
Einleitung

Mehrere tausend Patienten ver-

danken ihr Leben den Erfolgen 

der modernen Transplantations-

medizin. Die Transplantation wur-

de zum lebensnotwendigen Thera-

pieverfahren bei diversen Er-

krankungen, die andernfalls für 

den Patienten den sicheren Tod 

bedeutet hätten. Im vergangenen 

Jahr wurden in der Bundesrepu-

blik Deutschland 1.974 Nieren-, 

355 Herz-, 779 Leber-, sowie ins-

gesamt 400 Pankreas-, Lungen- 

und Dünndarm-Transplantationen 

durchgeführt (http://www.dso.de/

main_bottom.html). Außerdem wur-

den  insgesamt 2.615 autologe und 

2.060 allogene hämatopoietische 

Stammzelltransplantationen vorge-

nommen (DRST-Jahresbericht, http://

www.drst.de/download/jb2005.pdf). Zu 

den Erfolgen der Transplantations-

medizin hat die Entwicklung der 

modernen Immunologie und Im-

mungenetik einen wesentlichen 

Beitrag geleistet. Bundesweit gibt 

es mehrere Laboratorien, die heut-

zutage transplantationsimmuno-

logische Diagnostik betreiben. 47 

davon sind von der European 

Federation for Immunogenetics 

(EFI) akkreditiert.  
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Transplantationsimmunologischen Diagnostik
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Methodologie im 
transplantationsimmun-
ologischen Labor

Die Diagnostik in der Transplan-

tationsimmunologie hat sich seit 

der ersten Entdeckung der HLA-

Merkmale durch Jean Dausset im 

Jahr 1958 stark weiterentwickelt. 

Hat man in den ersten Jahren aus-

schließlich mit serologischen Ver-

fahren gearbeitet, so ist die klas-

sische Serologie heutzutage in den 

Hintergrund getreten. Dafür wer-

den zunehmend immer komplex-

ere molekularbiologische Typi-

sierungsverfahren eingesetzt. Der 

Durchbruch der molekularbiolo-

gischen Typisierung gelang An-

fang der 90er Jahre. Zudem konnte 

eindeutig gezeigt werden, dass 

die molekularbiologischen Ver-

fahren der konventionellen Sero-

logie überlegen waren (Mytilineos 

et al., Tissue Antigens 1997, 50: 

355-358). Inzwischen wird der 

überwiegende Anteil der HLA-

Diagnostik mit molekularbiolo-

gischen Verfahren durchgeführt. 

Bei der zeitgemäßen HLA-Ty-

pisierungsdiagnostik unterschei-

det man zwei Ebenen der Auf-

lösung: Eine niedrigauf lösende 

HLA-Typisierung liegt dann vor, 

wenn nur die ersten zwei Ziffern 

der vierstelligen Zahl, aus der die 
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Die Transplantationsmedizin ist heute ein 
nicht wegzudenkender Teil der modernen 
klinischen Versorgung. Eine fachlich und 
methodisch kompetente Labordiagnostik 
in diesem Feld ist von großer Bedeutung. 
Dieser Übersichtsartikel befasst sich mit 
aktuellen Aspekten der transplantations-
immunologischen Diagnostik. Molekular-
biologische Verfahren dominieren zurzeit 
dieses Gebiet. Serologische Techniken sind 
jedoch nach wie vor erforderlich, um die 
humoralen Aspekte der Histokompatibili-
tätsdiagnostik abzudecken. Organ- und 
Stammzelltransplantation sind die Haupt-
domänen der HLA-Diagnostik. Bei Krank-
heitsassoziationsstudien, in der Thrombo-
zytensubstitutionsdiagnostik sowie in der 
Abstammungsbegutachtung werden jedoch 
weiterhin HLA-Testungen angefordert.

Transplantation medicine is one of the 
most important fi elds in modern clinical 
care. Appropriate laboratory service 
support in this area is therefore absolutely 
indispensable. This review describes the 
current state of the art diagnostics in 
immunogenetics and histocompatibility. 
In the last ten years molecular methods 
have been increasingly applied for HLA 
typing purposes although serological 
techniques are still being widely used, 
predominantly for humoral compatibility 
testing in organ transplantation. The main 
clinical applications for HLA-typing are 
organ and stem cell transplantation, 
however, platelet transfusion, disease 
association testing as well as forensics are 
still a part of the routine work in clinical 
HLA-laboratories.
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richtet werden (z. B. niedrige Auf-

lösung: HLA-A*02, hohe Auf lö-

sung: HLA-A*0201). Je nach kli-

nischer Notwendigkeit wird eine 

Typisierung niedrig- oder hoch-

auf lösend durchgeführt. Im Prin-

zip kann man  sagen, dass für die 

SZ-Transplantation von nicht ver-

wandten Spendern eher eine hoch-

auf lösende Typisierung erforder-

lich ist, während für alle anderen 

Anwendungen eine niedrigauf lö-

sende Typisierung ausreichend 

ist.

Serologische Diagnostik

Das serologische Typisierungs-

verfahren heißt Mikrolymphozy-

totoxizitätstest (LCT). Bei diesem 

Test werden Lymphozyten zuerst 
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Bezeichnung eines HLA-Allels 

besteht (Abbildung 1), berichtet 

wird. Diese entspricht auch im 

weitesten Sinne der Nomenklatur, 

wie sie bisher für die Serologie 

eingesetzt wurde (z. B. serologisch 

HLA-A2, niedrigauflösend moleku-

larbiologisch: HLA*02).  Eine hoch-

auf lösende Typisierung liegt dann 

vor, wenn alle vier Ziffern, aus 

denen ein HLA-Allel besteht, be-

„Stille“ Mutation

Name des Genortes

Breite Spezifität
(niedrige Auflösung)

Sequenzielle Allelnummer
(hohe Auflösung)

Intron Polymorphismen

Serologisch oder 
Molekularbiologisch

Nicht
exprimiertes Allel

HLA - A * 29 01 01 02 N

Abbildung 1       

Die aktuelle Nomenklatur für die Faktoren des HLA-Systems 
   (Marsh SGE et al., Tissue Antigens 2005, 65:301-368) sieht folgende Regeln vor:

Bei der Benennung eines HLA-Antigens / Allels muss am Anfang immer das Wort „HLA“ stehen:

Es folgt der Name des Genortes oder des untersuchten Genproduktes, der vom Wort „HLA“ durch einen Bindestrich getrennt wird:

Wenn eine molekulargenetische Testung erfolgte, dann wird dies durch ein „* “ - Zeichen signalisiert. Wenn nur das Genprodukt auf der 
Zelloberfl äche getestet wurde (serologisch oder biochemisch), dann wird das Zeichen „* “ nicht aufgeführt:

Es folgt eine zweistellige Ziffer, die die „grobe“ Antigengruppe wiedergibt. Diese Gruppe kann sowohl molekularbiologisch als auch 
serologisch getestet werden (niedrige Aufl ösung):

Es folgen zwei weitere Ziffern, die spezifi sch für jedes Allel sind. Diese Ziffern werden vom Nomenklaturkomitee nach der Reihenfolge der 
Entdeckung innerhalb einer Allelgruppe vergeben (hohe Aufl ösung). Das erste entdeckte Allel der Allelgruppe A*29, heißt demnach:

Stumme Mutationen, also solche, die auf Nukleotidsequenzunterschiede hinweisen, die keine unterschiedliche Aminosäuresequenz bewirken, 
werden durch zwei weitere sequentielle Ziffern wiedergegeben. Demnach unterscheidet sich A*2901 01 von A*2901 02 in dessen 

Nukleotidsequenz. Die Aminosäuresequenz beider Allele ist jedoch identisch:

Es folgt eine Ziffer für Polymorphismen innerhalb des Introns oder der regulatorischen Bereiche:

Gelegentlich wird ein Buchstabe (N, S oder L) am Ende eines Allels eingefügt. Ein N bedeutet, dass das Genprodukt nicht exprimiert wird 
(„Null“-Allel) , ein S dass es nur in löslicher Form (Soluble) vorkommt und ein L, dass es eine niedrige (Low) Expression aufweist:

›

HLA

HLA-A

HLA-A* bzw. HLA-A

HLA-A*29 bzw HLA-A29

HLA-A*2901

HLA-A*2901 01

HLA-A*2901 01 02

HLA-A*2901 01 02 N



mit Antiseren und dann mit Kom-

plement inkubiert. Finden die im 

Serum enthaltenen Antikörper ein 

entsprechendes Histokompatibili-

tätsantigen auf der Zelloberf läche 

der Lymphozyten, so binden sie 

dort. Dadurch wird Komplement 

aktiviert. Die im letzten Teil der 

Komplementkaskade auftretenden 

lytischen Produkte können die 

Zellmembran der Lymphozyten 

durchbohren. Es kommt zur Lyse 

der Zellen. Die Lyse der Lympho-

zyten kann durch Zugabe eines 

Vitalfarbstoffes wie Eosin sichtbar 

gemacht werden. Der Farbstoff 

dringt in lysierte Zellen ein und 

färbt sie an, während er von in-

takten Zellen nicht aufgenommen 

wird. Abschließend wird mikros-

kopisch abgelesen, ob die Lym-

phozyten durch die verschiedenen 

Antiseren lysiert sind. Dabei be-

urteilt man, wie viel Prozent der 

Zellen in einer Kavität lysiert und 

wie viele intakt geblieben sind. 

Bei über 20 % lysierten Zellen 

zählt die Reaktion als positiv. Je 

nach Reaktionsmuster der Anti-

seren wird der HLA-Typ der Test-

person festgelegt. Das serologi-

sche Verfahren wird gegenwärtig 

nur noch für die Bestimmung von 

HLA-Klasse I-Merkmalen einge-

setzt.

Darüber hinaus wird der LCT 

auch für das lymphozytotoxische 

Anitkörper-Screening sowie bei 

dem Crossmatch eingesetzt. Beim 

Ak-Screening wird das Serum des 

Patienten mit einer Reihe von HLA-

typisierten „Panel“-Zellen inku-

biert. In der Regel werden 30 bis 

60 verschiedene Zellen eingesetzt. 

Die weiteren methodischen Schritte 

sind identisch wie bei der serolo-

gischen Typisierung. Aufgrund der 

Reaktivität mit den einzelnen Pa-

nel-Zellen, kann man den Prozent-

satz positiv reagierender Panel-

Zellen ermitteln. Dies ergibt den so 

genannten „PRA“-Wert (= Panel 

Reaktive Antikörper). Eine Spezifi-

zierung erfolgt durch die Analyse 

der einzelnen Reaktionen. Auf-

grund der Komplexität des Poly-

morphismus im HLA-System wird 

in der Regel hierfür eine Com-

putersoftware benötigt. Wenn man 

die Antikörperklasse (IgG- oder 

IgM-Antikörper) differenzieren 

möchte, wird das Screening unter 

Zugabe von Dithiotreitol (DTT) wie-

derholt. DTT spaltet die Disulfid-

brücken des IgM-Moleküls und 

inaktiviert somit IgM-Antikörper. 

Diese werden in der Transplantati-

onsmedizin häufig als irrelevan-

te Autoantikörper angesehen und 

deren Präsenz ist oft für die Inter-

pretation des Antikörperstatus ei-

nes Patienten entscheidend.

Beim lymphozytotoxischen Cross-

match testet man das Serum des 

Patienten gegen Spenderlympho-

zyten, die entweder aus dem peri-

pheren Blut oder aus Milz bzw. 

Lymphknoten des Spenders stam-

men. Komplementzugabe, Färbung 

und Ablesung sind identisch wie 

bei der Typisierung bzw. dem Ak-

Screening. DTT-Zugabe kann auch 

hier zwischen IgG- und IgM- Anti-

körpern differenzieren. Als Zielzel-

len können ungetrennte Lympho-

zyten, bzw. getrennten T- und B-

Lymphozyten aus peripherem Blut 

bzw. Milz eingesetzt werden. Bei 

nichtimmunisierten Patienten gilt 

der Crossmatch mit ungetrennten 

Zellen als klinisch relevant. Bei 

immunisierten oder retransplan-

tierten Patienten wird jedoch dem 

B-Zell-Crossmatch eine größere 

Bedeutung beigemessen.

ELISA und weiteren 

alternativen Verfahren 

zum Ak-Screening

In den letzten Jahren hat sich 

gezeigt, dass neben dem klas-

sischen lymphozytotoxischen Ak-

Screening (LCT) auch weitere 

Verfahren eine wichtige Rolle bei 

der Charakterisierung von trans-

plantationsrelevanten Antikörpern 

spielen. Von Süsal et al. wurde be-

richtet, dass bei Nierenempfän-
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gern, die Antikörper gegen HLA-

Klasse I- und II- Merkmale mittels 

ELISA aufweisen, ein signifikant 

schlechteres Transplantatüberle-

ben beobachtet werden kann als 

bei Patienten, die keine Antikörper 

bzw. nur Antikörper gegen eine 

der beide Merkmalsklassen tra-

gen (Susal et al., Transplantation 

2002, 73:1269-1273). ELISA-Tech-

niken sind empfindlicher als der 

lymphozytotoxischer Test, aller-

dings scheint letzterer wiederum 

Antikörper zu detektieren, die von 

ELISA nicht erfasst werden und 

trotzdem transplantationsrelevant 

sind (Opelz, Lancet 2005, 365:1570- 

1576).  Aus diesen Gründen wird 

empfohlen, dass beim Nieren-

transplantationsscreening sowohl 

der LCT als auch der ELISA-Scree-

ning mindestens einmal jährlich 

parallel durchgeführt werden sol-

len. Anstatt des ELISA können 

auch weitere „Solid-phase“ Assays 

(Luminex, FACS) zum Ak-Scree-

ning eingesetzt werden. 

PCR-SSO

Die Einführung der PCR als la-

bortechnisches Werkzeug hat die 

HLA-Diagnostik revolutioniert. Die 

nachfolgend beschriebenen Ver-

fahren (PCR-SSO, PCR-SSP und 

SBT) basieren auf dem Prinzip der 

PCR und haben in den letzten zehn 

Jahren Einzug in die HLA-Routine-

diagnostik gehalten. 

Die PCR-SSO Methode zeichnet 

sich dadurch aus, dass zunächst 

ein vollständiges Exon eines zu 

typisierenden HLA-Genortes am-

plifiziert wird. Das PCR-Produkt 

wird auf ein Trägermaterial (Ny-

lonmembran oder Kunstoffplatte) 

übertragen und mit markierten 

Allel- oder Allelgruppen-spezi-

fischen Oligonukleotiden hybridi-

siert („Dot-Blot-Verfahren“). Wenn 

die Oligonukleotide selbst bereits 

auf der Trägermatrix fixiert sind, 

spricht man von einem „Reverse 

Dot Blot“ (RDB). In diesem Fall 

werden die fixierten Sonden mit 

dem während der PCR-Reaktion 

markierten Amplifikationsprodukt 

hybridisiert. Positiv verlaufende 

Hybridisierungsreaktionen werden 

über eine Färbereaktion sicht-

bar gemacht. Der RDB-Assay hat 

sich in vielen Laboren als ein 

hervorragend geeignetes Verfah-

ren zur routinemäßigen Abarbei-

tung von Proben bewährt (Abbil-

dung 2).

Die PCR-SSO-Methode erlaubt 

eine niedrig- bis hochauf lösende 

Typisierung für HLA-Klasse I & II 

Merkmale. Eine hochauf lösende 

Typisierung kann allerdings damit 

eher in wenigen Fällen erreicht 

werden. Die Auswertung der Typi-

sierungsergebnisse erfordert den 

Einsatz speziell geeigneter Com-

putersoftware, die in der Regel 

von den Kit-Herstellern zur Verfü-

gung gestellt wird.
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4

Typing Results
Type summary HLA-B*35 & 56

Typing Results
Type summary HLA-A*11 & 24

4›

Abbildung 2       

HLA-A-, -B-Typisierung mittels Reverse Dot Blot 
(Dynal-Reli). Jeder Strich auf dem Nitrozellulose-

Membranstreifen entspricht einem positiven 
Hybridisierungssignal mit einem anderem 

Oligonukleotid. Das gescannte Bandenmuster wird 
automatisch interpretiert und das Ergebnis als 

niedrigauflösende Typisierung angegeben.



Eine Abwandlung des PCR-SSO- 

Verfahrens ist die Typisierung 

mittels der Luminex-Technologie. 

Für Typisierungsassays werden 

f luoreszierende Luminex Beads 

mit spezifischen Oligonukleotid-

sonden gekoppelt, die anschlie-

ßend mit einem Biotin-markierten 

PCR-Produkt hybridisieren. Die 

Fluoreszenz der einzelnen Beads 

in Kombination mit dem Farbstoff 

eines Avidin-Biotin-PCR-Produk-

tes ergibt ein Doppelsignal, das 

vom Luminex-FACS-Gerät detek-

tiert und per Spezialsoftware aus-

gewertet wird. 

PCR-SSP

1992 wurde von Olerup die 

PCR-Methode mittels sequenz-

spezifischer Primer (PCR-SSP) zur 

Identif izierung der HLA-DRB1 

Merkmale publiziert (Olerup et al., 

Tissue Antigens 1992, 39:225-235). 

Diese Methode bietet ein schnel-

les und relativ unkompliziertes, 

jedoch spezifisches Verfahren zur 

HLA-Typisierung. Die PCR-SSP-

Methode basiert auf einer PCR-

Reaktion, bei der es durch Ein-

satz von sequenz-spezifischen 

Primern nur dann zu einer Ampli-

fikation der genomischer DNA 

kommt, wenn Zielsequenz und 

Primersequenz auf beiden DNA-

Strängen komplementär sind, also 

das zu testende Individuum das 

entsprechende, durch die Primer-

sequenzen definierte HLA-Allel 

aufweist. Die positive bzw. ausge-

bliebene Amplifikationsreaktion 

wird durch eine Agarosegelelek-

trophorese nachgewiesen und 

mittels Polaroidfotografie doku-

mentiert (Abbildung 3). 

Die PCR-SSP-Methode ist von 

den hier beschriebenen das am 

leichtesten durchzuführende Ver-

fahren und eignet sich vor allem 

für die schnelle Typisierung von 

HLA-Merkmalen. Man erhält in-

nerhalb von 2-3 Stunden vom Zeit-

punkt der Blutentnahme ein Er-

gebnis, das auch manuell leicht 

zu interpretieren ist. Daher hat 

sich dieses Verfahren für den rou-

tinemäßigen Einsatz in der Diag-

nostik weitgehend durchgesetzt. 

Auch ist dieses Verfahren das ein-

zige DNA-gestützte Verfahren, das 

wegen seiner Geschwindigkeit 

für den Einsatz im Rahmen der 

Organspendertypisierung im Ruf-

bereitschaftsdienst eingesetzt wer-

den kann. Mittels der PCR-SSP- 

Methode können sämtliche HLA-

Genorte typisiert werden. Auch 

andere immungenetischen Parame-

ter, wie KIR-Rezeptorengene bzw. 

Zytokingene werden mittels dieses 

Verfahrens getestet. Die PCR-SSP-

Technik erzielt eine variable Auf-

lösung, je nach der Zahl der einge-

setzten Primer-Kombinationen. Ein 

Nachteil ist, dass für eine hohe 

Auf lösung viele PCR-Reaktionen 

gleichzeitig eingesetzt werden 

müssen. Dies führt zu einem re-

lativ hohen DNA-Verbrauch. 

8
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Abbildung 3       

HLA-DRB1*04 Subtypisierung mittels PCR-SSP. Die punktförmigen Stellen auf der Oberkante des Fotos 
stellen die Auftragsstellen der PCR-Produkte dar. Die Banden, die ungefähr an einer Linie liegen, sind die 

Kontrollamplifikationen. Die kürzeren fünf Amplifikate, sind die spezifischen Banden.

›
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HLA-Sequenzierung 

(SBT)

Pere Santamaria beschrieb 1993 

die direkte Sequenzierung als ei-

ne Alternative zu den bisher an-

gewandten molekularbiologischen 

Verfahren der HLA-Klasse II-Typi-

sierung (Santamaria et al. Hum 

Immunol 1993, 37:39-50). Mittler-

weile gibt es zahlreiche Sequen-

zierungsstrategien, die bei der 

HLA-Typisierung eingesetzt wer-

den. Bei der SBT-Technik startet 

man mit der Amplifizierung des 

zu typisierenden Genortes. Da 

der polymorphe Bereich, der für 

die Typisierung von Interesse ist, 

in den Exonen liegt, konzentriert 

man sich hauptsächlich auf die 

Amplifizierung der Exone 2 und 3 

für HLA-Klasse I-Gene und des 

Exon 2 für HLA-Klasse II-Gene. 

Nach der PCR wird eine Sequen-

zierreaktion nach Sanger (Sanger 

et al. Nature 1977, 265:687-695) 

durchgeführt. Hierbei wird das 

Produkt der Sequenzierreaktion, 

also ein weiteres Amplifikat, mar-

kiert. Heute werden hierfür Fluo-

reszein-markierten ddNTP’s ein-

gesetzt. Für jedes der ddNTP’s 

wird  ein anderer Farbstoff genutzt, 

so dass man am Schluss die Abfol-

ge der eingebauten Nukleotide an-

hand der f luoreszierenden Farben 

unterscheiden kann. Nach einer 

Reinigung des Sequenzierpro-

duktes, bei der die nicht einge-

bauten ddNTP’s entfernt werden, 

kann die Auswertung in einem Se-

quenzierautomaten erfolgen (Ab-

bildung 4). Dies geschieht mittels 

einer Kapillargelektrophorese und 

des in dem Automaten eingebauten 

Laser / Detektor Konstrukts, das 

die unterschiedlichen Farben der 

markierten ddNTP’s erfasst und 

über eine Software ein Diagramm 

und die entsprechende Sequenz-

abfolge zeichnet (Abbildung 4). 

Die Sequenzabfolge wird anschlie-

ßend mittels einer weiteren Soft-

ware mit allen vorhandenen  HLA-

Allelsequenzen verglichen. Als 

Ergebnis erhält man die Allelkom-

bination, die am besten zur ermit-

telten Testsequenz passt. 

Die Sequenzierung ist die ele-

ganteste aller beschriebenen Me-

thoden. Obwohl sie technisch an-

spruchsvoll ist und entsprechend 

geschultes Personal sowie teure 

Ausrüstung (Sequenzierer) erfor-

dert, liefert sie zweifelsohne die 

höchstmögliche Auf lösung. In An-

betracht der ständig wachsenden 

Zahl von neuen HLA-Allelen (Ab-

bildung 5 – Tabelle 1) erscheint die-

ses Verfahren von allen oben 

erwähnten am interessantesten. 

Auch das Potential für eine Auto-

matisierung dieses Verfahrens ist 

gegeben, womit ein verhältnismä-

ßig hoher Durchsatz zu gewähr-

leisten wäre. 

9
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Sequence 1 80(262412_BCG_BE2R)_2006-04-27_033.ab1 04/27/2006 16:25:00

2224

1
G

2
C

3
T

4
C

5
C

6
C

7
A

8
C

9
T

10
C C A T G

15
A G G T A

20
T T T C Y

25
A C A C C

30
G C C A T

35
G T C C C

40
G G C C C

45
G G C C G

50
C G G G G

55
A G C C C

60
C G C T T

65
C A T C A

70
C C G T G

75
G G C

Sequence 1 1/3
2224

T
95
G T T C G

100
T G A G G

105
T T C G A

110
C A G C G

115
A C G C C

120
A C G A G

125
T C C G A

130
G G A A G

135
G A G C C

140
G C G G G

145
C G C C A

150
T G G A T

155
A G A G C

160
A G G A G

165
G G G C C

17
G

Sequence 1 2/3
2224

1112

AG A
190
C A C A G

195
A T C T C

200
C A A G A

205
C C A A C

210
A C A C A

215
G A C T T

220
A C C G A

225
G A G A R

230
C C T G C

235
G S A A C

240
S T G C K

245
C S G C T

250
A C T A C

255
A A C C A

260
G A G C

Sequence 1 3/3

1112

1112

‹

Abbildung 4       

Hochdurchsatzsequenzierer mit 48 Kapillaren 
für die hochauflösende HLA-Klasse I Diagnostik 
mittels SBT (links) HLA-B exon2, reverse-Sequenz 
eines BC-Motiv-Amplifikats mit den H-Seq-ABC  
Sequenzierkit des IKT Ulm (rechts)



Klinische Unterteilung 
der transplantations-
immunologischen Leis-
tungen

Die transplantationsimmunolo-

gische Diagnostik bedient zwei 

große Patientengruppen: zum 

einen die Knochenmark (KM)-/

B luts ta m mzel l t ra n spla ntat ion s 

(PBSZ)-Diagnostik, zum anderen 

die Diagnostik im Rahmen der Or-

gantransplantation. Die forensische 

Diagnostik, sowie Untersuchungen 

im Zusammenhang mit Thrombo-

zytensubstitution gehören eben-

falls zum Spektrum der immunge-

netischen Diagnostik. Schließlich 

ist die Bestimmung von HLA-Mar-

kern, die mit diversen Krankheiten 
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Abbildung 5      

HLA-Antigene und -Allele, die seit 1968 jährlich registriert wurden. Anfang der 90er Jahren sind die ersten molekularbiologischen Verfahren zur HLA-Typisierung eingeführt worden. 
Ende der 90er wurde die direkte Sequenzierung in die HLA-Diagnostik eingeführt. (Grafikquelle: http://www.anthonynolan.org.uk/HIG/). 

›

 HLA-Genort Anzahl der Allele Anzahl Proteine Anzahl NULL-Allele

 A  489 390 36

 B 830 711 27

 C 266 210 6

 DRB 545 451 7

 DQB1 78 57 1

 DQA1 34 25 1

 DPB1 125 112 2

›

Tabelle 1

Aktuelle Anzahl der HLA-Klasse I- und II-Allele, Stand 10/06 
(www. Anthonynolan.org.uk/HIG/index.html)
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assoziiert sind (z. B. HLA-B27 mit 

Morbus Bechterew), eine weitere 

Domäne der transplantationsim-

munologischen Labore. Aus Platz-

gründen wird in diesem Bericht 

nur auf die transplantationsrele-

vante Diagnostik eingegangen.

KM- bzw. Stammzell-

transplantation

Bei einer KM- oder einer PBSZ-

Transplantation handelt es sich 

um ein Therapieverfahren zur 

Behandlung maligner Erkran-

kungen oder angeborener bzw. 

erworbener Defekte der Lympho-

hämopoiese. Meistens geht einer 

Stammzelltransplantation eine 

Hochdosis-Chemotherapie voraus. 

Die anschließend durchzuführen-

de Transplantation von KM bzw. 

PBSZ kann entweder autolog oder 

allogen sein. Im Jahr 2005 wurden 

mehr als 60 % der allogenen Erst-

transplantationen von unverwand-

ten Spendern durchgeführt. Da 

mittlerweile in Deutschland 85 % 

aller Transplantationen hämato-

poietischer Stammzellen durch 

die Übertragung von PBSZ erfol-

gen (der Rest durch die Gabe 

von KM-DRST-Jahresbericht, http: 

/ /www.drst .de /download / jb2005.

pdf), wird in diesem Bericht der 

Einfachheit halber von Stammzell 

(SZ)-Transplantation und SZ-Spen-

dern die Rede sein, obwohl damit 

sowohl die KM- als auch die PBSZ-

Transplantation gemeint ist. 

Bei einer KM-Transplantation ist 

eine möglichst vollkommene HLA-

Kompatibilität zwischen Spender 

und Empfänger anzustreben. Schon 

geringe Differenzen können be-

wirken, dass die Immunzellen des 

Spenders, die sich aus dem Trans-

plantat entwickeln, eine starke 

Graft-versus-Host-Reaktion (GvHD) 

bewirken, die beim Patienten je 

nach Stärke auch zum Tode führen 

kann. 

Die Diagnostik im Bereich der 

SZ-Transplantation wird in drei 

Gruppen unterteilt: 

● Diagnostik im Rahmen einer 

Suche nach einem kompatiblen 

Spender innerhalb der Familie

● Diagnostik im Rahmen einer 

Suche nach einem nicht-verwand-

ten, allogenen SZ-Spender

● Diagnostik im Rahmen der 

Rekrutierung von freiwilligen, 

nicht-verwandten SZ-Spendern

KM-/PBSZ-Transplantation 

von verwandten Spendern

Bei der Diagnostik im Rahmen 

der allogenen-verwandten Stamm-

zelltransplantation erfolgt (mög-

lichst vor Einleitung einer  Chemo-

therapie) die Bestimmung der Ge-

webemerkmale HLA-A, -B, -DRB1 

und -DQB1 des Patienten. Eine 

Bestimmung dieser Merkmale auf 

einem niedrigen Auf lösungsni-

veau ist in dieser Phase vollkom-

men ausreichend. Zusammen mit 

der Blutprobe des Patienten sollte 

auch das Blut von allen direkten 

Verwandten (Eltern, Geschwister, 

Kinder) untersucht werden. Dies 

ermöglicht zum einen die Identi-

fizierung von voll kompatiblen 

potentiellen Spendern, zum ande-

ren die Darstellung von Haplo-

typen, die häufig die Unterschei-

dung einer genotypischen Identität 

von einer „Scheinidentität“ (phä-

notypische Identität) ermöglicht 

(Abbildung 6). Vor einer geplanten 

Transplantation müssen Patient 

und Spender erneut für die glei-

chen Genorte typisiert werden 

(Bestätigungstestung). Die Bestä-

tigungstestung soll sicherstellen, 

dass dem Patienten nicht auf Grund 

einer Fehltypisierung das falsche 

KM übertragen wird. Gibt es kei-

nen kompatiblen Spender inner-

halb der Kernfamilie, so ist es 

empfehlenswert, für Patienten 

kaukasischer Herkunft möglichst 

zeitnah die Einleitung der Suche 

nach einem nicht-verwandten 

Spender vorzunehmen, falls die 

11
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Indikation für eine Stammzell-

transplantation von einem unver-

wandten Spender gegeben ist. Bei 

nicht-kaukasischen Patienten, bzw. 

bei Patienten mit seltenen Gewe-

bemerkmalen, bei denen inner-

halb der Kernfamilie sowie in den 

internationalen Registern kein kom-

patibler Spender gefunden werden 

kann, wäre eine erweiterte Famili-

enspendersuche denkbar. Hierbei 

versucht man aus dem erweiterten 

Verwandtenkreis einen möglichst 

phänotypisch identischen Spender 

ausfindig zu machen. 

KM-/PBSZ-Transplantation 

von nicht-verwandten Spendern

Die Diagnostik im Rahmen der 

Suche nach einem nicht-verwand-

ten SZ-Spender wird in dem 

„DGI-DAG-KBT Konsensus-Paper“ 

geregelt. (http://www.immungenetik.

de/data/Konsensus_Version_AugustFi-

nal_2005.pdf). Das aktuelle Prozede-

re sieht vor, dass vor Einleitung 

einer Suche der Patient ein zweites 

Mal typisiert wird. Diesmal han-

delt es sich um eine hochauf lö-

sende Typisierung für alle unter-

suchten Genorte (HLA-A, -B, -C, 

-DRB1, -DQB1). Ist die Typisierung 

der Zweittestung mit dem Ergeb-

nis der Ersttestung identisch, kann 

mit der Einleitung der Suche fort-

gefahren werden. So genannte 

12
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Abbildung 6      

Beispiel einer Familientypisierung mit 4 Haplotypen. Die Typisierung der HLA-Klasse I-Merkmale ist serologisch durch-
geführt worden, während die HLA-Klasse II-Merkmale molekularbiologisch bestimmt wurden. Die Kinder 1 und 3 haben 

von den Eltern die gleichen HLA-Haplotypen geerbt und sind demnach HLA-identisch. Kind 4 hat auf dem Genort HLA-B 
das gleiche Merkmal (B8) von beiden Elternteilen geerbt und ist daher für dieses Merkmal homozygot.

›
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Sucheinheiten sind Service-Ein-

richtungen, meistens assoziiert mit 

HLA-Laboren, in denen speziell 

geschulte Mitarbeiter die Aufgabe 

haben, Kontakt zu den nationalen 

und internationalen Spender-Da-

teien aufzunehmen und somit unter 

den inzwischen über zehn Millio-

nen weltweit registrierten, nicht-

verwandten freiwilligen SZ-Spen-

dern einen passenden für den 

aktuellen Patienten ausfindig zu 

machen. Mittlerweile wird für über 

80 % der Patienten, für die eine 

nicht-verwandte Stammzellspen-

der-Suche eingeleitet wird, ein 

passender Spender gefunden. Im 

Rahmen der nicht-verwandten  SZ-

Spender-Suche werden nach der 

Identifizierung von potentiellen 

kompatiblen Spendern Blutproben 

aus den jeweiligen Dateien / Regis-

tern angefordert. Sobald diese 

Proben im Labor der Sucheinheit 

eintreffen, wird eine HLA-Testung 

vorgenommen, die Bestätigungs-

typisierung oder confirmatory 

typing (CT) heißt. In der nicht-ver-

wandten Situation wird im Rahmen 

der CT-Testung, ähnlich wie bei 

der Retypisierung des Patienten, 

eine hochauf lösende Klasse I- und 

Klasse II-Testung durchgeführt. 

Anders als bei der verwandten 

Situation, wird hier seit April 2005 

regelmäßig auch der HLA-C-Gen-

ort untersucht.

Die aktuellen Kompatibilitäts-

Kriterien bei einer nicht-verwandten 

SZ-Transplantation sehen als Min-

destanforderung vor, dass Spender 

und Empfänger für HLA-A und -B 

eine Kompatibilität auf niedrigauflö-

sendem Niveau und für die HLA 

Klasse II-Merkmale (HLA-DRB1 und 

-DQB1) auf hochauflösendem Ni-

veau aufweisen müssen. Die inter-

nationale Datenlage über den Ein-

f luss einer hochauf lösenden HLA 

Klasse I-Kompatibilität auf das Er-

gebnis der SZ-Transplantation wird 

gegenwärtig widersprüchlich dis-

kutiert. Die Mehrheit der Autoren 

geht jedoch von einem Einf luss 

der Kompatibilität auf der Allel-

Ebene auf den Erfolg der Stamm-

zelltransplantation aus (Flomen-

berg et al., Blood 2004, 104:1923- 

1930; Ottinger et al., Transplantation 

2004, 78:1077-1080) (Abbildung 

7). Neuerdings wird auch der Kom-

patibilität von Spender und Emp-

fänger bezüglich der Rezeptoren 

von Natürlichen Killerzellen (KIR) 

und deren Liganden zunehmend 

Bedeutung zugemessen  (Ruggeri 

et al., Transpl Immunol 2005, 203-

206), weshalb viele der Trans-

plantationskliniken eine solche 

Untersuchung bei den HLA-Labo-

ren in Auftrag geben, sobald HLA-

kompatible Spender identifiziert 

werden konnten. 
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Abbildung 7      

Einfluss der HLA-Kompatibilität auf das Überleben von Patienten nach allogener, nicht verwandter 
Stammzelltransplantation. Patienten mit vollkommener Identität für HLA-A-, -B-, -C-, -DRB1- und -DQB1-Allele 

(blaue Kurve) zeigen einen eindeutig besseren Verlauf als Pateienten mit 1 oder mehr Allel-Mismatches 
(www.ncbi.nlm.nih.gov/mhc/MHC).

›



Für Patienten, für die weder ein 

verwandter noch ein nicht-ver-

wandter, kompatibler Spender ge-

funden werden konnte, werden 

vereinzelt Inkompatibilitäten in 

Kauf genommen. Bei bestimmten 

Krankheitsbildern ist es sogar 

möglich, eine halb-identische 

Spender/Empfänger-Kombination 

zu akzeptieren. Dies ist vor allem 

bei pädiatrischen Patienten mit 

einem SCID (angeborenen Im-

mundefekt) der Fall. In allen in-

kompatiblen Spender-Empfänger-

Fällen, wird in der Regel auch ein 

lymphozytotoxischer Crossmatch 

durchgeführt, um Spender-spezi-

fische Antikörper des Patienten 

auszuschließen.

Diagnostik im Rahmen der 

Registrierung von freiwilligen, 

nicht-verwandten SZ-spendern

Nicht-verwandte, freiwillige SZ-

Spender werden durch die Presse 

und die Medien mobilisiert und im 

Rahmen von „Spende-Aktionen“ 

registriert. Eine Typisierung von 

nicht verwandten SZ-Spendern zur 

Aufnahme in eine Spenderdatei 

sieht in erster Linie eine HLA-A, 

-B-Testung vor. Zu einem späteren 

Zeitpunkt kann eine prospektive 

Typisierung von HLA-DRB1 durch-

geführt werden. Je höher der Pro-

zentsatz von HLA-DR-typisierten 

Spendern in einer Datei ist, desto 

größer ist die Wahrscheinlichkeit, 

dass Spender aus dieser Datei für 

eine tatsächliche Spende heran-

gezogen werden. Abgesehen von 

den Hochdurch-satztypisierungen 

für HLA-A, -B und (nachgeschaltet) 

für -DRB1 ergeben sich bei der 

Spenderdatei-Diagnostik gelegent-

lich HLA-Typisierungsaufträge für 

sämtliche HLA-Genorte und Auf lö-

sungsgrade, die mit gezielten An-

fragen verschiedener Sucheinhei-

ten zusammenhängen.

Organtransplantation

Der zweite wichtige Pfeiler der 

transplantationsimmunologischen 

Diagnostik befasst sich mit Unter-

suchungen im Rahmen von Organ-

transplantationen. Die überragen-

de Zahl dieser Eingriffe betrifft 

die Transplantation von Nieren. 

Anders als bei der SZ-Transplanta-

tion ist bei einer Nierentransplan-

tation die Kompatibilität nicht so 

streng zu bewerten. Selbst eine 

vollkommene Inkompatibilität zwi-

schen Spender und Empfänger 

stellt bei der Organtransplantation 

keine Kontraindikation dar. Zwar 
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Abbildung 8      

Einfluss der Gewebekompatibilität auf das Überleben von Leichennierentransplantaten bei ersttransplantierten 
Patienten. Berücksichtigt wurden für diese Grafik die Gewebemerkmale HLA-A, - B und - DR. Je größer die Zahl der 
Inkompatibilitäten (Mismatches=MM), desto schlechter das Transplantatüberleben. Die Auswertung stammt aus der 

Datenbank der Collaborative Transplant Study (www.ctstransplant.org CTS-K-21101-0805).

›
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gibt es eine eindeutige Korrelation 

zwischen dem Erfolg einer Nieren-

transplantation und dem Grad der 

Kompatibilität zwischen Spender 

und Empfänger (Abbildung 8), 

jedoch zwingen klinische Grün-

de zu der Entscheidung, nicht 

immer auf das optimale Organan-

gebot zu warten, sondern teilwei-

se einen sofort verfügbaren, 

jedoch vollkommen inkompatiblen 

Spender vorzuziehen. Gegenwär-

tig konzentriert sich die (Organ-) 

transplantationsimmunologische 

Diagnostik fast ausschließlich auf 

die Nierentransplantation, da eine 

Kompatibilitätsvorgabe für Herz- 

und Lebertransplantationen (sowie 

für Lunge, Darm und Hornhaut) 

nicht existiert. Lediglich bei immu-

nisierten Pankreastransplantati-

onskandidaten wird ein prospekti-

ver Crossmatch gefordert. 

In Deutschland wird die Organ-

transplantation und die Verteilung 

von Organen durch die Organisa-

tion EURORTRANSPLANT (ET) ko-

ordiniert, die in Leiden / Nieder-

lande lokalisiert ist. Die Aufgabe 

von ET ist es, verfügbare Organe 

aus Deutschland, den Benelux-

Staaten, Österreich und Slowenien 

an den jeweils kompatibelsten 

Empfänger innerhalb dieses Ein-

zugsbereiches zu vergeben (Or-

ganallokation). Hierfür gibt es ein 

ausgeklügeltes Punktesystem, das 

außer der Kompatibilität zum ge-

gebenen Spender auch die Warte-

zeit des Patienten auf der Trans-

plantationsliste, die Häufigkeit des 

HLA-Typs des Patienten und des-

sen Immunisierungsstatus berück-

sichtigt (de Meester et al., Trans-

plantation 1998, 66:1154-1159). Der 

Patient, der für einen bestimmten 

verfügbaren Spender die höchste 

Punktzahl erreicht hat, erhält das 

Organ. 

Die immungenetische Diagnostik 

im Rahmen der Organtransplanta-

tion befasst sich zum einen mit der 

Untersuchung des Patienten vor 

der Transplantation, und zum an-

deren mit der Untersuchung des 

Spenders. Ein weiterer Aspekt 

befasst sich mit dem  Immun-Moni-

toring nach der Transplantation, 

das in verschiedenen Transplanta-

tionszentren, zunehmend verlangt 

wird.

Diagnostik beim Organ-

transplantationsempfänger

Für die Aufnahme eines Organ-

transplantationspatienten in die 

Transplantationswarteliste ist die 

Bestimmung seiner Gewebemerk-

male, insbesondere HLA-A, -B und 

-DRB1 erforderlich. Die Typisier-

ung wird mit niedriger Auf lösung 

durchgeführt. Abgesehen von 

der Bestimmung der HLA-Gewe-

bemerkmale ist bei Nieren und 

Pankreasempfängern eine regel-

mäßige Überwachung der lym-

phozytotoxischen Antikörper von 

Bedeutung. Das Antikörper-Scree-

ning wird in 3-monatigen Abstän-

den durchgeführt. Patienten, bei 

denen lymphozytotoxische Anti-

körper detektiert wurden, bekom-

men zusätzliche Punkte bei der 

Organallokation. Besonders wich-

tig ist es auch, bei vorhandenen 

Antikörpern diese möglichst gut 

zu spezifizieren, da dadurch das 

Angebot eines Organs vermieden 

wird, gegen das der Patient spe-

zifische Antikörper haben könnte. 

Seren von immunisierten Nieren- 

bzw. Pankreaspatienten werden an 

alle HLA-Labore, die Organspen-

der-Diagnostik in-nerhalb des ET-

Verbundes durchführen, versen-

det, damit bei einem eventuellen 

Organ-Angebot für diese Patienten 

im Spenderzentrum eine lympho-

zytotoxische Kreuzprobe durch-

geführt werden kann. HLA-Labore, 

in denen nur Empfängerdiagnostik 

betrieben wird, versenden darü-

ber hinaus eine Serumprobe jedes 

Nierenpatienten der lokalen Trans-

plantationswarteliste an die Regi-

onallabore (s. unten). 


