den C4d-Test
neue AK detektiert wurden, die im Standard Lumin&ht ermittelt wurden. Solche C4d-
bindenden, aber im IgG-Luminex nicht zu detektideeRILA-AK, wurden auch von anderen
Arbeitsgruppen beschrieben [91]. Diese HLA-AK kdmizur IgG- oder IgM-Klasse
gehdoren, oder ein Gemisch davon sein. Grund fuFdaten der AK im sensitiven Standard-
Luminex kénnten falsch positive Reaktionen, IgM-2hgrigkeit oder niedrigtitrige IgG-AK
sein, die im Luminex IgG-Test nicht erfasst wurd@estimmte Seren wurden nach DTT-
Behandlung untersucht, mit dem Ergebnis, dassesi@dy-bindende-Spezifitaten (meist nicht
durch TX erklarbare) nicht mehr nachzuweisen waBamit wirde sich wieder die Frage
stellen, ob diese AK schwache DTT-sensitive IgG-@dér IgM-non HLA-AK sind. Dies
kann mit den vorliegenden Untersuchungen in di@sieeit nicht beantwortet werden. Wenn
angenommen wird, dass die meisten C4d-bindendeawAtfer IgG-Klasse gehdren, und
einige wenige zu IgM, muss die Relevanz der AK dligkt werden. Es ist bekannt, dass
lgG1 und IgG3 AK starker Komplement aktivieren @&2 und IgG4, die zu einer
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ineffektiven Aktivierung fuhren [23]. Die IgG3 AKdben ca. doppelt so viel C1g-
Bindungsstellen als IgG1 [22], verursachen abes stérkere Aktivierung der
Komplementkaskade [100]. Die Arbeitsgruppe von Bighberichtet, dass die meisten
detektierten HLA-AK bei Rejektion nach Nieren-TX dar IgG1 Klasse gehdren. HLA-IgA
AK korrelieren mit einer besseren Transplantatfiorktweniger Rejektionen, was mit dem
Blockieren von schadlichen IgG-AK erklart werdemkd83]. Die Forscher beobachteten,
dass HLA-AK, die zur IgM-Klasse gehdren, mit wenigesiko fur Rejektion verbunden
sind. Als Beispiel dienen viele Nieren-TX mit guemansplantat-Funktion, bei denen die
Patienten positiv fur IgM-AK sind. Es wurden Studiur Bewertung der Langzeit-Funktion
der Transplantate nach Nieren-TX durchgefuhrt,dneth Patienten mit zytotoxischen IgM-
AK und ein Beobachtungszeit von tber drei Jahreh A, eingeschlossen wurden. Es gab
keine Korrelation zwischen den IgM-AK und dem Laeigt)berleben [99]. Andere
Forschungsgruppen berichten, dass das Detektieredanorreaktiven IgM-AK nicht mit
einem erhohten Serum-Kreatinin oder mit erhohtgelRiensrate korreliert [101]. Einige
Autoren erkléaren die Relevanz der IgG-AK mit eifieZell-Aktivierung gegen HLA-Ag. Sie
haben eine Korrelation zwischen den HLA-IgG-Ak undell-Aktivierung gegen identischen
HLA-Spezifitaten gefunden und keine Korrelation gefien IgM-AK und T-Zell-Aktivierung
[21]. Um die Rolle der IgM-AK zu klaren, haben arel&ruppen den Klassenwechsgeh

IgM zu 1gG bei Patienten nach Herz-TX studiert [[LES wurde berichtet, dass neu gebildete
IgM-AK oft zu IgG AK wechseln(Beobachtung fir Klasl HLA-AK) und dass dies mit
einem erhohten Rejektionsrisiko verbunden ist. Wazin Klassenwechsel beobachtet wurde,
haben die IgM-AK sogar eine protektive Rolle. Diésenunmechanismen entstehen durch
eine T-Zell-Aktivierungen, ausgeldst meist durctetfeukin 4 (IL-4). Bekannt ist, dass IL-4
die Produktion von IgM und IgG3 inhibiert und dienvigG1 aktiviert [24]. Interferon
Gamma (INFy) inhibiert die IgM- und 1gG1-Produktion und ak&vi die von IgG3. Diese
Mechanismen kdnnen eine Rolle bei einem eventu&llassenwechsel von IgM zu 1gG
spielen. Deswegen kann man schlussfolgern, dassAligMbenso eine Relevanz haben
kénnten (besonders DRA) [65] und eine Unterdiffererung der C4d-bindenden AK in IgG
und IgM nicht n6tig ware. Dafur sind allerdings veee Studien notwendig. Es ist bekannt,
dass MMF ein Medikament ist, das den KlassenwedaltselgM zu IgG durch Unterdriicken
der T-Zell-Aktivierung verhindert, im Gegensatz&zathioprin [102] und mit diesem Ziel

eingesetzt wird. Die weit verbreitete Meinung dkss die IgM-AK meist Auto-AK und nicht

83



4. Diskussion

schadlich sind, sowie, dass ein positiver Kreuzitesgjen IgM-AK keine Kontraindikation zur
TX ist. Wiederum wurde bei Herz-Transplantationefegt, dass IgM-Ak ein Pradikat fur
Rejektion sind. Es wurde eine klare Korrelationsthien DRA IgM-AK und TCAD
(Transplant related coronary disegge<0,00001 gefunden. [103]. Eine andere Publikatio
hat einen Fall nach Nieren-TX beschrieben, wo & Ad mit hohem Titer und durch
positiven LCT detektiert wurden. Drei Monate nack[fat eine Rejektion stattgefunden, mit
einem hohen Anteil von IgM- und C4d-""Deposits’i tber Nieren-Biopsie (positives C4d-
Signal bei Farbung nach einer Biopsie) [104]. Aufgt dieser Beispiele und Uberlegungen
sind wir zur folgenden Schlussfolgerung tber diteiRenz der C4d-bindenden AK
gekommen: Wir vermuten, dass unabh&ngig von d&ldgse, die im C4d-Luminex
detektierten HLA-AK relevant sind und berlcksichtigerden mussen.

Eine andere Gruppe C4d-bindender HLA-AK ist die [Ga@ der nattrlichen AK. Es wurden
solche sogenanntematural® AK beschrieben, detektiert durch Standard-LuminestT
[105]. Diese AK sind bei Patienten ohne vorheriganBplantationen, Transfusionen oder
Schwangerschaften gefunden worden. Die Erklarufisy dand moglicherweise
Kreuzreaktionen zwischen HLA-AK und Antigenen vakteriellen Proteinen wie E. Coli
oder S.aureus. Es wurden bestimmte AK-Spezifit§eganden, die, wenn anders nicht
erklarbar, als natirliche AK gerechnet werden kinmee z.B. A*30:02, B76, Cw*17:01. Es
wird vermutet, dass solche AK nach IVIg-Gabe verrnploduziert werden und den Klassen
IgM und IgA angehoren [106]. Vermutlich dienen degtrlichen AK der Homdostase, zum
Entfernen von nicht funktionierenden Plasmaproteimed werden bei Bedingungen wie
Hypoxie und Ischamie gebildet [107]. Somit konnie Bildung von nattrlichen HLA-AK
erklart und darauf hingewiesen werden, dass eeugh Komplement aktivieren und durch
den C4d-Test nachgewiesen werden. Die Frage istiesie C4d-bindenden naturlichen AK
eine Relevanz fur die AMR haben und dem Transplame Schadigung zufihren kbnnen.
Bei der Auswertung der AK-Spezifitaten im C4d-SAdsolche nicht plausiblen (nicht durch
TX erklarbare) Muster von AK aufgefallen. An ersgtelle ist die Kombination B37, B75,
B63. Dieses Muster wurde 16 Mal bei Klasse | pesitiSeren ohne Erklarung durch
vorangegangene Immunisierungsereignisse gefunderAOwaren keine DRA zur TX, aber
auch keine kreuzreagierenden AK. Eine méglichedtkig ist, dass diese AK durch

Transfusionen oder Schwangerschaften erworben Biedzweite Moglichkeit ist, dass diese
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AK zu diesen naturlichen HLA-AK gehdren. Diese kmeragierenden AK werden im Laufe
des Lebens durch Kontakt mit verschiedenen Mikranigmen, die HLA-ahnliche Epitope
aufweisen, gebildet. Dabei erfolgt eine Immunisigygegen HLA-ahnliche Strukturen mit
der Folge des Nachweises von HLA-AK, die méglicheisg auch die richtigen HLA-Ag
attackieren konnen. HLA-B37 und B75 wurden alstsel¢con Morales-Buenrostro
beschrieben [105]. Eine weitere interessante Bddbag ist, dass mit dem C4d-SA-Test
auch HLA-AK gegen bestimmte Allele detektiert wardEinige Allel-spezifische AK waren
DRA. Es wurden drei allelspezifische Spezifitatentachtet, die durch uns bekannte
Informationen nicht zu erklaren waren: Diese HLA-AKd gegen A*11:02, A*66:02 und
B*13:02 gerichtet. AK gegen A*11:02 wurde 13 Maleldiert, aber nur einmal als DRA.
Der AK ist auch als naturlicher AK bekannt. AK gag&66:02 wurden neun Mal beobachtet
und gegen B*13:02 vier Mal. Diese HLA-AK kénntereetuell gegen natirliche HLA-
ahnliche Ag gerichtet sein (wie fir A*66:02 beselmen). Das interessante dabei ist die
zytotoxische Aktivitat und es stellt sich die Fragbk diese natirliche HLA-AK direkt oder
durch Kreuzreaktionen Transplantatschaden veruesaktinnen. Zu bemerken hier ist, dass
diese s.g. ,,natlrliche AK", die eventuell aucm#dLA sein kénnen, in unserer Studie nur

zur HLA-Klasse | gehorten und keine solche bei Hlasse 1l gefunden wurden.

4.2 CA4d-Luminex-Test versus Standard-Methoden, Relevander HLA-AK

Ein Ziel dieser Arbeit war der Vergleich zwischesntdneu eingefiihrten C4d-Luminex-Test
und dem gut etablierten LCT. Wie in der Einleitisapon erwahnt (Punkt 1.5) hat der LCT
mehrere Schwachpunkig die niedrige Sensitivitat aufgrund der Verwenduimge
begrenzter Zahl an Panelzell@) Schwierigkeiten beim Unterscheiden von Klasse | lind
AK ohne Adsorption auf ThrombozyteB) technische Probleme mit den B-Zellen, die sehr
empfindlich sind und oft falsch positiv [78}]) die Unféahigkeit sehr schwache, niedrigtitrige
HLA-AK zu detektieren [108], [70]. Es ist auch bek#, dass die Reaktionen im LCT falsch
positiv sein kénnen [81], aufgrund von AK, die riigegen HLA-Ag auf den Lymphozyten,
sondern gegen andere polymorphe Molekiile gerisimdt[62]. Vorteil von der Standard
LCT Methode ist der hohe positive pradiktive Went éine akute AMR [10,62,109] . Wie im
Ergebnisteil beschrieben (Kapitel 3.2.3.), hat@éd-Test 21% mehr
komplementaktivierende HLA-AK als der LCT detekti€Fabelle 19 A, B). Dieser Antell

bezieht sich auf die Gruppe von immunisierten, tan8ard-Luminex als positiv getesteten
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Seren. Eine Uberlegung ist, dass die zusatzliakktletten HLA-AK zur der IgM-Klasse
gehoren kénnen und deshalb im Standard Luminexanat bleiben. Im LCT nach DTT-
Behandlung werden ebenfalls nur IgG-AK nachgewieBam Relevanz der IgM-AK wurde

in Kapitel 4.1.4.weitergehend diskutiert. Au3erdeaiben wir einige Seren im C4d-Test nach
DTT-Behandlung angesetzt und gesehen, dass ngeeir@nige Spezifitaten nicht mehr
detektierbar sind, was dafur spricht, dass die 84dn der Mehrzahl zu der IgG-Klasse
gehoren. Diese Differenzierung bedarf aber weitStadien. Die zweite Uberlegung fiir die
ungenugende Sensitivitat der LCT-Methode ist digghdtikeit, dass die vorhandenen
komplementbindenden HLA-AK sehr schwach sind umdriter nicht ausreichend ist, um
zur Zelllyse zu fuhren [108]. Rose und Smith berah dass die Bindung von
Komplementkomponenten allein, ohne die Bildung gem terminalen lytischen Komplex,
genugt, um das Transplantat zu beschadigen [84favdbe beschreibt auch, dass solche
sublytischen AK eine hyperakute Rejektion verursackonnen [85]. Die Autoren schreiben,
dass die Fahigkeit der HLA-AK, C4d zu binden bessireinem schlechten
Transplantatiiberleben korreliert als die Hohe dEt.NDas ist wieder ein Hinweis Utber die
grof3e Relevanz von C4d-bindenden AK, ohne ihredkditi zu betrachten, zur Zelllyse zu
fuhren. AuRerdem gibt es oft falsch positive Reaiken im LCT, weil die B-Zellen sehr
sensitiv sind und der Prozentsatz an toten Zekemér technischen Bearbeitung hoch sein
kann [78]. AuRerdem kann die im LCT in vitro erfid@elllyse, eventuell eine fragliche

Relevanz in vivo haben [62].

Die Beobachtung, dass mit dem C4d-Test mehr kongriiomdende HLA-AK als im LCT
detektiert werden, haben wir in jeder Gruppe votieRtgenseren (N/N, N/P, P/N, P/P)
gemacht. Nicht erwartet hatten wir C4d-bindendeiAlder N/N Gruppe. Andere Forscher,
die mit C4d-Modifikationen gearbeitet haben, konnédenso einige C4d positive 1gG
negative (im Standard Luminex negative) HLA-AK ferd[82,91]. AulRer den 0.g. Grinden,
kénnte noch ein weiterer Faktor eine Rolle spiel@ie.N/N Gruppe wurde nach negativer
Austestung mittels LCT und dem Luminex Mix Testidigit. Wir haben beobachtet, dass
letzterer nicht immer vertrauenswirdig ist, und za@vohl im Standard Luminex als auch in
der Modifikation des C4d-Tests. Hier gab es insggghSeren, die im Mix bestatigt negativ
waren und im SAI positiv getestet wurden (Tabe8é,1B). Der Luminex Mix-Test ist

ebenso falsch negativ ausgefallen bei einigen Satéungen mittels Standard Luminex.
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Dies stellt ein groRes Problem beim HLA-AK Scregnilar, weil routinemaliig die Patienten
zunachst mit den Luminex Mix getestet werden undogim positiven Mix-Test die weiteren
Spezifizierungen mittels SAI/Il angesetzt werdeormn® wird der weit verbreitete
Screeningstest, unter der Verwendung von Luminex-B&ads, in Frage gestellt. Als Grund
dafur kann die unterschiedliche Zusammensetzun@eadpopulationen angenommen
werden [110]. Die Mix-Beads werden mit jeweils zwiA-A, B, Cw und Bw-Ag fur Klasse

| beschichtet, ahnlich wie bei menschlichen Zell@amit wird eine kleinere Ag-Dichte an
der Oberflache erreicht und es ist wahrscheinlmm AK-Titer abhéngig, ob einige AK zu
den zugehdrigen Ag binden oder nicht. Dieser Nalchtdie niedrige Spezifitdt des Screening
Mix-Test erwdhnen auch andere Anwender [111]. Vlbdn einige Beispiele gefunden, wo
es zu sehen war, dass nur mit Hilfe des C4d-Lumirests anwesende DRA detektiert
wurden. Bei manchen Seren waren die AK nachweisttlardings nur nach zusatzlicher

Austestung mit dem Luminex SA Test. Abbildung 1&tzaoch ein Beispiel daflr.
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Abbildung16 Testung von einem Serum (einmalige Blutabnahme) ahiéi verschiedenen
Methoden Luminex Mix und SA1 mit IgG-AK Nachweis, und Cddiinex mit dem
Nachweis zytotoxischer HLA-ARIau markiert sind die DRA im C4d-Luminex und IgG-

Luminex (B44 und A25)

Erstmals wurde im Labor die Screeningsmethode LarmMix angesetzt, mit der Aussage
Klasse | HLA-AK negativ (Ergebnisse in Graubereieher negativ: s. Abbildung oben links).
In unserer Arbeit wurde dieses Serum mittels C4ohibex Mix und SA getestet. Beide Tests
haben positive Resultate gezeigt (Abb. 16 zeig) SAlegen vorhandenen
komplementaktivierenden DRA im C4d-Luminex, wurd@elnfolgend der Luminex SAI
Standard-Test angesetzt mit dem Uberraschendebritsgeass hier ebenso starke HLA 1gG
AK Klasse | nachweisbar sind. Es sind zwei Besdmeigen zu bemerken: 1. Der
Screeningstest Luminex Mix mangelt an Sensitivii¢ HLA 1gG AK, nachgewiesen im

SAI sind mit sehr hohen MFI (bis 17 000 MFI) und2e DRA AK sind schwach (B44) oder

gar nicht nachweisbar (A25) im Luminex StandardtTidger kann man erneut die Frage
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stellen, warum stark zytotoxische AK niedrige MG Subklasse) haben. Die
Zusammenhange zwischen MFI, Titer und Komplemedtloig sollten in weiteren Studien
untersucht werden. Eine Austestung der SerenRdigenten auf der Warteliste (n=1540 fur
Berlin, n= 8000 fur Deutschland) mittels Luminex &Asehr kostenintensiv. Wir wirden
deswegen bei grenzwertigen Ergebnissen (Grauzonkliminex Standard oder C4d-Test
mit den Mix-Beads, eine weiterfihrende Diagnostik 8A\-Beads empfehlen, um falsch
negative Resultate zu vermeiden und somit die tetienicht zu gefahrden.

Unter den zusatzlich zum LCT detektierten C4d-bimalsn HLA-AK waren sehr viele DRA,
was die Relevanz dieser AK beweist. Viele davonewareu gefundene AK, auch im
Vergleich zum Luminex Standard Test. Wie im Erget®ii berichtet wurde (Kapitel 3.2.3),
haben wir in jeder Gruppe von Patientenseren DRAmgken, neu davon waren in 20 von 69
Seren in der P/P Gruppe, in 5 von 67 in der P/No@euin 8 Seren von 63 in der N/P Gruppe
und in 2 von 62 Seren in der N/N Gruppe. In der®f&ppe sind die DRA 29% von allen
C4d-bindenden HLA-AK in dieser Gruppe. Verglichert dem LCT wird noch mal deutlich,
dass der C4d-Test sensitiver und sicherer isteal$ @T: Es werden existierende relevante,
komplementaktivierende DRA durch das alleinige lamden des LCT ubersehen. Diese
Kenntnisse zeigen noch dringlicher die Notwendigldgn C4d-Test als Routine-Test
einzufuhren, um hier groRere Sicherheit zu gewinkéahrmann findet, dass C4d-bindende
HLA-AK, ohne Unterschied ob sie DRA oder non-DRAdi mit einem schlechteren 5-
Jahres Transplantat-Uberleben korrelieren. Andeitsrbeschreibt er, dass die DRA HLA-
AK bereits an sich, egal ob sie C4d binden oddntnimit einem erhdhten Risiko fir AMR
und einem schlechteren Transplantatsiiberlebenigsssmd [91]. In anderen Studien
berichtet diese Arbeitsgruppe wieder, dass dieAurg der IgG-AK in C4d-bindende und
C4d nicht-bindende, ein Hinweis fur eventuelle Regn sein kann [81]. Ebenso findet Rose
eine Korrelation zwischen relevanten (DRA) kompletbendenden HLA-AK und
Transplantatiiberleben nach Herz-TX [84]. Claaschégt, dass die DRA HLA-AK, die nach
TX detektiert werden, mit einer Chronischen Remkiassoziiert sind [56] und dass es auch
viele Rejektionen mit C4d-positiven Biopsien givg keine zirkulierenden DRA HLA-AK
gefunden worden sind. Das erklart man mit der Aplson dieser DRA an das Transplantat.
Die Arbeitsgruppe von Terasaki konnte zeigen, digsse AK sicher eine Transplantat-

Schadigung verursachen, aber dass dies eine gexagdwaucht [112]. Die Rolle der C4d-
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bindenden HLA-AK sowie die der DRA-AK werden kontews diskutiert. Die Mdglichkeit,
komplementbindende DRA sehr sensitiv zu detektianémde uns zu einer Definition der
sicher TX-relevanten IgG-AK naherbringen. Wir halbeschrieben, dass mittels C4d-Test de
novo HLA-AK nach TX detektiert wurden, die im Lunex IgG-Test nicht bekannt waren.
Stegall beschreibt 2010, dass de novo detektigtteaxische AK nach TX ein pradiktiver
Faktor fir ein Transplantatverlust sind [113]. Abhé Beobachtung macht die Arbeitsgruppe
von Moise [53,54]. Die Tatsache, dass einige C4dldmde Spezifitaten nicht im 1gG-
Luminex detektiert wurden, kann mit einem niedrigéter der HLA-AK erklart werden, oder
einer anderen Klassenzugehdrigkeit. Honger undrarfderscher wiederum berichten, dass
niedrigtitrige DRA, die C4d binden, nicht immereeant sind und nicht pradiktiv fur eine
frihe AMR oder peritubulare C4d-Ablagerung [92,1BHrtel ruft zu einer vorsichtigen
Interpretation der Ergebnisse beim HLA-AK Monitagibei Patienten mit normaler
Transplantatfunktion auf, weil er keine Assoziatawischen C4d-bindenden AK und eine
Verschlechterung der GFR und Proteinurie bei Peremit guter Funktion nach 1-Jahr,
gefunden hat [115]. Diese kontroverse DiskussiamahStudienergebnisse mussen
weitergefuhrt werden, bis sich eine klare Defimtiondet, welche HLA-AK relevant sind und
wann. Dafiir sind weitere Studien mit einer groRetehl Patienten nach Transplantation

geplant.

Besonders problematisch ist der LCT-Test beim Deged von HLA-AK Klasse Il in
Gegenwart von vorhandenen Klasse | AK. Der Hinwgéss bei dem jeweiligen Patienten
komplementbindende AK Klasse Il vorhanden sincelsgine grol3e Rolle bei der Steuerung
der immunsupressiven Therapie. Wir haben berictitets die meisten neuen DRA, die C4d
binden, in den Gruppen mit Klasse Il positiven &aen zu finden waren: den N/P- und P/P-
Gruppen. Eine andere Beobachtung haben wir gemashwir diese HLA-Klasse Il AK mit
C4d-Luminex und anhand von klinischen Daten analy$iaben. Wir konnten sehen, dass es
keine unklaren Reaktionen unter den Klasse 1l Alit.ghlle Spezifitditen konnten durch
Transplantationen und kreuzreagierende AK erkl@rden. DRA waren auch nach
Behandlung mit DTT detektierbar, was noch einmalRielevanz dieser Klasse Il AK zeigt
und die Notwendigkeit eine sensitivere Methode dga C4d-Test in der Routine zu
verwenden. Die Relevanz von Klasse Il AK wird elzekantrovers diskutiert. Wahrmann
berichtet, dass nur Patienten, die HLA-Klasse | glementbindende AK haben, ein
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schlechteres Transplantatiberleben aufweisen. Dedevbei Klasse 1l AK in dieser Studie
nicht beobachtet [81]. Opelz und Susal beobacht2d Patienten nach Nieren-TX mit der
Erkenntnis, dass bei Patienten mit isolierten HLIagse 1l AK (IgG) kein signifikant
schlechteres Transplantatiiberleben beobachtet w@ate im Gegenteil zu Patienten mit
Klasse I+11 IgG-AK, bei denen sich die Transplaftaktion noch in der ersten 6 Monaten
nach TX verschlechtert hat [116]. Eine parallel®lBechtung nach Herz-TX macht die
Gruppe von Lietz [102]: Sie beobachten, dassleinovoB-Zell Klassenwechsel von IgM
auf IgG bei HLA-AK Klasse II, mit einer frihen umdt sehr schweren zellularen Rejektion
assoziiert ist, sowie mit einem schlechteren Treamgatiiberleben. Das wurde fir Klasse |
AK nicht gefunden. Einen besonderen Fall wurdeanThbelle 22 abgebildet. Es handelt
sich um die vergleichende Untersuchung von Seresd?Patienten im Verlauf, sowohl
mittels C4d-Test, Luminex Standard Testals auch@. Durch den C4d-Luminex-Test
konnten wir die immunologischen Mechanismen wahndr Rejektion ndher beobachten.
Wir fanden in einem der Seren (#204), wo der Ventdaaf Rejektion von den Klinikern
geéauliert wurde, dass plétzlich die C4d-bindendeA-HK Klasse | nicht mehr nachweisbar
waren. Andererseits konnten wie noveBildung von DRA komplementbindender AK
Klasse Il nachweisen. Dies wurde in zwei verscmedeSeren und bei Wiederholung der
Testansatze bestatigt. Gleichzeitig wurden me@rHdasse | AK im Standard Luminex
nachgewiesen unde novoKlasse Il AK. Hier konnte diskutiert werden ob de novo
Bildung von Klasse Il AK (die auch zytotoxisch sjritie Hauptrolle beim Rejektionsereignis
gespielt hat, oder das Adsorbieren der Klasse baKdem Organ. Wir vermuten, dass bei
dieser Rejektion, die fehlenden C4d-positiven Kéasa8K, die vermutlich das Organ auf
einer grol3en Oberflache attackiert haben, das Wetaden dieser AK im Serum verursacht
haben. Wichtig ist die Beobachtung, dass insgesahlgG-AK im Standard-Test detektiert
wurden und nur die komplementbindenden, nicht rpehipher im Serum zu finden waren.
Hier im Standard-Luminex war zu sehen, dass eina&lerte Produktion von AK und damit
eine Aktivierung der Immunantwort stattgefunderehaDer C4d-Luminex-Test zeigte
dagegen deutlich, welche AK eventuell den Orgardshaerursacht haben. In dieser Arbeit
wurde in der Routine-Testung von Patienten beolaathdss sehr oft nach Ektomie einer
Niere wegen Rejektion, im Seruthe novozytotoxische HLA-AK, gerichtet gegen das
verlorene Transplantat, detektiert wurden. DiesebBehtung ist bekannt und bestatigt unsere
Hypothese tber Adsorption von HLA-AK auf das Trdagpat und eine damit verbundene
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Schadigung. Der C4d-Test kann ein hilfreicher Hiswar die Kliniker sein, dass es nicht
nur zu eineBoosterungler AK-Produktion kommt, sondern auch eine Schadigund
Rejektion im Gang ist. Um diese Hypothese zu Ulidgepr, werden weitere Studien bendtigt,

die nacheinander solche Patientenseren im Verkaibdchten.

Ein weiteres interessantes Thema zur Diskussialieser Arbeit ist der Zusammenhang
zwischen den PRA im Luminex Standard-Test und deneifan zytotoxischen C4d-
bindenden AK. Wir haben die untersuchten Patiertemsin drei Gruppen nach dem PRA-
Wert im Standard-Luminex gruppiert. In der Grupgee® mit PRA >80% war der Anteil an
Seren mit komplementbindenden AK (bezogen auf&dieen in der Gruppe) fur Klasse |
sowie Klasse Il AK Uber 60% (Klasse | 77% der Serdasse 1l 69% der Seren). Diese
Beobachtung lasst uns vermuten, dass der HLA-AKr&tne grof3e Rolle fir das
Vorhandensein von zytotoxischen AK spielen kanrdci8oBeobachtungen wurden ebenso
von anderen Arbeitsgruppen gemacht [90]. Die MR {dRA IgG AK korrelieren gut mit
einer Positivitat im LCT, was ebenso auf einen héhditer der entsprechenden AK hinweist
[73]. Smith findet, dass alle LCT positive HLA-AKieh im C4d-Test positiv sind, was auch
unseren Resultaten entspricht [62]. Es wurden sdiiehe HLA-AK detektiert, die im LCT
positiv und im C4d-Luminex negativ sind [91]. Miami beschreibt in einer Studie, dass eine
C4d-Bindung nur bei hochtitrigen IgG-AK stattfindetd dass diese Bindung mit den
Luminex MFI korreliert [90,117]. Diesen Studien gptechen auch unsere Beobachtungen.
So kénnte vermutet werden, dass die IgG-AK irgemiwizei Erhdhung des Titers, nach
Aktivierung des Immunsystems, zytotoxisch werded mam sicheren Transplantatschaden

fuhren werden, wenn diese AK zu den DRA gehdren.

Die C4d-Modifikation des Luminex-Tests wurde mite&i zweiten neuen Modifikation, C1g-
Luminex, bei einigen Patientenseren, im Rahmerr @inderen Forschungsarbeit, verglichen.
Die C4d-Modifikation diente als Hauptmethode, nitherer Relevanz und Korrelation mit
C4d-Biopsie-Ergebnissen. Bei diesem Vergleich viaudterschiedliche Methodik wichtig.
Beide Modifikationen weisen zwar Komplementspaltjukte nach, aber bei dem C4d-
Luminex-Testkommt es zu einer KomplementaktivieringReaktionsgefald, wohingegen
beim C1qg-Test keine Aktivierung erfolgt, sonderm di¢ Bindung von C1g-Protein zu AK
mit komplementbindenden Féahigkeiten. Das machOdashfiuhren der C1g-Methode

unkomplizierter. Die zwei unterschiedlichen Method@ben ein gemeinsames Ziel:
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sensitiverer Nachweis von komplementbindenden HU&# Luminex SPA. Aktuell lauft
eine Studie zum Charakterisieren und Vergleichenoca 60 Patientenseren aus dem AMM-
Programm parallel mit C4d-Test und C1qg-Test. DigelBnisse sind Teil weiterer Arbeiten.
Erwahnenswert ist die groRe, fast vollstandige Bimstimmung der Ergebnisse im C4d- und
C1g-Luminex (Abb. 17).

A)HLA-Klasse | AK

HLA-Klasse |
AK B16 |A10 |B51 |B53 |B63 |B54 [B8 |Al  |A29 |A30 |A31 |A36 |A43 | A28 | ASO
IgG-Luminex
C4d-Luminex
C1qg-Luminex
LCT

B) HLA-Klasse Il AK

HLA-Klasse I DR53 | DQ9 | DQ8 | DR51 | DR4 | DR16 | DR14 | DR13 | DR11 | DR10 | DQ6 | DR9 | DR8 | DRY
IgG-Luminex
C4d-Luminex
Clqg-Luminex
LCT

Abbildung 17:Vergleich zwischen Luminex 1gG-, C4dnd C1g-Methode, sowie LCR)
HLA-Klasse | AKB) HLA-Klasse Il AK . Grau gefuhlt sind die Kastchmeit positiven
Reaktionen in dem entsprechenden Test. Die 1.6Spalyt die verwendete Methode, die 1.
Zeile zeigt die HLA-AK Spezifitaten.

Folgende Beobachtungen kdnnen aus diesem Beisygelatet werden: nicht alle IgG-AK
sind zytotoxisch (LCT) und komplementaktivierend.¢¢CC4d); durch den LCT werden nicht
alle komplementbindende relevante AK detektiersanelers bei Klasse Il; es gibt in diesem
Beispiel eine vollstandige Ubereinstimmung zwisctlen C4d- und C1g-Methoden fiir
Klasse | und Il. Diese wurde ebenso bei andereierfitah beobachtet. Es stellt sich damit die
Frage was die Vorgehensweise bei solchen untediadien Resultaten zwischen LCT und
die Modifikationen ist und was die Griinde daftidsi8ensitivitdt der Methode,
unterschiedliche Mechanismen zur Komplementaktivigroder sind die nicht
Ubereinstimmenden Reaktionen falsch positiv? Ed War, dass diese sensitiven neuen
Methoden zum Nachweis von komplementbindenden HIiKAs&hr gut studiert, in grof3en

Studien zum Transplantattiberleben und mit Rejektidtorreliert werden miussen. Weiterhin
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bleibt das Problem bei der HLA-AK-Diagnostik, dasskeine einheitliche Vorgehensweise

zwischen den verschiedenen Laboren gibt. Grundr dstfgich weiterentwickelnde Forschung

mit neuen Erkenntnissen und Methoden, wobei je@ddé®t unterschiedlichen Testanalysen

vertraut.

Zusammenfassend kann man folgende Stichpunktaediin dlieser Arbeit verwendeten

Methoden auffuhren (Tabelle 23).

Tabelle 23:Die wichtigsten Vor- und Nachteile der meistverwesten Methoden zum HLA-

AK Nachweis.
Test Trager Typ AK Sensitivitat Spezifitat Limitierung Kosten
zytotoxische schwierig zu antilymphozytare nicht

el Zellen IgG+IgM schwach erkennen Medika (Rituximab) | kostenintensiv
Lumlngx 1gG Beads IgG schwach schwierig zu | erhodhter Background preiswerter

Mix erkennen (nach Ivlg) als SA
Luminex IgG sehr . . detektiert ,,sehr viele . .

SA Beads 1gG sensitiv eindeutig AK" kostenintensiv
Luminex C4d- Beads komplementbindende sehr cindeuti Komplementinhibitoren kostenintensiv

SA (C4d) IgG+igM sensitiv 9 in Serum

Aus der 0.g. Tabelle ist nachzuvollziehen, dasemnseue Modifikation des Luminex-Tests,

die wichtigsten Vorteile aller anderen Methoderseimiel3t (Nachweis sicher relevanter

komplementaktivierender HLA-AK, grol3e Sensitivit&ichte Auswertung, Verzicht auf

Zellen) und als Nachteil konnen die Kosten erwatriden, die allerdings die von einem SA-

Test nicht wesentlich Ubersteigen.

4.3 Nutzen von C4d-Luminex und Ausblick

Mit dieser Arbeit haben wir eine neue Modifikatides Luminex-Tests entwickelt. Neu hier

sind das Analysieren von Patientenseren in der-Blpédse nach Nieren-TX, sowie der

Testablauf an sich. In der Zukunft sehen wir ddd-Cuminex-Test als eine fihrende solide

Methode zum non-invasiven Nachweis von humoralgelien. Wir sehen die Methode als

einzige rettende Moglichkeit fur viele hochimmueise Patienten im AMM-Programm,

indem sensitiver und genauer die komplementbindehtleA-AK definiert werden. Unser

C4d-Luminex-Test kann ein Hinweis flr eine begirdeRejektion geben und den Erfolg

nach Plasmapheresen oder IgG-Therapien beurt8llese Methode kann ebenso gut zum

Auswabhl von ,,gematchten” TKs dienen. Diese mégiic Anwendungen der Methode
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kénnen in der Zukunft sicherer genutzt werden, im@et3ere Studien mit Beurteilung der
klinischen Relevanz erfolgen. Die C4d-AK sind vetlich wie die im LCT bekannten
zytotoxischen HLA-AK Klinisch relevant und fuhrearzZRejektion oder weisen daraufhin. Es
muss in Studien das Zeit-Fenster zwischen demrefsiéireten von C4d-AK und einer
Rejektion definiert werden, sowie der Zeitpunkt zBmsetzen bzw. Andern der Therapie
bestimmt werden. Es kann im Testablauf zum NachwesC4d-bindenden HLA-AK ein
Sekundar-AK zum Detektieren der Ig-Klassen der HAReingefiihrt werden. Weitere
Methoden, die andere Komplementkomponeneten nasbngkénnen ebenso eingeftihrt
werden. Das Verwenden dieser hochsensitiven Teehrkiénnte in Zukunft den Standard-

LCT-Tets vervollstandigen oder sogar ersetzen.
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5. Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit dem Naeis von klinisch-relevanten HLA-
Antikdrpern (AK) nach Nieren-Transplantation. Dabpielen zytotoxische AK, die gegen
HLA-Merkmale des Spenders gerichtet sind, einergidle Rolle; sie stellen bereits zur
Transplantation eine absolute Kontraindikation darsie eine hyperreaktive Rejektion
auslosen konnen. Das momentanige Anliegen isieirsgat-Phase nach
Nierentransplantation neue, nicht invasive Labohoéén zu entwickeln, um eine
Transplantatabstof3ung rechtzeitig zu diagnostizidder Luminex-Test ist derzeit die meist
verwendete Methode, die eine sehr grof3e Sensitadifiveist. Um diese Luminex-HLA-AK
besser zu charakterisieren und sensitiver kompltiretende HLA-AK von nicht
komplementbindenden zu unterscheiden, haben werMdifikation des Luminex-
Festphasen-Tests entwickelt. Der Nachweis erfalgtid Detektion von der C4d-

Komplementkomponente, was gut mit C4d-positiverpBien bei Rejektion korreliert.

Ziel dieser Arbeit war diese C4d-Luminex-Modifikai zu optimieren, als Routine-Test zu
evaluieren, das Prifen der klinischen Relevanzadeftenseren, sowie der Vergleich
zwischen dem C4d-Luminex-Test mit den Standard-bii¢h: Lymphozytotoxizitatstest
(LCT) und Luminex-IgG.

Die Ergebnisse zeigen eine sehr hohe SensitiviRlausibilitdt des C4d-Luminex-Tests.
Es wurden alle Schritte des Arbeitsprotokolls, imieubationszeiten, Temperatur,
Waschschritte, Detektions-AK, Komplementquelle, b&frandlung der Testseren, ausgetestet
und optimiert. Wir haben keinen erhdhten Backgroodelr falsch positive Ergebnisse in
unserem Test gefunden, auch nicht in Seren nacixiRiab-Behandlung der Patienten. Es
wurde hingegen festgestellt, dass der Luminex-8angeTest falsch negative Resultate
liefern kann. Dies fuhrt zur Empfehlung, alle dgménzwertig positiven Seren auch mit den
Luminex-Einzelantigentests Klasse | bzw. Il zu ustiehen. Bei dem Vergleich zwischen
C4d-Luminex-Test und den Standard-Methoden wurderessante und nicht erwartete
Resultate beobachtet: In der Gruppe von HLA-Kldss&d 1l negativen Patienten, wurden
donorreaktive C4d-bindende HLA-AK detektiert. Irr d&ruppe von Patienten, die fir HLA
Klasse | und Il AK positiv waren, wurden mittels d@Chuminex-Test ebenso DRA gefunden,
die im LCT nicht detektierbar waren. Es wurde albbebbachtet, dass mehr als die Halfte der
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5. Zusammenfassung

Seren von hoch-immunisierten Patienten, getest&tandard-Luminex-Test, HLA Klasse |
und Il C4d-bindende AK aufweisen.

Die Vorteile des C4d-Luminex-Tests sind die groBasitivitat und Spezifitat der
nachgewiesenen HLA-AK, leichte und eindeutige Authagkeit, sowie der Verzicht auf
Arbeiten mit Spender-Zellen. Diese Modifikationdretbriicken die Nachteile der Standard-
Methoden LCT und Luminex und detektieren komplerientende beider HLA-Ak Klassen |
und Il, mit einer deutlich hoheren SensitivitatWargleich zum LCT. Der C4d-Luminex-Test
kann zur Risiko-Definition bei hochimmunisiertertieaten verwendet werden, sowohl als
Routine-Test wie auch als Screening-Methode eirfgefiierden. Der Nachweis der Relevanz
der C4d-bindenden HLA-AK im Langzeitiiberleben nalteren-TX steht fur weitere Studien

noch aus.
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