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ZUSAMMENFASSUNG

Bei der Lebendnierenspende hat man die Chance, das immu-

nologische Risiko vor Transplantation sehr detailliert zu tes-

ten. Neben der Bestimmung der humanen Leukozytenanti-

gene (HLA) ist die Suche nach HLA-Antikörpern und die Ver-

träglichkeitsprobe (Crossmatch) zwingend erforderlich, wo-

bei in Deutschland derzeit als Standard die komplementver-

mittelte Zytotoxizität gemessen wird (CDC-Crossmatch). Es

geht darum, herauszufinden, ob der Empfänger präformierte

spenderspezifische Antikörper hat, die eine Transplantat-

abstoßung auslösen können. Im Ausland, beispielsweise in

Großbritannien, ist dagegen das durchflusszytometrische

Crossmatch inzwischen als Standardverfahren etabliert. Die-

ses wurde bereits 1983 beschrieben und ist sensitiver als das

CDC-Crossmatch. Es gibt inzwischen umfangreiche Studien,

die zeigen, dass ein positives durchflusszytometrisches Cross-

match ein erhöhtes Risiko für antikörpervermittelte Absto-

ßungen anzeigt. Dies konnte in unserer Kohorte bestätigt

werden, in der ein positives durchflusszytometrisches Cross-

match für die T-Zellen ein 10,1-fach und für die B-Zellen ein

3,2-fach erhöhtes Risiko anzeigt.

ABSTRACT

Prior to living kidney donation the immunological risk can be

assessed very detailed. Apart from testing for human leuko-

cyte antigens (HLA) the detection of HLA antibodies and the

crossmatch are mandatory. In Germany, the standard method

is still based on complement dependent cytotoxicity (CDC

crossmatch). It is used to detect preformed donor-specific

antibodies that could lead to transplant rejection. Abroad, for

example in Great Britain, the flow cytometric crossmatch is

currently established as a standard assay. This crossmatch

was already described in 1983 and it is more sensitive than

the CDC crossmatch. There are comprehensive data showing

that a positive flow cytometric crossmatch indicates an in-

creased risk of antibody mediated rejection. We could confirm

these data in our own cohort; a positive T cell flow crossmatch

indicated a 10.1-fold and a positive B cell crossmatch a 3.2-

fold increased risk.

Die durchflusszytometrische Verträglichkeitsprobe – sensitivere
Diagnostik zur Prädiktion von Transplantatabstoßungen

The Flow Cytometric Crossmatch – a More Sensitive Prediction
of Transplant Rejections
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Methoden zur immunologischen Risiko-
abschätzung vor Transplantation

Zur immunologischen Risikoabschätzung wird vor Transplantatio-
nen die Verträglichkeit zwischen Spender und Empfänger unter-
sucht. Neben der Bestimmung von HLA-Antigenen bei Spender
Lindemann M et al. Die durchflusszytometrische Verträglichkeitsprobe… Transfusionsmedizin 2
und Empfänger muss das Empfängerserum auf spenderspezi-
fische Antikörper getestet werden. Dies ist in den Richtlinien der
Bundesärztekammer und den Standards von Eurotransplant fest-
gelegt. Vorbestehende Antikörper zum Zeitpunkt einer Nieren-
transplantation können vor allem gegen AB0-Blutgruppen oder
gegen humane Leukozytenantigene (HLA) gerichtet sein und zu
einer hyperakuten Transplantatabstoßung führen [1]. Die Bestim-
233017; 7: 233–237



FAKTENBOX

Immunologische Risikoabschätzung vor Lebendnierentrans-

plantation

HLA-Antikörpersuche und ‑spezifizierung

▪ Lymphozytotoxizitätstest, welcher die komplementvermit-

telte Zytotoxizität misst (Lymphocytotoxicity Test [LCT],

Complement dependent Cytotoxicity [CDC])

▪ Luminex

Crossmatch

▪ CDC, für T- und B-Zellen, falls positiv mit Dithiothreitol

(DTT)

▪ durchflusszytometrisch für T- und B-Zellen

▶ Abb. 1 Prämisse des Crossmatches – HLA-Antikörper aus Emp-
fängerserum reagieren gegen das Transplantat und gegen Spen-
derlymphozyten.
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mung von HLA-Antikörpern erfolgt vor Nierentransplantation
mittels Antikörpersuchtest und bei Vorliegen von Antikörpern zu-
sätzlich mittels Antikörperspezifizierung (siehe „Faktenbox“). Ein
Teil der üblichen Tests basiert auf der komplementvermittelten
Zytotoxizität (Complement dependent Cytotoxicity [CDC]) und
wird auch als Lymphozytotoxizitätstest (Lymphocytotoxicity Test
[LCT]) bezeichnet. Neuere, inzwischen ebenfalls weitverbreitete
Verfahren verwenden farbkodierte Polystyrolkügelchen (soge-
nannte Microbeads), an die HLA-Antigene gekoppelt sind (Lumi-
nex-Methode). Mit der Luminex-Methode ist eine Antikörper-
suche (sogenanntes Screen bzw. Mixed Beads Assay) oder eine de-
taillierte Differenzierung der HLA-Antikörper (sogenanntes Single
Antigen Bead Assay) möglich. Allerdings findet man auch nicht
spenderspezifische Antikörper und „natürliche“ Antikörper, die
möglicherweise gegen Mikroorganismen gerichtet sind und die
lange Zeit als nicht prädiktiv für denTransplantationsverlauf ange-
sehen wurden [2]. Aktuelle Daten jedoch weisen darauf hin, dass
auch „natürliche“Antikörper mit einer antikörpervermittelten Ab-
stoßung assoziiert sein könnten [3]. Bei der Luminex-Methode
kommen außerdem falsch negative Reaktionen vor, beispiels-
weise aufgrund eines Prozoneneffekts [4].

Ferner ist eine Verträglichkeitsprobe (Crossmatch) vor-
geschrieben, bei der mononukleäre Zellen oder T- und B-Zellen
des Spenders mit dem Serum des Empfängers inkubiert werden
(siehe „Faktenbox“). Dieser Ansatz basiert auf der Prämisse, dass
HLA-Antikörper des Empfängers nicht nur gegen das Transplan-
tat, sondern auch gegen Lymphozyten des Spenders gerichtet
sind (▶Abb. 1). Das Crossmatch wurde bereits 1964 von Terasaki
und McClelland beschrieben [5] und basiert – genau wie die Tests
zur Antikörpersuche – auf der komplementvermittelten Zytotoxi-
zität (CDC-Crossmatch). Es konnte gezeigt werden, dass ein posi-
tives CDC-Crossmatch prädiktiv für eine hyperakute Abstoßung
ist [6]. Dieses Crossmatch-Verfahren detektiert HLA- und Non-
HLA-Antikörper, welche das Komplement aktivieren und zur IgG-
oder IgM-Klasse gehören können. IgM-Antikörper werden dann
postuliert, wenn eine positive Reaktion nach Zugabe von Dithio-
threitol (DTT) verschwindet, da DTT zur Spaltung von Disulfidbin-
dungen in IgM-Antikörpern führt. Die IgM-Antikörper gelten als
nicht transplantationsrelevant. Antikörper, die nach DTT-Zugabe
persistieren, werden dagegen als IgG-Antikörper angesehen, die
transplantationsrelevant sind. Es wurden einige Modifikationen
beschrieben, um das CDC-Crossmatch sensitiver und spezifischer
zu machen [7–9]. Diese haben sich aber in der Routinediagnostik
nicht durchgesetzt. Das CDC-Crossmatch ist in Deutschland wei-
terhin das Standardverfahren. Im Ausland dagegen, beispielswei-
se in Großbritannien, ist ein anderes zellbasiertes Verfahren, das
durchflusszytometrische Crossmatch, inzwischen als Standardver-
fahren etabliert, selbst bei der immunologischen Rufbereitschaft
im Nachtdienst. Es wurde bereits 1983 von Garovoy et al. be-
schrieben [10].
Durchflusszytometrisches Crossmatch
Das durchflusszytometrische Crossmatch wurde eingeführt, weil
es methodenbedingt sensitiver als das CDC-Crossmatch ist [10–
14]. In seiner Sensitivität liegt es zwischen dem CDC-Crossmatch
und der oben beschriebenen Testung auf HLA-Antikörper mittels
234 Lindemann M et al. D
Single Antigen Beads. Es detektiert – im Unterschied zum Antikör-
pernachweis mittels Single Antigen Beads – nur spenderspezi-
fische Antikörper, und zwar sowohl HLA- als auch Non-HLA-Anti-
körper. Es werden komplementaktivierende und nicht aktivieren-
de Antikörper erfasst. Um diese zu differenzieren, könnte man das
durchflusszytometrische Crossmatch so modifizieren, dass nur
komplementaktivierende IgG-Subklassen (IgG1 und IgG3 anstelle
des gesamten IgG) erfasst werden. Die Beladung mit spenderspe-
zifischen IgG-Antikörpern wird detektiert durch einen Antikörper
gegen humanes IgG, der direkt oder über einen Verstärkerkom-
plex [15] mit einem weiteren Fluoreszenzfarbstoff markiert ist,
z. B. Fluoresceinisothiocynat (FITC) (▶Abb. 2). Die T- und B-Zellen
des Spenders werden durch Antikörper gegen Oberflächenanti-
gene (anti-CD3 bzw. anti-CD19) nachgewiesen, die an fluoreszie-
rende Farbstoffe wie Phycoerythrin (PE) gekoppelt sind. Es werden
üblicherweise folgende Kombinationen getestet: allogener Wert
(Spenderzellen und Empfängerserum), autologer Wert (Empfän-
gerzellen und Empfängerserum), Negativkontrollen mit Serum
ie durchflusszytometrische Verträglichkeitsprobe… Transfusionsmedizin 2017; 7: 233–237



IgG

FITC (Fluoresceinisothiocyanat)

PE (Phycoerythrin)

anti-human IgG

Seren:

Empfänger

Negativ-

kontrolle
ohne HLA-Antikörper und Positivkontrollen mit Serum, das HLA-
Antikörper mit einer Panel-Reaktivität (PRA) von über 95% enthält
(▶ Abb. 2). T-Zellen werden untersucht, um HLA-Klasse-I-Anti-
körper zu detektieren, B-Zellen zur Detektion von Klasse-I- und
‑II-Antikörpern. Allerdings können auch aktivierte T-Zellen HLA-
Klasse-II-Antigene exprimieren und binden dann ebenfalls HLA-
Klasse-II-Antikörper [16].
T- oder

B-Zelle

anti-CD3 oder

anti-CD19

CD3

CD19

oder

Positiv-

kontrolle

Spender

Empfänger

Zellen:

▶ Abb. 2 Prinzip des durchflusszytometrischen Crossmatches –
Kombinationen von Seren und Zellen sowie Strukturen, die durch
fluoreszierende Antikörper detektiert werden.

IgG

FITC FITC

FITC (Fluoresceinisothiocyanat)Verstärkerkomplex

Streptavidin

Biotin

anti-human

IgG

▶ Abb. 3 Biotin-Streptavidin-Komplex, der zu einer etwa 3-fachen
Signalverstärkung führt.
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Eigene Erfahrungen mit dem durchfluss-
zytometrischen Crossmatch

Seit 2004 wird am Transplantationszentrum Essen vor der Lebend-
nierenspende zusätzlich zum CDC-Crossmatch regelmäßig ein
durchflusszytometrisches Crossmatch durchgeführt. Wir haben
uns zu diesem Vorgehen entschlossen, weil bei einer Lebendspen-
de die Chance besteht, die Verträglichkeit zwischen Spender und
Empfänger vor Transplantation detaillierter zu untersuchen, und
selbst Antikörper mit sehr niedrigem Titer schädlich für das Trans-
plantat sein können [17]. Auch wenn ein positives durchflusszyto-
metrisches Crossmatch derzeit nicht als Kontraindikation für eine
Transplantation angesehen wird, zeigt doch ein positives durch-
flusszytometrisches T-Zell-Crossmatch ein erhöhtes Risiko für
eine Abstoßung an [18,19]. In einer Essener Kohorte bestand bei
positivem T-Zell-Crossmatch ein 10,1-fach erhöhtes Risiko für
eine antikörpervermittelte Abstoßung [15]. Ein negatives T-Zell-
Crossmatch vor Transplantation ist nach unseren Daten ein exzel-
lenter Prädiktor dafür, dass eine antikörpervermittelte Abstoßung
nicht auftritt. Methodisch ist hier anzumerken, dass in Essen im
Gegensatz zu anderen Zentren [11–13,20–27] eine besonders
sensitive Technik verwendet wird, bei der eine Signalverstärkung
über Biotin-Streptavidin-Komplexe erfolgt. Spenderspezifisches
IgG wird dabei über biotingekoppeltes Anti-human-IgG detek-
tiert, an das 3 Streptavidin-FITC-Proteine binden, was etwa zu
einer Verdreifachung des Signals führt (▶Abb. 3) [15,28]. Wäh-
rend in unserer Kohorte der negative prädiktive Wert bei 99% lag,
wurde er ohne Verwendung des Verstärkerkomplexes mit 90% an-
gegeben [27]. Der Test wurde bei uns so sensitiv eingestellt, um
möglichst alle spenderspezifischen IgG-Antikörper zu erfassen.
Die Ergebnisse des durchflusszytometrischen Crossmatches wer-
den bei uns genutzt, um die immunsuppressive Therapie zu adap-
tieren oder, bei Verfügbarkeit mehrerer Spender, den geeignets-
ten auszuwählen.

Wir führen das durchflusszytometrische T-Zell-Crossmatch fol-
gendermaßen durch: In einem 1. Schritt werden mittels Forward/
Sideward Scatter (FSC/SSC) die Lymphozyten- und Monozyten-
regionen abgegrenzt (▶Abb. 4). Dann werden durch Markierung
mit Anti-CD3-Antikörpern die T-Zellen innerhalb der Lymphozy-
tenregion identifiziert. In dieser Population wird anschließend die
Bindung des Biotin-IgG/Streptavidin-Komplexes dargestellt. Als
Ergebnis wird die mediane Fluoreszenzintensität angegeben, wo-
bei eine lineare Skala von 0–1024 verwendet wird. Hier soll betont
werden, dass die Auswertung des durchflusszytometrischen
Crossmatches nicht standardisiert ist und z. B. beim weitverbrei-
teten UK-NEQAS-Ringversuch Grenzwerte sehr unterschiedlich
definiert sind [27]. Grenzwerte müssen vom jeweiligen Zentrum
Lindemann M et al. Die durchflusszytometrische Verträglichkeitsprobe… Transfusionsmedizin 2
festgelegt werden, etwa wie bei uns durch eine Receiver-operat-
ing-characteristic-Analyse (ROC-Analyse).

Der Stellenwert des B-Zell-Crossmatches ist bislang weniger
klar als der des T-Zell-Crossmatches. In unserer Kohorte war auch
ein positives B-Zell-Crossmatch prädiktiv, es zeigte ein 3,2-fach
erhöhtes Risiko für eine antikörpervermittelte Abstoßung an [28].
Dabei kommt es im Vergleich zum T-Zell-Crossmatch zu stärkeren
Hintergrundreaktionen. Um diese zu reduzieren, ist es beim
durchflusszytometrischen B-Zell-Crossmatch üblich, Pronase zu-
zugeben [18,28,29]. Pronase ist ein proteolytisches Enzym, das
an F(c)-Rezeptoren bindet und diese verdaut [30]. Damit sollen
unspezifische Reaktionen verhindert werden. Pronase entfernt
beispielsweise auch CD20 von den B-Zellen und kann daher er-
möglichen, trotz der Gabe von Rituximab (einem Antikörper ge-
gen CD20) das B-Zell-Crossmatch auswerten zu können [31]. Die-
se Beobachtung deckt sich mit unseren eigenen Erfahrungen
[28]. Es ist zu beachten, dass die Behandlung mit Pronase auch
die HLA-Expression verändern kann, sodass jedes Labor für seine
Versuchsbedingungen die Grenzwerte zwischen negativer und
positiver Reaktion optimal einstellen muss [32]. Ein CDC-Cross-
235017; 7: 233–237
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match ist – im Gegensatz zum durchflusszytometrischen Cross-
match – für die B-Zellen nach Rituximabgabe fast immer positiv
und damit nicht auswertbar [28]. Somit erzielt man bei AB0-Blut-
gruppen-inkompatiblen Transplantationen, bei denen regelmäßig
eine Vorbehandlung mit Rituximab erfolgt, mit einem durchfluss-
zytometrischen Crossmatch eher ein auswertbares Ergebnis. Inte-
ressanterweise hat auch die Konstellation der AB0-inkompatiblen
Blutgruppen von Spender und Empfänger einen Einfluss auf die
Reaktionsstärke beim durchflusszytometrischen T-Zell-Cross-
match, vermutlich weil Isoagglutinine der Klasse IgG an die T-Zel-
len binden [28]. Es wurde beschrieben, dass nicht nur Erythrozy-
ten, sondern auch Lymphozyten AB0-Blutgruppenantigene tra-
gen [33]. Besaß der Empfänger die Blutgruppe 0 und der Spender
A oder B, so konnten wir besonders starke Reaktionen beim
durchflusszytometrischen T-Zell-Crossmatch beobachten [28].
Da aufgrund des Organmangels eine Zunahme AB0-inkompatib-
ler Transplantationen wahrscheinlich ist, sollten Grenzwerte auch
für diese Konstellationen definiert werden.
Fazit
Wenn genügend Zeit für eine Vorbehandlung des Empfängers
und eine optimale Spenderauswahl bleibt (= Lebendspende) oder
wenn das CDC-Crossmatch an Grenzen stößt, sollte auch deut-
schen Patienten das sensitivere durchflusszytometrische Cross-
match angeboten werden. Diese Methode ist im Ausland seit Jah-
236 Lindemann M et al. D
ren ein Standardverfahren. Ihrer Verbreitung in Deutschland steht
derzeit entgegen, dass sie arbeitsaufwendiger als das CDC-Cross-
match ist und dass sie nicht kostendeckend abgerechnet werden
kann. Gerade in Zeiten des Organmangels aber sollten Diagnostik
und Therapie bei Transplantationspatienten optimal sein, damit
die wenigen Transplantate möglichst lange funktionstüchtig blei-
ben.
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