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Aus der Abteilung fiir Allergie und Klinische Immunologie der Dermatologischen
Universititsklinik Bern — Vorsteher: Prof. H. Kuske

Technik der Leukozytentypisierung (heutiger Stand)
A. L. pE WECK

Die Bedeutung der Bestimmung der Leukozytengruppenantigene (so-
genannte «Typisierung») beruht auf der Tatsache, dass solche Membran-
antigene in verschiedenen Zellen des Organmismus vorhanden sind und fiir
eine Sensibilisierung gegeniiber Organen bzw. Gewebetransplantaten ver-
antwortlich sein kinnen. Wie kann man beweisen, dass Leukozytenantigene
bei der Transplantatabstossung eine Rolle spielen? Kinerseits wurde schon
1946 durch MEpAwaAr gezeigt, dass eine Vorsensibilisierung durch intra-
dermale Injektion von Spenderleukozyten bei der Maus zu einer schnelleren
Abstossung {«second set rejection») des Transplantats pridisponiert. An-
dererseits konnte festgestellt werden, dass Transplantationen zwischen In-
dividuen ohne nachweisbare Inkompatibilititen hinsichtlich lLeukozyten-
antigenen ecine geringere Abstossungsquote aufweisen als zwischen Indivi-
duen mit nachgewiesenen Inkompatibilititen. Ber Transplantationen zwi-
schen Verwandten (Eltern-Kinder oder zwischen Geschwistern), insbeson-
dere bei der Nieren- und Hauttransplantation, ist ein solcher Beweis {iber-
zeugend erbracht worden. Bei Transplantationen zwischen nicht verwandten
Personen (Kadavernieren) war es fiir einige Zeit nicht méglich, einen deut-
lichen Einfluss der Leukozytenkompatibilitit nachzuweisen. Dies beruhte
aber hauptsichlich auf der Tatsache, dass noch nicht geniigend Leukozyten-
antigene bekannt waren. Seit einiger Zeit zeigen die Statistiken verschie-
dener Gruppen deutlich, dass die Leukozytenkompatibilitit die Prognose
der Nierentransplantation beeinflusst.

Vom historischen Standpunkt aus war die Leukoagglutination die erste
Methode, die es ermoglichte, Leukozytenantigene nachzuweisen. Die ent-
sprechenden notwendigen Antileukozytenantiseren konnten entweder bei
polytransfundierten Patienten, bei schwangeren Frauen und bei transplan-
tierten Patienten gefunden und zur Typisiernng verwendet werden. Die
Hauptschwierigkeit bei der Leukozytentypisierung ist wohl die, sogenannte
monospezifische Typing-Antiseren zu finden. Bei den Leukozytenantigenen
handelt es sich um ein Mosaik von Antigenstrukturen, die auf der Membran
der Zelle haften bzw. konstitulerende Strukturen der Zellmembrane dar-
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Abb. 1. Bestimmung von Histokompatibilititsantigenen,

stellen. Monospezifische Antikorper, d. h. Antikorper, die nur gegen emes
aller moglichen Gruppenantigene gerichtet sind, werden theoretisch nur
dann erwartet, wenn bei der Immunisierung Spender und Empfinger sich
nur durch ein solches Antigen unterscheiden. Da wir aber nicht nur eines,
sondern mehrere der moglichen Leukozytenantigene gleichzeitig besitzen,
differieren ofters Spender- und Empfingerpaare durch mehrere Leuko-
zvtenantigene, was zur Bildung von polvspezifischen Antikorpern fiihrt.
Das Prinzip der Leukozitenagglutination wird auf Abb. 1 schematisch dar-
gestellt. Wie bei anderen Immunsvstemen scheinen die lgM-Immunglobu-
Iine in ithrer Agglutinationsfihigkeit wirksamer zu sein als IgG-Immun-
globuline. Die Leukoagglutination wurde vor kurzem zu einer Mikrotechnik
entwickelt. Da monospezifische Antiseren selten und sehr schwer erhiltlich
sind, wird es unerlisslich, dass Mikrotechniken verwendet werden, wenn die
Leukozytentypisierung sich zu emer Routinemethode entwickeln soll, Die
Methode der Leukoagglutination ist relativ einfach und schnell durchzu-
fihren. Sie hat aber zweir wesentliche Nachteile: Krstens ist sie relativ
schwer reproduzierbar, und zweitens erfordert sie frische Leukozyten, die
nicht mehr als cinige Stunden gestanden haben. Weitere Einzelheiten iiber
die Leukoagglutinationsmikrotechnik sind in Tabelle 1 aufgefiithrt. Mit Aus-
nahme der Eurotransplantzone Benelux und Norddeutschland, wo die
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Tabelle 1
Lymphozytotoxizitat (Mikrotechnik)

1. Defibriniertes Blut

LA

. Varbereitung der Lymphoziftensuspension

a) Beachleunigte Sedimentation in Dextran — Leukozytensuspension {(Supernat)
durch Baumwolle/Nylon-Fasern (Entfernen der Granulozyten) — Gradienten-
zentrifugation auf 309, Albumin {Entfernen der Ervthrozyten)

b} Dirckte Zentrifugation des verdiinnten Blutes auf Ficoll-lsopaque Gradient
- Waschen, Zihlen und Anpassen der Lymphozytensuspension (2000/mm?),
Viabilitatskontrolle (Trypanblautest)

. Realktion

el

1 p1 Lymphozytensuspension (2000)

1 1l Antileukozytenserum (auf Terasaki-Platte)

Inkubation 30 60 min bei 37", dann 5 gl Kaninchen (*" beifiigen
Inkubation G0 min bei 37°

4. Auswertunyg

Eosin (Kontrast) und Formaldehyd (Fixation) hinzufiigen
Ablesen in umgekehrtem Phasenkontrastmikroskop

Forteile :

sehr empfindlich (zahlreiche Antigene entdeckt)

gute Reproduzierbarkeit (=959}

fixierte Reaktion {Kontrollméglichkeit)

Einsparung von Reagenzien, Aufbewahrungsmoglichkeit

Nuachteile:  sehr empfindlich {(monoespezifische Antiseren selten)
zahlreiche Manipulationen {erfordert viel Zeit)
Gesrmntzeit ) Methode o) ~5 Std.

Methode by ~3 std.

Leukoagglutinationsmikrotechnik noch routinemissig verwendet wird, schei-
nen heutzutage die zwei anderen Methoden von den meisten Gruppen be-
vorzugt zu werden.

Die Lymphozytotorizitiitstechnik, insbesondere in der Form, wie sie von
TErAsAKI entwickelt wurde, ist die in der Praxis am meisten verbreitete
Methode. Thr Prmnp ist in Abb. 1 schematisch dargestellt. Fiir diese Methode
verwendet man nicht Gesamtleukozyten wie bei der Leukoagglutination,
sondern Lymphozyten, die resistenter als die Granulozyten sind und deshalb
erlauben, noch in einem Blut, das schon 24-48 Std. alt ist, eine lebende
Lymphozytenpopulation zu isolieren. Spezifische Antiseren fiir Lympho-
zvtenmembranantigene iiben auf die Membran eine toxische Wirkung aus,
wenn Komplement vorhanden ist und wenn diese Antikorper fihig sind, das
Komplementsystem zu aktivieren. Die spezifische Schiddigung der Lympho-
zyten kann verschiedentlich nachgewiesen werden (Vitalfirbung, Fluoro-
chromasie, Phasenkontrast). Die Differenzierung von toten und lebenden
Zellen 1m Phasenkontrast nach TErasakr hat zahlreiche Vorteile und hat
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sich gut cingefiihrt. Fir lingere Zeit hatte die Lymphozytotoxizitits-
methode den Nachteil, lange und delikate Manipulationen zu erfordern, um
die notwendige reine Lymphozytensuspension zu gewinnen {Tab. 1). Seit
einiger Zeit ist es aber moglich, durch eine einfache Gradientzentrifugation
eine solche Suspension in ca. 30 Minuten vorzubereiten, so dass die Gesamt-
zeit der Reaktion wesentlich verkiirzt werden konnte. Vorteile und Nach-
teile der Lymphozytotoxizititsmethode sind in Tabelle 1 kurz zusammen-
gefasst. Da diese Methode besonders empfindlich ist, 1st es in diesem Fall
auch schwieriger, echte monospezifische Antiseren zu erhalten.

Die Komplementhindungsreaktion mat Thrombozyten ist zurzeit nur von
einzelnen Gruppen entwickelt und routinemissig zur Charakterisierung der
Leukozytenantigene verwendet worden, Das Prinzip ist identisch mit dem-
jenigen der Wassermann-Reaktion oder irgendeinem anderen Komplement-
konsumptionstest. [der Verbrauch an Komplement durch eine Thrombo-
zyten-Immunglobulinreaktion wird durch das entsprechende himolytische
Indikatorsystem (sensibilisierte Schafzellen) gemessen (Abb. 1). Dieser Test
ist relativ unempfindlich und hat in diesem Sinne den Vorteil, da operatio-
nell monospezifische Antiseren relativ leichter zu finden sind. Plittehen sind
auch mehrere Monate bei 4° C haltbhar, was ebenfalls ein grosser praktischer
Vorteil 1st. Dagegen war es bisher nicht moglich, eine echte Mikrotechnik
zu entwickeln, so dass die Komplementbindungsmethode relativ viel Tvping-
Antigseruim braucht. Ferner sind nicht wie hei der Lymphozvtotoxizitits-
reaktion alle Reagenzien in gefrorenem Zustand fiir lingere Zeit haltbar.
Andererseits ist dic Komplementbindungsreaktion gut geeignet fiiv halb-
quantitative Arbeit.

In der Schweiz wurde als einheithehe Methode fiiv die Typisierung von
Organspendern und -empfingern in verschiedenen schweizerischen Labora-
torien die Lymphozytotoxizititsmethode, wie sie von TErRaAsaKI entwickelt
und vor kurzem vom NIH kodifiziert wurde, angenommen. Fiir die Vor-
bereitung der Lymphozyvtensuspension haben wir zuerst die Methode von
KissMEYER-NIELSEN [1] verwendet, seit kurzer Zeit aber die schnellere und
zuverlissigere Zentrifugation auf einen Ficoll-1sopaque Gradient [2]. Diese
Technik hat beit uns zu gut reproduzierbaren Resultaten gefiihrt. Bei indi-
viduellen Serumreaktionen st eine 100%1ge Reproduzierbarkeit nie zu er-
reichen, was auch den Krfahrungen in den USA entspricht, Wenn man aber
fur die Bestimmung eines spezifischen Leukozytenantigens nicht nur iiber
em Typing-Serum, sondern iiher mehrere verfiigt, kann die Bestimmung der
Antigenformel einwandfrei durchgefiihrt werden. Wie aus Tabelle 2 ersicht-
lich ist, st die Reproduzierbarkeit zwischen zwei verschiedenen schweizeri-
schen Laboratorien (Abteilung fiir Allergie und klinische Immunologie, Bern,
und Referenzlaboratorium Genf) als befriedigend zu bezeichnen. Die Tat-
sache, dass die Reproduzierbarkeit doch nicht 100°,ig ist, empfiehlt, dass
bei so wichtigen Untersuchungen wie fiir eine Organtransplantation Doppel-
bestimmungen und regelmissige Kontrollen zwischen den Laboratorien zur
Regel werden.
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Tabelle 2
Korrelation der Typisierungsresultate Bern-Genf
27 Patienten zweimal tvpisiert

Individuelle Serumreaklionen; 1846
Bern : — + —
Gend - — = -+
710 985 a0 53]

identiseh 92,39, 4,849, 2900

Restimmte Antigene: 305 identisch: 299 nicht identiseh: 29,* («matching error.)

* Nur fur Antigene, die von 2 verschiedenen Seren oder weniger bestimmt worden sind.

Tabelle 3
Leukozytentypisierung nach dem Tod

Blutentnahme 2 Std. vor dem Tod i = ‘ —
Blutentnahme 2 Std. nach dem Tod -+ — -
25% 642, 3% he,
T e T P

identisch 902,

Bestimmte Antigene; 8 identisch: 8

Wie wir auch vor kurzem feststellen konnten, 15t es méglich, mit derselben
Methode auch nach dem kardiovaskuldren Tod einen Patienten zu typisieren,
Durch intrakardiale Punktion 1st es noch eine Stunde nach Kintreten des
Todes moglich, geniigend fliissiges Blut zu gewinnen, um eine Typisierung
durchzufiithren. Die Resultate einer solchen Typisierung sind denen vor dem
Tod gleich (Tab. 3). Mit der Entwicklung der Methoden fiir Organkonser-
vierung wire damit zu rechnen, dass die Tvpisierung eventuell nicht wie bis-
her vor, sondern sogar nach dem Tod des Spenders durchgefithrt werden
konnte. Ein solches Verfahren wiirde die Anzahl der potentiellen Spender
wesentlich vergrossern und auch gewisse der gegenwiirtigen Schwierigkeiten
ausschalten (Komplikationen bei der Feststellung des Hirntodes usw.).
Selbstverstindlich bringt die Verwendung des kardiovaskulir toten Spen-
ders auch andere Probleme mit sich (Reduktion der warmen Ischimiezeit
usw.).

Zusammenfassung

Die Vorteile und Nachteile der verschiedenen Methoden, die zur Bestim-
mung spezifischer Leukozytenantigene (sogenannte Leukozytentypisierung)
verwendet werden kénnen, werden kurz besprochen. In der Schweiz wurde
als einheitliche Methode eine Lymphozytotoxizititstechnik nach TErasaxi
eingefiihrt, wobei die Vorbereitung der Lymphozytensuspension durch eine
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vereinfachte Gradientzentrifugation geschieht. Die Leukozytentypisierung
kann heutzutage als eine Routinetechmk beschrieben werden, deren Repro-
duzierbarkeit befriedigend ist.

Résnmé

Les avantages et désavantages des diverses méthodes utilisées pour la
détermination d’antigénes leucocytaires spécifiques («groupage leucocy-
taire») sont briévement énumérés. En Suisse, la technique de lvmphocyto-
toxicité d’aprés TERasAKIL a été introduite comme méthode unique, la pré-
paration des suspensions lymphocytaires étant toutefois affectuée plus
simplement par une centrifugation sur gradient. Le groupage leucocytaire
peut aujourd’hmi étre considéré comme une technique de routine, dont la
reproducibilité est satisfaisante.

Riassunto

Si discutono brevemente 1 vantaggi e gli svantagg der differenti metodi
che possono essere usati per determinare gl antigeni leucocitari specifici (si
parla in tal caso di tipizzare 1 leucociti). In Isvizzera fu introdotta quale
metodo unificato la tecnica secondo TERASAKI, basata sulla tossicita dei lin-
fociti; in questo caso la preparazione della sospensione linfocitaria € ottenuta
grazie ad un sistema semplificato della centrifugazione graduata. Tipizzare
1 leucociti & diventato oggi una teenica abituale. riproducibile in maniera
soddisfacente.

Summary

The advantages and disadvantages of the various methods which may be
nsed to determine specific lenkoevte antigens (“lenkocyte tvping’’) are
briefly discussed. In Switzerland, the lymphoeytotoxicity technique aceord-
ing to TERASAKI has been introduced as unique method, the preparation of
Iymphocyte suspension being however performed by a simple gradient
centrifugation. Leukocyte typing may be considered nowadays as a routine
mvestigation with a satisfactorv reproducibility.

I. KissMEYER-NIELSEX F, und Kugreye K. E.: Histocompatibility Testing 1967,
M. 381. Munksgaard, Kopenhagen.
2. Boyum A.: Scand. J. clin, Lab. Invest. 27, Suppl. 97 (1968).
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