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Automatisierte HLA-Klasse-II-Typisierung
an Bead-separierten B- und unseparierten
mononukleären Zellen mit einem PC-gesteuerten
Mikroskop-Photometersystem
Automated HLA Class II typing of bead-separated B cells and
unseparated mononuclear cells using a PC-based microscope photometer System
Gesine Kögler, P. Wernet, U. Kiesel, J. Enczmann, U. Göbel, H. Th. Brüster
Knochenmarkspender-Register NRW, Zentrale Düsseldorf: Institut für Blutgerinnung und Transfusionsmedizin
sowie Abteilung für Pädiatrische Hämatologie und Onkologie der Kinderklinik der Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf

Zusammenfassung:
Durch die Automatisierung der Arbeitsschritte in der HLA-Serologie und die automa-
tische Ablesung der Typisierungsplatten mit einem Personal Computer (PC)-gesteuerten
Mikroskop-Photometersystem wurden 34000 freiwillige Knochenmarkfremdspender von
März 1991 bis November 1992 in der Zentrale Düsseldorf des Knochenmarkspender-
Registers NRW HLA-Klasse-l (A, B) typisiert. Korrelierend zu dieser hohen HLA-Klasse-l-
Typisierungsfrequenz (2000-2500 Typisierungen/Monat) stiegen die Anforderungen für

. die HLA-Klasse-ll (DR-DQ)-Typisierungen unverwandter Knochenmarkspender an das
Register. Daher wurde auch für die HLA-Klasse II Serologie eine weitgehende Automati-
sierung entwickelt, die im Folgenden vorgestellt wird. Zur Gewährleistung einer akkura-
ten und schnellen serologischen HLA-DR,-DQ-Typisierung wurden isolierte B-Zellen oder
unseparierte mononukleäre Zellen in einen Doppelfluoreszenz-zytotoxischen Test einge-
setzt. Der Vorteil der B-/T-Zellseparation mit immunomagnetischen Beads liegt in der
resultierenden hohen Reinheit von 95-100% der HLA-Klasse-ll tragenden B-Zellpräpara-
tionen und der erheblichen Reduktion des Zeitaufwandes im Vergleich zur Anreicherung
über Nylonwolle. Die automatische Ablesung mit einem PC-gesteuerten Mikroskop-
Photometersystem führt neben hoher Präzision der Ablesung zu einer weiteren erheb-
lichen Zeitersparnis; 5-15 Min. pro Plane sind visuell, aber nur 20 sec automatisch gele-
sen, erforderlich. Erst dadurch werden die praktischen Voraussetzungen für einen hohen
Probendurchsatz pro Tag geschaffen. Der Vergleich der HLA-DR,-DQ-Auswertung zwi-
schen automatischer und visueller Ablesung zeigt eine 99%ige Übereinstimmung (Basis
1600 Typisierungen). Die Konkordanz der Ablesung beträgt 93,9%, ermittelt durch den
Vergleich der serologischen Einzelreaktionen von 100 definierten DR 72-Well-Platten =
72000 wells, bei denen statistisch eine Crosstabulierung der Scores durchgeführt wurde.
Wichtig im Hinblick auf potentiell infektiöses Zellmaterial ist, daß für diese Art der HLA-
Klasse // Serologie auch unseparierte B- und T-Zellen, d.h. mononukleäre Zellen einge-
setzt werden können. Letzteres Verfahren ist wegen der elektronisch erfolgenden Platten-
spezifischen Backgroundermittlung besonders dann geeignet, wenn für die Bestimmung
-der HLA-DR und HLA-DQ-Allele getrennte Testplatten verwendet werden; sind DR, DQ
Seren auf einer HLA-Platte vorhanden, ist die Auswertung aufgrund der unterschied-
lichen Serenreaktionen in bezug auf die elektronische Background-Ermittlung für DR und
DQ schwieriger.

Schlüsselwörter:
HLA-DR,-DQ-Typisierung - PC-gesteuertes Mikroskop-Photometersystem (Patimed) -
Automatisierung der Klasse-ll-Serologie

Summary:
By means of automation of the serological working steps and automated reading of
typing trays by a PC-based microscope photometer System, 34000 voluntary unrelated
bone marrow donors were been HLA-class l (A, B)-typed from March 199 to November
1992 in the laboratory of the Düsseldorf Center of the Bone Marrow Donor Registry of
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North Rhine Westfalia. This high frequency of HLA-class l typing (2000-2500/month)
correlates with the increase in the number of requests for HLA-class II (DP, DQ) typing.
In order to ensure rapid and accurate DB, DQ typing, either isolated B-cell preparations
or unseparated mononuclear cells were employed in the dual color fluorescent cytotoxi-
city test. The advantage of B/T cell Separation with immunomagnetic beads lies in the
extreme purity ofthe isolated B lymphocyte subset (95-100%) and in a noticeable saving
of time in comparison to nylon wool-enriched B-lymphocyte preparations. In particular,
automated reading of the HLA class II typing trays using a PC-based microscope photo-
meter System results in superior precision äs well a$ further considerable saving of time.
Thus the effective reading time has been reduced from 5-75 min per tray (visual) to
20 sec. This, furthermore, provides the prerequisite for the high frequency oftypings per
day. The direct comparison of HLA-DR, DQ typing between automated and visual re-
ading shows a very high degree of reliability (99%, basis 1600 DR, DQ typings). The
concordance ofboth readouts (visual and by automatic microscope) is 93.9%. This calcu-
lation is based on the comparison of the serological scores of 100 defined DR72 well
trays equaling 72000 wells, which were examined for consistency on a score-by-score
basis, and by cross-tabulation ofthese data. The fact that unseparated B and T cells, i.e.
mononuclear cell can also be employed directly for the automated reading of class II
typing trays, is of particular importance in regard to infectious cell material, e.g. from HIV
positive individuals. The automatic microscope sets an electronic tray specific sensitivity
Standard with respect to HLA-DR and -DQ typing. This methodological Variation is parti-
cularly effective when separate trays are used for the DR and DQ reading. Reading by
the automatic microscope, however, becomes complicated because of the different sera
reactions for DR and DQ, if DR and DQ specific sera are on the same tray, Sharing their
positive and negative control reactions.

Keywords:
HLA DR,DQ typing - PC-based microscope photometer System (Patimed) - Automated
HLA class II serology

Einleitung
Die Anreicherung von B-Zellen über Nylonwolle (1) und
der Zweifarbenfluoreszenztest wurden bereits früher für
die serologische Definition der HLA-Klasse-ll-Antigene
und zur Ermittlung HLA-DR-spezifischer Seren eingesetzt
(2). Durch Vartdal et al. (3, 4) wurde 1986 mit der Ver-
wendung immunomagnetischer Beads eine neue Technik
der T-/B-ZeIlseparation in die HLA-Serologie eingeführt.
Parallel dazu entwickelten Naipal et al. (5) einen Ein-
farbenfluoreszenztest mit Propidiumjodid zur Bestim-
mung der HLA-DR, MB, MT Antigene auf unseparierten
mononukleären Zellen und deren Ablesung mit dem auto-
matischen Mikroskop. Letzterer wurde von Rubinstein (6)
und Bruning (7, 8) wieder zu einem Zweifarbenfluores-
zenztest modifiziert, um so mononukleäre Zellen ohne
Trennung von B- und T-Zellen für die HLA-DR, DQ-Serolo-
gie verwenden zu können. Die Voraussetzung hierfür ist
eine automatische Ablesung, da das Auge Reaktions-
unterschiede bei der HLA-DR,-DQ-Typisierung auf der Ba-
sis mononukleärer Zellen wegen des geringen relativen
Anteils an B-Zellen (5-15%) nicht eindeutig differenzieren
kann. Aufgrund der hohen Zahl an HLA-Klasse-l-Typisie-
rungen und der dadurch zwangsläufig steigenden Anfra-
gen für eine HLA-DR,-DQ-Typisierung potentieller Kno-
chenmarkfremdspender, war im HLA-Labor der Düssel-
dorfer Spenderzentrale des Knochenmarkspender-Regi-
sters NRW eine Anpassung der Autpmatisierung der HLA
Klasse Il-Serologie für den großen Probendurchsatz mit
höchster Qualitätsanforderung sinnvoll.

Material und Methoden
Blutabnahme und Aufarbeitung des Blutes
Von den freiwilligen Knochenmarkspendern wurden 5 bis
50 ml Blut in 10-ml-Glas-Vacutainer-Systemen mit Acid-
Citrat-Dextrose (ACD, Verhältnis Blut:ACD 10:1) oder
Heparin (Becton Dickinson) abgenommen. 1 ml Blut
wurde für die spätere molekularbiologische HLA-DR
Oligonukleotidtypisierung bei -20°C asserviert. Das rest-
liche Blut wurde 1:2 mit PBS (pH 7,4) verdünnt, nach
Standardprotokoll auf Ficoll (Dichte 1,077) überschichtet,
zentrifugiert (20 min, 830 g) und 3x mit PBS gewaschen
(10 min, 230 g).

Einfrieren der mononukleären Zellen
Wenn aus Kapazitätsgründen des Labors nicht sofort eine
HLA-DR, DQ-Bestimmung durchgeführt werden konnte,
bzw. mehr mononukleäre Zellen als für den eigentlichen
Test benötigt, vorhanden waren, wurden die Zellen wie
folgt eingefroren: Die mit PBS gewaschenen Zellen wur-
den in 0,5 ml 50% (v/v FCS/RPMI) aufgenommen, mit
0,5 ml 22% (v/v DMSO/RPMI (kalt 4°C) versetzt und sofort
in Kryoröhrchen bei -80 °C tiefgefroren.

Auftauen der Zellen
Die eingefrorenen Ampullen mit mononukleären Zellen
wurden direkt im Wasserbad bei einer Temperatur von
37 °C aufgetaut. Danach wurde die Zellsuspension in 1 ml
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Abb. 1: PC-gesteuertes Mikroskop-Photometersystem (Fa. Leica, Wetzlar)

50% (v/v) PCS in RPMI überführt, mit 7 ml 15% (v/v) PCS
in RPMI aufgefüllt und 10 Min. bei 225 g gewaschen. Nach
diesem letzten Waschschritt in PBS (pH 7,4) sind die
Zellen für die HLA-Klasse Il-Typisierung vorbereitet.

Herstellung der Reagenzien für die Doppelfluoreszenz
a) Carboxy-Fluoresceindiacetat (C-FDA): Es wird eine Aus-
testung der jeweiligen Charge 5/6-Dicarboxyfluoresceindi-
acetat oder 5-Dicarboxyfluorescein-diacetat (Fa. Sigma)
vor Beginn des eigentlichen Testes empfohlen. C-FDA
muß lichtgeschützt behandelt und aufbewahrt werden.
100 mg C-FDA (grüner Fluoreszenzfarbstoff) werden in

einem Glasgefäß tropfenweise mit Aceton (p.a.) versetzt
und so lange geschüttelt, bis die Lösung klar ist. Die
minimale Menge Aceton (40-60 Tropfen für 100 ml) sollte
verwendet werden. Das Gefäß mit gelöstem C-FDA wird
auf Eis mit 100 ml kalter PBS versetzt, in 2-ml-Glas-
Beckman-Röhrchen aliquotiert und bei -30 °C eingefro-
ren.

b)' Herstellung der Hämoglobin-Lösung (Quench und
Stopp-Reagenz): 100 g lyophilisiertes Hämoglobin (Hemo-
globin bovine, Sigma) wurden in 1000 ml 5% EDTA-PBS
gelöst und 15 min bei 20000 g abzentrifugiert. Das Hämo-
globin wurde aliquotiert bei -30 °C eingefroren.

Abb. 2: Kumulative Zunahme
der HLA-DR-Typisierungen
im Knochenmarkspender-
Register Dusseldorf
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4/;/? 3 Charakteristisches Beispiel einer C-FDA, PJ-Färbung mit Immunobeads angereicherten B-Zellen
fit oben links Negativkontrolle. Score l
b> ut>en rechts 25% rote (tote Zellen). Score 2
L·) unten links 45 50% rote Zellen, Score 4
d> unten rechts Positivkontrolle, W0°0 rote Zellen, Score 8

c) Herstellung der Propidiumjodid (PJ)-Lösung: 50 mg
Propid iurn jod id (Fa. Sigma) wurden in 50 ml PBS ge-
lost.

d) Herstellung der !nk-PJ-Albumin-EDTA-Lösung als
Quench-und Stoppreagenz: Propidiumjodiod (PJ) wurde
als Stocklösung zu 1 mg/ml in 5% NA2EDTA angesetzt. Die
Quenchmg- lnk (Higg ins Black India oder Leitz-lnk) muß im
Verhältnis 1:3 mit dest. Wasser durch Wägung verdünnt
werden.

u) Siuinnnj-Quenching-Losung: 10g Rinderserumalbumin
(Cohn f r a c t i o n V, Sigma Nr. 4503) wurde in 100 ml EDTA
•4.9% Na.EDTA - 2 HO, pH 7,0) gelöst. Anschließend

wurde 2 ml PJ-Stocklösung und 1 ml Ink-Lösung zugege-
ben und bei -20°C aufbewahrt.

f) Immunomagnetische Beads: Die Dynabeads M450
(Fa. Dynal, Hamburg) sind gekoppelt mit einem mono-
klonalen Antikörper gegen die HLA-Klasse ll-ß-Kette
erhältlich. Das Produkt wurde in 0,1% BSA, 0,01%
Natriumazid aufbewahrt. Zur B-/T-Zelltrennung wurde der
Magnetic Particle Concentrator (MPC 6, Fa. Dynal) ver-
wendet.

g) HLA-Platten: Für die HLA-DR, DQ-Serologie wurden
routinemäßig die DR-72-Well-Platten der Firma BMT
Laborprodukte, Krefeld, eingesetzt.
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Tab. 1: Cross-Tabulierung der Anzahl der Scores mit visueller und
automatischer Ablesung
Automat. visueller Score

score
Negativ Positiv nicht

bewertbar

1

1 4279
2 205
4 64
6 34
8 8
9 5

2

68
206

21
7

' 4
0

4

46
83

122
23
6
0

6

31
61

124
228

37
0

8

9
11
88

277
1060

0

9

0
0
0
0
0

' 3

h) Benötigte Blutmenge für die DR/DQ-Bestimmung mit
immunomagnetischen Beads: Bei Gesunden sind 10 bis
20 ml Blut ausreichend, wenn die HLA-Klasse l- und die
HLA-DR,-DQ-Typisierungen direkt durchgeführt werden.
In Extremfällen (bei Säuglingen oder Kleinkindern) ist die
HLA-DR,-DQ-Typisierung mit der hier vorgestellten Me-
thode aus nur 4 bis 5 ml Blut möglich. Die nach der B-
Zellseparation übriggebliebenen mononukleären Zellen
(meist T-Zellen) können unmittelbar für die HLA-Klasse I-
Typisierung weiter verwendet werden. 20 ml sind eine
routinemäßig praktikable Blutmenge, wobei die restlichen
mononukleären Zellen für eine mögliche Nachtypisierung
eingefroren werden können.

Separation der B-Zellen mit immunomagnetischen
Beads, Durchführung des Zytotoxizitätstestes
a) Vorbereitung der Reagenzien und Materialien für die
B-Zellanreicherung: Die Aufbereitung der Zellen erfolgte
in nicht-silikonisierten Glasröhrchen auf Eis bzw. mit vor-
gekühlten Lösungen. Die Beads (70 pro Probe) wurden
vor der Verwendung mit kaltem 0,1% BSA/PBS einmal am
Magneten gewaschen und in 100 kaltem PBS aufge-
nommen. Die C-FDA-Gebrauchslösung (250 C-FDA-
Stammlösung/5 ml PBS) wurde frisch angesetzt.
b) Separation der B-Zellen: Die mit PBS gewaschenen
Zellen wurden 10 Min. bei 230 g zentrifugiert, der Über-
stand dekantiert, das Zellpellet resuspendiert und danach
in 2,5 ml 0,6% Natriumcitrat-Lösung aufgenommen. Die
HLA-Klasse H-Beads (100 pro Probe) wurden mit den
suspendierten Zellen 4 Min. in Eis inkubiert, wobei durch
Drehen der Röhrchen die Zellsuspension vorsichtig durch-
mischt wurde. Nach zweiminütiger Verweildauer der Glas-
röhrchen im MPC-6, wurde der Überstand (zu 90% T-Zel-
len, NK-Zellen) in ein neues Glasröhrchen pipettiert. Das
Waschen der Zellen erfolgte am Magneten. Für den ersten
Waschvorgang wurden 2,5 ml 0,6% Na-Citrat-PBS ver-
wendet dabei wurde die Pipette gegen die Röhrchen-
wand gehalten, um ein langsames Auftropfen auf die Zell-
Bead-Suspension zu gewährleisten. Nach nochmaligem
Waschen mit 2 ml PBS und Abpipettieren des Über-
standes ist die HLA-Klasse ll-positive B-Zellpopulation für
die Markierung mit C-FDA vorbereitet.
c) Markierung der Bead-gekoppelten B-Zellen mit C-FDA:
5 ml C-FDA-Lösung wurden zu den an die Beads gekop-
pelten Zellen gegeben, danach 12 min bei Raumtempera-

Antigen +/+ +/- -/+ -/-

DR1
DR2

DR15
DR3

DR17
DR4
DR5

DR11
DR12

DR6
DR13
DR14

DR7
DRw8
DRw9
DRwIO
DQw1

DQ6
DQw2
DQw3

DQ7
DQw4

DR
DR
DR/DQ

36
23
21
25
15
26
25
21
4

20
10
6

19
6
1
1

77
28
32
47
32
5

182
161
343

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
4
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

4
0
4

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

0
0
0

64
77
79
75
85
74
75
79
96
80
86
94
81
94
99
99
23
72
68
53
68
95

818
239

1057
+/+, Antigen visuell und automatisch bestimmbar; +/-, Antigen
visuell aber nicht automatisch bestimmbar; -/+/ Antigen nicht
visuell aber automatisch bestimmbar; -/-, Antigen weder visuell
noch automatisch bestimmbar

tur im Dunkeln inkubiert. Das Röhrchen mit der Zell-
suspension wurde anschließend für 2min in den MPC-6
Konzentrator gestellt, zweimal mit PBS am Magneten ge-
waschen und die an Beads gekoppelten Zellen in 100
10% FCS/RPMI aufgenommen. Die Einstellung und Kon-
trolle der Zellzahl muß in jedem Fall mikroskopisch über-
prüft werden; dies wird aufgrund der Markierung der le-
benden Zellen mit C-FDA erleichtert. Im Bedarfsfall kann
mit FCS/RPMI-Lösung verdünnt werden. Besonders genau
muß die Beadkonzentration überprüft werden. Diese darf
nicht zu hoch sein, da sonst eine Ablesung mit dem
Patimed-Mikroskop kritisch ist. Die eingestellte Zell-Bead-
Suspension wird dann mit Hamilton-Spritzen auf die HLA-
DR 72-Platte aufgetragen und für 30 Min. abgedunkelt mit
den Antiseren inkubiert. Im nächsten Schritt werden 6
Komplement pro Well ohne Farbstoffe, oder Komplement
mit Propidiumjodid (100 Propidiumjodid (PJ) auf 5 ml
Komplement) zugegeben. Es folgt eine 60minütige Inku-
bation bei Raumtemperatur. Wenn das Komplement kein
PJ enthält, wird die Reaktion mit 6 Ink-PJ-Albumin-
EDTA durch vorsichtiges Aufsetzen der Tropfen mit einer
Multidispenserspritze abgestoppt. Alternativ kann dafür
auch Hämoglobin verwendet werden, wenn in der Kom-
plementlosung bereits PJ enthalten ist.

HLA-Klasse-ll-Typisierung ohne Trennung
der B- und T-Zellen
Die Isolierung der mononukleären Zellen, das Einfrieren
und Auftauen der Zellen erfolgt wie oben beschrieben.
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HLA-Typ: DR1 , DR4, DQwl , DQw3

Abb. 4: Beispiel eines Computerausdrucks f r eine HLA-DR,DQ-Typisierung an Bead-separierten B-Zellen und automatischen Ablesung
durch das Leitz Patimed-System

Nach dem Auftauproze werden die Zellen f r 30 min bis
2 Std. in 50% FCS/RPMI bei 37°C inkubiert, zweimal in PBS
gewaschen und in 1 ml C-FDA (250 μΐ Stamml sung auf
5 ml PBS) aufgenommen. Danach erfolgt eine zehn-
min tige Inkubation bei Raumtemperatur im Dunkeln.
Diese Markierungsreaktion wird mit 10% FCS/RPMI-L -
sung abgestoppt. Die Zellen werden dann nochmals zwei-
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mal in 10% FCS/RPMI gewaschen und auf eine Zellzahl
von 12000/μΙ eingestellt. Nach diesem Schritt werden sie
mit einem Lambda Jet Ger t (BmT Laborprodukte) auf die
HLA-DR-72 Well-Platten aufgebracht und 1 Stunde mit
deren Antiseren inkubiert. Danach werden mit Hilfe des
Lambda Dot Ger tes 6 μΐ Komplement pro Well auf die
HLA-Platten zugegeben und f r 1,5 Std. inkubiert. Das Ab-
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Abb. 5: Charakteristisches Beispiel einer C-FDA, PJ-Färbung von unseparierten mononukleären Zellen und automatische Ablesung mit
dem Leitz Patimed-System
a) links Negativkontrolle, Score 1
b) rechts Positivkontrolle (anti-B-Zellserum), 15% tote (rote Zellen)

stoppen der Reaktion erfolgt mit einem Gemisch aus Ink-
BSA-PJ und EDTA. Die so hergestellten HLA-Platten kön-
nen nun mit dem Patimed automatisch abgelesen wer-
den. Visuelles Ablesen ist bei dieser Methode nicht mög-
lich.

Das automatische Mikroskop
a) Systembeschreibung: Für die automatische Ablesung
wurde ein PC-gesteuertes Mikroskop-Photometersystem
(Patimed der Firma Leica, Wetzlar) verwendet (Abb. 1).
Apparative Details des Systems sind bei Wernet et al. (10)
beschrieben. Mit Hilfe von zwei Filterblocksystemen für
die Fluoreszenzillumination (L3 für C-FDA, also grün
markierte lebende Zellen, und N2 für EB oder PJ, also rot
markierte tote Zellen) wird die Lichtemission von EB oder
PJ und C-FDA getrennt.über einen Photomultiplier ge-
messen.

b) Kontrollsystem: Aus fünf auf der HLA-Platte vorhande-
nen Negativkontrollen (eine Negativkontrolle = Normal-
serum und vier negative Reaktionen) und fünf positiven
Kontrollen (ein anti-B-Zell-spezifisches Serum (ABS) als
B-Zellkontrolle, ein Anti-Lymphozytenserum (ALS) und
drei starke positive Reaktionen auf der aktuellen Platte)
wurden Mediane für die 7 2-Well-Platte elektronisch kalku-
liert, welche als Referenzwerte für die Normierung der
prozentualen Zytotoxizität benutzt werden.

c) Auswertung: Anhand der Positivkontrolle (ALS oder
ABS) wird die Intensität der Halogenlampe des inversen
Mikroskopes so eingestellt, daß ein Wert von 500-600 mV
erreicht wird. Durch den „Double Scan" des Patimed-
systems (erster Scan mißt die mit PJ oder EB gefärbten,
also rot leuchtenden, Zellen; zweiter Scan mißt die mit
C-FDA gefärbten, also grün leuchtenden Zellen) erhält
man 144 verschiedene Intensitätswerte gemessen in Milli-
volt (mV). Mit einem Algorithmus werden über den Com-
puter aus dem Mediän der fünf Positivkontrollen (= 100%

Zytotoxizität) und dem Mediän der fünf Negativkontrollen
(= 0% Zytotoxizität) alle anderen mV-Werte dieser Prozent-
skala zugeordnet. Wie bereits bei Wernet et al. (10) be-
schrieben, erfolgt die Berechnung der Ergebnisse mit
anschließender Konvertierung in serologische Scores
(Abb. 5) durch folgende Formel:
% PJ-Werte / % PJ-Werte + % CFDA-Werte 100%
= % Zytotoxizität
Für die automatische Beurteilung wurden Scores ent-
sprechend denen für die visuelle Betrachtung verwendet:
1 bis 20% = 1, 21 bis 40% = 2, 41 bis 60% = 4, 61 bis 80% =
6, 81 bis 100% = 8.

Ergebnisse
Anzahl der HLA-Klasse Il-Typisierungen
Aufgrund der anwachsenden Zahl HLA-Klasse l-typisierter
freiwilliger Knochenmarkfremdspender konnten bei aktu-
ellen Anfragen immer häufiger HLA-AB-identische Spen-
der gefunden werden. Entsprechend stiegen die Folge-
anfragen einer HLA-DR,-DQ-Typisierung immer mehr. Die
Abb. 2 zeigt die monatliche Zunahme an HLA-DR, DQ-Ty-
pisierungen potentieller Spender.

Zur Prüfung der Verläßlichkeit der Automatisierung
wurde ein Vergleich der HLA-DR,-DQ-Typisierung zwi-
schen automatischer Ablesung und visueller Auswertung
an 1600 Individuen durchgeführt. Die HLA-DR,-DQ-Typi-
sierung wurde hierfür an Bead-separierten B-Zellen
durchgeführt. Die Abb. 3 zeigt die optimale Verteilung der
Zellen sowie die für eine Ablesung mit dem automati-
schen Mikroskop notwendige C-FDA/PJ-Färbung. Die
visuelle Beurteilung ist für a: Score 1, für b: Score 2, für
c: Score 4, für d: Score 8. Die visuelle Beurteilung kann
mit dem automatischen Mikroskop bestätigt werden.

Abb. 4 zeigt einen Computerausdruck einer automatisch
abgelesenen HLA-DR,-DQ-Typisierung. Mit dem Patimed-
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Abb. 6: Beispiel eines Computerausdrucks für eine HLA-DR,DQ-Typisierung aus unseparierten mononukleären Zellen

System wurde hier eine DR-72-Well-Platte (DR72, BMT-
Laborprodukte) ausgewertet. In den Feldern des Com-
puterausdrucks sind die HLA-DR und DQ-Antigene mit
den dazugehörigen Scorewerten dargestellt. Die „Cell-
No" 343 entspricht der Labornummer der Fremdspender-
typisierung. Unter dem „Tray-Name" wird sowohl das
Tray (DR72) als auch die Probennummer (343) abgelegt.
Die unter L (low)-controls and H (high)-controls gezeigten

Werte belegen, inwieweit die geforderten Kontrollen auch
tatsächlich auf dem Tray vorhanden sind. Der Deltawert
(50) gibt an, inwieweit Abweichungen vom Mediän der
Positiv- und Negativkontrollen akzeptabel sind.

Qualität der Anreicherung der B-Zellen mit Dynabeads j
Die routinemäßig in unserem Labor verwendete HLA- j
DR72 Well-Platte besitzt ein internes Kont roll System für .
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den Nachweis von B-Zellen, T-Zellenf Monozyten, Granu-
lozyten sowie Gesamt-T-Zellen.' Wie an der Positivkon-
trolle (Position 1B, anti-B-Zellserum) in der Abb. 5 doku-
mentiert, konnte für die B-Zellen eine 100%ige Anreiche-
rung (29 mV für C-FDA entspricht 0% lebende Zellen, ent-
spricht Score 8) erreicht werden. Die anderen Kontrollen
für T-Zellen, Granulozyten und Monozyten waren im Ge-
gensatz dazu eindeutig negativ (Score 1). Generell lag die
Anreicherung nie unter 95%. Die Abbildung belegt, daß
die HLA-DR,-DQ-Typisierung eindeutig mit DR1, DR4,
DRw53, DQw1, DQw3 ablesbar ist.

Vergleich zwischen visueller und automatischer Ablesung
99% der Typisierungen waren visuell als auch automa-
tisch auswertbar, wobei die gute Serenqualität (36 Anti-
seren, davon bis auf drei alle monospezifisch sowie 36
monoklonale Antikörper) wesentlich war. Die serologi-
schen Scores wurden für den Vergleich der zwei Tech-
niken auf Konkordanz (Basis 100 DR-Typisierungen) über-
prüft. Die Cross-Tabulierung dieser Score-Werte ist in der
Tab 1. gezeigt. Diese Scores wurden in die positiven oder
negativen Äquivalente konvertiert, so daß daraus fol-
gende Kontingenztabelle resultiert:

+/+ = 1602, +/- = 324, -/+ = 82 -/- =
die Konkordanz beträgt 93,9%.

5184;

Der HLA-Phänotyp wurde an 100 Testzellen basierend auf
serologischen Scores der Antiseren bestimmt. Die Ergeb-
nisse des Vergleichs sind in Tabelle 2 dargestellt. Diskre-
panzen wurden nur in der Beurteilung der Reaktionsstärke
des DRw13 monoklonalen Antikörpers in 4/100 Fällen fest-
gestellt. Hierbei ergibt die visuelle Beurteilung einen
höheren Score als die automatische Ablesung (z.B. visuell
6, automatisch 2 oder 4). Prinzipiell wurden die DRw13-
Antigene aufgrund der DQw6-Assoziation bzw. deutlich
positiver Reaktion des DRw13-monoklonalen Antikörpers
bestimmt. Die Definition der DR6-Splits war nicht mög-
lich, wenn die Kombination DRw15/DR6 sowie DR1/DR6
vorlag, da DQw6 dannjiicht eindeutig bestimmbar bzw.
in Assoziation mit DRwi§ vorlag. DRw13 konnte auch in
der Kombination DR4/DR6 DQw1, DQw3 nicht eindeutig
bestimmt werden, da das Antiserum DQw6 auch eine
Reaktion mit DQw3 aufweist. Insgesamt können 14 DR-
Spezifitäten direkt bzw. 18 durch entsprechenden Aus-
schluß mit dem hier eingesetzten DR-72 Tray (Abb. 4) er-
faßt werden.

HLA-Klasse Il-Typisierung ohne Trennung der B-
\ und T-Zellen
\ Diese Methode wurde eingesetzt, wenn Nachtypisierun-
; gen aus eingefrorenen mononukleären Zellen notwendig
l wurden oder wenn potentiell infektiöses Zellmaterial vor-

handen war. Die zu 3-20% aus B-Zellen und zu 3-10% aus
Monozyten bestehenden mononukleären Zellen wurden
in den Zytotoxizitätstest eingesetzt, wie unter Material
und Methoden beschrieben. Die Abb. 5 zeigt eine Negativ-
kontrolle (0% Zytotoxizität, Abb. 5a) und eine Positivkon-
trolle (15% Zytotoxizität, Abb. 5b). Die positiven Seren-
reaktionen liegen zwischen 10 und 15% Zytotoxizität. Mit
dem Auge ist so ein differenziertes Lesen des Prozentsat-

zes Zytotoxizität unmöglich. Auf der Basis der Doppelmar-
kierung mit C-FDA und PJ und der automatischen Ab-
lesung können die Differenzen zwischen 0 und 20% ein-
deutig als mV-Daten (Intensitätswerte) gemessen und in
Scoredaten konvertiert werden (Abb. 6). Diese Berech-
nung ist nur auf der Basis des Kontrollsystems möglich.
Eine Voraussetzung für die problemlose Auswertung ist,
daß keine anti-T-Zellseren oder anti-Lymphozyten-Seren
(ALS) auf den HLA-Trays vorhanden sein dürfen, da durch
diese hervorgerufene überstarke Reaktionen (mV-Daten)
das Kontrollsystem stören würden. Kommerziell erhält-
liche Platten, die sowohl ALS als auch anti-T-Zellseren
enthalten, sind deshalb nur bedingt verwendbar. Die qua-
lititativ beste Messung kann erfolgen, wenn getrennte
Trays für HLA-DR- und DQ-Seren verwendet werden, da
die Reaktionen der Zellen mit DR- und DQ-Seren unter-
schiedlich sind.

Diskussion
Korrelierend zu der hohen HLA-Klasse l-(HLA-A,B)-Typi-
sierungsfrequenz (2000-2500 pro Monat) steigt die Anzahl
der Anfragen für die HLA-Klasse ll-(HLA-DR,-DQ)-Typisie-
rung unverwandter HLA-A,-B-identischer Knochenmark-
spender an das Register. Zur Gewährleistung einer exak-
ten und schnellen serologischen HLA-DR,DQ-Typisierung
wurde auf der Basis eines Doppelfluoreszenztestes und
der automatischen Ablesung mit einem PC-gesteuerten
Mikroskop-Photometersystem das Ablesen jeder einzel-
nen kommerziell verfügbaren HLA-DR72 Well-Platte von
5-15 Min. auf 20 Sek. reduziert. Die Resultate der HLA-
DR, DQ-Typisierung mit isolierten B-Zellen zwischen auto-
matischer und visueller Ablesung zeigen, daß hinsichtlich
der Auswertung eine 99%ige Übereinstimmung vorliegt.
Die Qualität der Beurteilung der Reaktionsstärke mit der
automatischen Ablesung ist mit der visuellen vergleichbar
und in kritischen Fällen - da objektiver- sogar überlegen.
Die Cross-Tabulierung der Anzahl der Score-Werte, die
mit visueller und automatischer Ablesung ermittelt
wurde, führte zur Ermittlung einer 93,9%igen Konkordanz
der Ablesung. Eine Konkordanzrate von über 90% wird ge-
nerell als gute Reproduzierbarkeit der Meßergebnisse ei-
nes qualitativen Testindikators angesehen (11). Die Basis
der Cross-Tabulierung sind 100 DR, DQ-Typisierungen,
die randomisiert alphabetisch ausgewählt wurden, insge-
samt wurden so 72000 Wells qualitativ analysiert. Die
Konkordanz der Ablesung liegt geringfügig über der von
Naipal et al. (5) angegebenen von 91,7%, die jedoch dort
mit der Methode unseparierter mononukleärer Zellen
durchgeführt wurde. Die Reinheit der Bead-separierten B-
Zellen mit über 95%, mit denen die Konkordanzberech-
nungen in unserem Testsystem durchgeführt wurden, ist
demnach ein Vorteil für die Ablesung. Die Methode der
unseparierten mononukleären Zellen ist für die HLA-DR,-
DQ-Bestimmung besonders dann problemlos geeignet,
wenn für die Bestimmung der HLA-DR und HLA-DQ-Allele
getrennte Testplatten verwendet werden, oder Testplat-
ten, bei denen kein ALS oder anti-T-Zellserum vorhanden
ist. Dieses Verfahren ist vorteilhaft, wenn primär nur eine
geringe Blutmenge zum Testen zur Verfügung steht, wie
z.B. bei Kleinkindern oder wenn infektiöse Blutproben be-
arbeitet werden müssen, wie z.B. bei Hepatitis- oder HIV-
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Infizierten. Der entscheidende Nachteil hier ist jedoch, daß
kommerziell verfügbare HLA-Typisierungsplatten nur be-
dingt eingesetzt werden können. Die entscheidenden Vor-
teile der automatischen Ablesung für die DR-Serologie
sind außer der erheblichen Zeitersparnis, daß Lese· und
Schreibfehler, die bei der manuellen Auswertung auftre-
ten können, vermieden werden und die Leseanstrengun-
gen für das Auge wegfallen.
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Schürgers, sagen wir unseren herzlichsten Dank.

Korrespondierender Autor:

Peter Wernet
Medizinische Einrichtungen der Heinrich-Heine-Universität
Knochenmarkspender-Register NRW
Zentrale Düsseldorf
Moorenstraße 5
4000 Düsseldorf 1
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»Gibt es ein spezielles Erbrecht für Ärzte und

Zahnärzte? »Vertragsarzt stirbt - dürfen die Erben die

Praxis fortführen? »Erben auch Schwiegerkinder und

geschiedene Ehepartner? »Ehe-

partner verstorben - erbt der über-

lebende Ehepartner alles? »Wel-

che erbrechtlichen Vorteile hat die

Gütertrennung? »Können die

Kinder den überlebenden Ehepart-

ner zwingen, die Familienimmobilie

zu veräußern? »Wann erbt der Staat? »Pflichtteil-

stets Geldanspruch? »Wie sichert man den überleben-

den Ehepartner durch ein Testament? »Wie errichtet

man ein eigenhändiges Testament? »Die Enterbung

gesetzlichen Erben - zulässig? »Nichteheliche Lebens-

gemeinschaft - empfiehlt sich die Errichtung eines Testa

mentes? »Nach dem Ableben einet

Arztes - was ist aus rechtlicher Sichi

zu tun? »Praxisübernahme - darf

die Patientenkartei dem Erwerber de

, , Praxis übergeben werden? »Schul -

den geerbt - arm durch Erbschaft?

>Ein offenes Wort zum Thema

„Schwarzgeldu - wird „Schwarzgeld" auch vererbt?

>~Nach dem Erbfall - Hochsaison für Betrüger? »Hohe

Praxisschulden - haftet der Ehepartner kraft Gesetzes?

N e n t w i g / O s m e r s

f ü r A r z t e u n d Z a h n ä r z t e
Verlag Kerohheim -t- Oo GmbH, Posttfaoh 2524, W-e5OO IVDainz 3.
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