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1. Zusammenfassung

Der komplementabhangige Crossmatch (CDC XM) stellt ein zentrales
diagnostisches Verfahren im Labor dar, das der Reduktion des Risikos
hyperakuter AbstoRungsreaktionen durch spenderspezifische HLA-
Antikorper dient[1]. Der automatisierte Flow CDC XM am BD FACSLyric
wurde als objektive Alternative zum konventionellen CDC XM
evaluiert. Die Nutzung eines Flowzytometers steigert die
Standardisierung der Auswertung durch quantitative Ergebnisse und
genau definierte Cut-offs. Die Ergebnisse der Validierung bestatigen
eine zuverlassige technische Durchfuhrung des Assays. Um den
Prozess zu optimieren, waren lediglich Mengenanpassungen bei
einzelnen Reagenzien erforderlich. Ein kritischer Aspekt zeigte sich in
der Signalminderung der Positivkontrolle nach wiederholten
Auftauzyklen, was eine strikte Handhabung erfordert. In der
statistischen Auswertung Uberzeugt die flowzytometrische Methode
insbesondere bei den T-Zellen durch hohe Sensitivitat und Spezifitat,
vor allem bei hoher Antikorperlast. Bei B-Zellen fiel die Sensitivitat
hingegen geringfugig niedriger aus.

2. Einleitung

Der komplement-abhangige Crossmatch kann dazu beitragen, eine
durch HLA-Antikorper verursachte hyperakute Abstossungsreaktion in
vitro zu erkennen. HLA (Human Leukocyte Antigen) sind Proteine auf
der Oberflache unserer Zellen. Stimmen die HLA-Merkmale der
Spenderin / des Spenders nicht mit denen der Empfangerin / des
Empfangers Uberein, besteht ein erhohtes Risiko fur eine
Abstossungsreaktion. Da eine Vielzahl unterschiedlicher HLA-
Merkmale auf verschiedenen Zellen vorkommt, ist es schwierig, eine
vollstandig passende Kombination zwischen Spender und Empfanger
zu finden. Der CDC XM dient daher dazu, das Risiko einer durch HLA-
Antikorper verursachten hyperakuten Abstossungsreaktion zu
beurteilen und zu minimieren|2].

Die momentan im Labor eingesetzte CDC-XM-Methode weist jedoch
einige Nachteile auf. Die Auswertung erfolgt manuell unter dem
Mikroskop, wobei anhand der Anzahl der toten bzw. lysierten Zellen
beurteilt wird, ob eine Reaktion vorliegt[3]. Da hierbei der Anteil der
lysierten Zellen abgeschatzt wird, kann die Beurteilung zwischen
verschiedenen Personen unterschiedlich ausfallen. Die Auswertung
des CDC XM ist dadurch subjektiv und semiquantitativ. Der neu im
Labor einzufuhrende Flow CDC XM wird hingegen am Flowzytometer
gemessen und ermoglicht dadurch eine objektivere Auswertung.
Durch das Gating kann zudem ein quantitatives Ergebnis in Form eines
prozentualen Anteils der lysierten Zellen bestimmt werden.

 (40®) Humorale
Anti-HLA « © '/ Immunantwort
Antikorper _, |
N -y
Zellulare
Immunantwort
Spender-
zelle

HLA

Abb. 1: Schematische Darstellung der humoralen sowie zellularen Immunantwort

3. Ziele und Fragestellungen

Evaluierung und Gegenuberstellung der beiden Crossmatch-Methoden
CDC XM und Flow CDC XM.

Inwiefern unterscheiden sich die beiden Methoden in Bezug auf die
analytische Aussagekraft? Im Vergleich des semiquantitativen CDC XM
zum quantitativen Flow CDC XM?

4. Material, Methodik, Vorgehen

Der grundlegende Ansatz beider Methoden ist vergleichbar, da jeweils
der Anteil lebender sowie toter bzw. lysierter Zellen bestimmt wird.
Beim konventionellen CDC XM erfolgt diese Beurteilung jedoch
manuell am Mikroskop: Der Anteil lysierter Zellen wird anhand eines
Scores von 1 bis 8 semiquantitativ geschatzt, wobei die Scores 1 und 2
als negativ und die Scores 4 bis 8 als positiv gelten. Diese Auswertung
ist somit subjektiv. Im Gegensatz dazu misst der Flow CDC XM die
Proben am Durchflusszytometer, was eine objektive, quantitative
Bestimmung des genauen prozentualen Anteils lysierter Zellen

erla Ubt Pos KTL - T-Zellen
Well-A ) Well-B  Well-C - |
Rater1 1 1 1 :'
Rater 2 2 2 1 = 1
Rater 3 6 6 6 8 : ll
Rater 4 6 6 4 f |
Rater5 8 8 6 T-Zellen 7AAD_Neg|T-Zellen 7AAD_Ro$
Rater6 4 2 1 - 57“_." 1;’:” :
| /D 7-AAD-A

Abb. 2: Heatmap zur Darstellung der subjektiven Auswertung

5. Ergebnisse/ Resultate

Abb. 3: Flow CDC XM Gating-Strategie der Postivkontrolle

Statistisch gesehen korrelieren die beiden Methoden signifikant
miteinander, wobei der Korrelationskoeffizient fur die T-Zellen bei
rsp = 0,52 und fur die B-Zellen bei r,, = 0,67 liegt. In der grafischen
Darstellung zeigt sich dabei, dass die negativen Scores (1 und 2) eine
deutlich geringere Streuung aufweisen als die positiven Scores (4, 6
und 8). Wahrend der CDC XM beispielsweise allen Werten in einer
Gruppe den Score 6 zu ordnet, gibt es fur dieselben Proben im Flow
CDC XM Werte von 8 bis 63%. Es gibt eine extreme Streuung.
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Tabelle 1: Streuung und Standardabweichung der T-Zellen
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Abb. 4: Methodenvergleich T-Zell CDC XM, Korrelation der beiden Methoden

6. Diskussion

Obwohl ein positiver linearer Zusammenhang zwischen beiden
Methoden besteht, gibt es deutliche Limitationen des konventionellen
CDC XM. Das Hauptproblem liegt in den sehr breiten Kategorien: So
steht Score 4 flr 21-50 % und Score 6 fur 51-80 % lysierte Zellen. In
der Praxis ist es mit bloRem Auge unter dem Mikroskop kaum
moglich, feine Unterschiede exakt zu erfassen. Z.B. zu entscheiden, ob
eine Probe bei 50 % (Score 4) oder 51 % (Score 6) liegt. Noch
kritischer ist diese Ungenauigkeit an der Grenze zwischen negativ und
positiv, bsp. beim Ubergang von Score 2 zu Score 4. Ob eine Probe
knapp unter oder Uber 20% liegt, lasst sich visuell schwer festlegen.
Genau hier bietet der Flow CDC XM einen entscheidenden Vorteil:
Durch klare Cut-off-Werte (1,8 % bei T-Zellen und 3,3 % bei B-Zellen)
ermoglicht er eine objektive, prozentuale Auswertung und sorgt im
Vergleich zum blossen Abschatzen beim CDC XM fur deutlich mehr
diagnostische Sicherheit.
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