Immungenetische Verwandschatft
Das HLA-System zw. Spender und Empfanger

. . Neuer Name |Bezeichnung |Verwandschaft Ausgang
Genetik, Funktion und

Autolog Autotransplantat | Spender = Empfénger keine AbstoRung
Syngen Isotransplantat Eineige Zwilinge keine AbstoRBung
. . - Transplantat geht zunachst an wird
Typisierungsverfahren Gliche Speries | eson et on 1.5 Togn
- Verwandt abgestoRen.
Allogen Allotransplantat | (aufer ident. Zwilling) - Bei ereuten Exposition (Retransplan-
- Nicht verwandt tation - second set) erfolgt die Ab-
(Verstorbenen-Tx) stoBung innerhalb von Stunden o.
Minuten
. T I: d halb M
Xenogen  |Xenotransplantat|  andere Spezies b,’z':ﬁ,:;‘:[x;e!:gz;: von Minuten
s, Priv. Doz. Dr. med. J. Mytilineos
2 a Abteilung Transplantationsimmunologie
% g
S - 300’0 Institut fur klinische Transfusionsmedizin
N

und Immungenetik Ulm
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Einteilung nach dem Ort der Einteilung nach der Methode
Transplantation der Transplantation
Zeit\n_leiliger Gefalstiel —
Organ wird n seiner poreten | nessente ot | Hautranspanaion
Orthotop physiologischen Position Immer nur autolog
angebraCht Zellulares Transplantat wird in Form einer Knochenmark /
Transplantat Zellsuspension injiziert TranPsBSZ -
plantation
Freies Anbringen eines Ze!lve(bundes Nebenschilddrisen-
Organ wird an einer Transplantat dL}:S:ng:\gut:jn%Iiereagzsggv?/renbe transplantation
Heterotop nicht-physiologischen 9
Lokalisation eingepflanzt Versorgung durch eine
Organ- Spender-Empfanger Nierentransplantation
transplantat GefalRanastomose
Probleme bei der .
: AbstofRungsreaktionen
Organtransplantation
+ Chirurgisch-Anatomischer Natur * Zellular (T-Z_e"en)
— Atypische GefaRe — Fruh akut (innerhalb von 10 Tagen nach Tx)
— Schéadigung des Organs wahrend der Entnahme — Spat akut (nach 10 Tagen post Tx)
— Konservierungsprobleme _ Chronisch
— Angiologische Komplikationen (Venen- bzw.
Arterielverschlusse, etc.)
e Humoral (Antikdrper)
* Immunologischer Natur — Hyperakut
— AbstoBungsreaktion

— Graft versus Host Krankheit
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Maflinahmen zur Beherrschung
von Abstol3ungsreaktionen

* Medikamentds (Immunsuppressiva)
— Cyclosporin A
— FK506
— Rapamycin
— Mucophenolat Mofetil (MMF)
— Kortisonpraparate
— Azathioprin
— OKT/ATG
— Monoklonale Anti IL2-Ak's
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Malinahmen zur Beherrschung
von Abstol3ungsreaktionen

e Laboruntersuchungen
— HLA-Typisierung (bei Spender u. Empfanger)
— Ak-Screening
— Crossmatch
— Gemischte Lymphozytenkultur (MLC)
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Welche Organe werden transplantiert?

* Niere

» Leber F
e Herz / Herz-Lunge

e Lunge

e Pankreas

¢ Knochenmark / PBSZ
e Hornhaut

» Herzklappen

« Gehorknéchelchen “years
¢ Knochen

e Darm

e etc....

All Transplants

% Grafts Surviving
ca3888833888
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Chromosomale Kodierung der
HLA-Merkmale

Chromosome 6 ? Cantromera P
I 11 :

Telomere Telomere

6p21.31

Regions

I Class Il | clssi Class | |
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Human MHC

HLA class Il
region loci
& HEsi % =9 8
i BEE B 4H BB B B
HLA class Il @
region loci 8 .
= zEE 3
Tus g5 M
B8 BT EE 5EH
HLA class |
region loci
a0 i e
ik G 3 q54 ]
552 2 2 223 H
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Aktuelle Liste der
HLA-Antigene

(Die Zziffer in Klammern geben das

dazugehdrige Breite Antigen an)
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Jahrlicher Anstieg der Anzahl
der HLA-Antigene/Allele

PD Dr. med. J. Mytilineos Vorlesung TPL-Immunologie

HLA-A HLA-B HLA-C HLA- HLA- HLA-
DRB DQB1 DPB1
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Exon-Intron Aufbau der HLA-Gene

DNA —IE s
Exon 1 2 b OF /=8

Exon 1 2 3 4 HEh
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Der Polymorphismus der HLA-Genorte ist
“patchwork”-méaRig aufgebaut

PD Dr. med. J. Mytilineos Vorlesung TPL-Immunologie

Die Mehrheit der polymorphen Positionen befindet
sich innerhalb der exone 2 und 3 fir HLA class |
Gene und innerhalb des exons 2 fir HLA class Il
Gene.

Polymorphe Positionen, die ausserhalb dieser
Exone liegen (meistens Exon 1 & 4 fir Klasse |,
und Exon 3 fiir Klasse I1) tragen ebenfalls zum
hohen Grad allelischer Variabilitat des HLA
Systems.
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Nomenklatur von HLA-Allelen

Vererbung der HLA-Merkmale

Nicht Sy 3 I
Serologisch oder LStille” exprimiertes HaBl 8 [85]  Hasl 8| 6o
Molekularbiologisch  Mutation Allel e
l l l HLA-DQA1*: EE HLA-DQA1* EE
HLA-DQB1’ |0303{0201 HLA-DQB: |0603{0402)
HLA- DRB1+11010104N el el
Kind 1 Kind 2 Kind 4
[ wnfBlE]  wanfi]e] ]
Name des GenortesBreite Intron HLH:WB %% HL::E 7—5? 7—33—3
Spezifité Polymorph. #aore1-{oadoso] - Huroret| o7o] oso) Loro{ 1201
Sequenzielle oo ] s o] o
Allelnummer HLADPB1+{0401 1504  HLA-DPB1+| 0901 150 {0so1]401]
2 4 1 4 13
Expression der HLA-Antigene
HLA-Klasse | — Antigene |- Alle kernhaltige Zellen
- Thrombozyten
- Spermatozoen
HLA-Klasse Il — Antigene |-Makrophagen
-Monozyten
-Aktiv. T-Lymphozyten
-B-Lymphozyten
Aufteilung der HLA-
Typisierungsmethoden
* Nach Auflésungsgrad
— Hochauflésend (High Resolution = 4 stellig:
| A*0201)
. PN — Niedrigauflosend (Low Resolution = 2
# $ % stellig: A*02)
' v *
& ¢ ) # 0+ « Nach dem Verfahren
- & #H — Serologisch
— Molekularbiologisch
— Zellular
— Biochemisch




Aufldsungsgrad einer Typisierung (2) Klassische Verfahren
] Serologische Typisierung (CDC)
Auflosung | Ziffer Klin. Methode — NIH-Test, LCT, Mikrolymphozytotoxizitatstest
Anwendung » Zelluléare Verfahren
Nieren Tx | Serologie - MLC
N PCR-SSO
Niedrig 2 Thromb. PCR-SSP —_PLT _ N
Transf. SBT « Biochemische Typisierung
Stammezell PCR-SSO, - Eind.in?ensio.nale, is.oelektris'che Fokussie.rung
Tx — Zweidimensionale, isoelektrische Fokussierung
Hoch 4 . PCR-SSP,
Forensik SBT
Krankheitsa
Microlymphocytotoxicity Test
HLA antiserum (Ab) +
Iymphocyte suspension (Ag) >_ >_
(Ag - Ab reaction) C Oj
cell Iysis (\ \/;>_ e CJZ]>_
Staining with
(as seen through microscope) . O
SCORING Molekularbiologische
Verfahren
Percent dead cells Score Interpretation * PCR-SSP . SBT
¢ PCR-SSO
Klassisch * RFLP
RDB « PCR-RFLP
51 - 80% 6 positive * RSCA
— — Beads « SSCP
81 - 100% 8  strongly positive ELPHA i
- * sonstigen
— Chips-Arrays




PCR-SSP

* Prinzip: PCR mit Sequenzspezifischen
Primers

« Auflésung: Niedrig, mittelhoch und hoch

¢ Genorte: HLA-A, -B, -Cw, DRB1,3,4,5,
DQB1, DQAL, DPB1

« Vorteil: Schnell, leicht zu auswerten

* Nachteil: Verbraucht viel DNA!
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PCR-SSP

DNA-Isolation

}

PCR Mit spezifischen

Oligonukleotidprimer

|

Elektrophorese

Ablesung und Interpretation
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PCR-SSO (Luminex)

¢ Prinzip: PCR-SSO und anschl. Hybridisierung
mit Sequenz Spezifischen Oligonukleotiden, die
auf Beads gekoppelt sind. Analyse in einem
speziellem FACS-Gerét (Luminex)

¢ Auflésung: Niedrig bis hoch

¢ Genorte: HLA-A, -B, -Cw, -DRB1, -DQB1

¢ Firmen: Tepnell (Inno-Train) und One Lamda
(BMT)

 Vorteil: bis 100 Hybridisierungen in einem Tube!
Enorm Arbeitserleichternd! Schneller Durchsatz.

» Nachteil: Preis
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¢ Luminex beads werden
mit zwei verschiedenen
Farben (rot und infrarot)
gefarbt

« Fir jede Bead-Populati-
on gibt es immer ein
bestimmtes Mengen-
verhéltnis der beiden
Farben zueinander

PD Dr. med. J. Mytilineos

Cimmung ologie

« Nach der Farbung
werden die Beads
gewaschen

« Es gibt 10 mdgliche
Farbténe von Rot und
10 weiteren fir Infrarot

« Das Vermischen der
beiden Farben resultiert
zu 100 verschiedenen
Kombinationsmdoglichk
eiten

PD Dr. med. J. Mytilineos 5 1PL-Immunologie
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Probe wird vom Instrument aufgesogen und passiert
zwei Laserstrahlquellen.

Signaldetektion

Griiner Laser
quantifiziert die

die innere Farbe des
m. Bt Menge des an das
ﬁl. Bead gebundenen

Roter Laser bestimmt

Amplifikats

-
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PCR-SBT

« Prinzip: Kettenabbruchverfahren
synthetisierter PCR-Extensionsprodukte

Auflésung: Niedrig bis hoch

Genorte: HLA-A, -B, -Cw, DRB1,3,4,5,
DQB1, DQA1, DPB1

Vorteil: Maximale Auflésung mdglich

Nachteil: Dauert langer als andere
Verfahren, teueres Equipment und

SBT Schritte

Lokus-spezifische Amplifikation (PCR)
— Verschiedene Strategien (generisch, gruppenspezifisch etc.)

PCR Kontrolle
— Meistens mittels Agarose-Gelelektrophorese

Aufreinigung des PCR-Produktes
EEnlfem;mg der iiberschiissigen PCR Primer, dNTP's, Saltze und unspezifischer PCR-Produkte
Dimere]

— Verschiedene Verfahren (Enzymatisch, Beads, Saulen u.a.)

Cycle Sequencing
(Gemerierung des Stranges, der sequenziert werden soll durch Inkorporierung markierter ddNTP
Molekiile (big dye) wahrend einer ,single primer PCR*)

Aufreinigung des ,Cycle Seq“ Produkts
— Verscjoedene Verfahren (Chemisch, Beads, Saulen, u.a.)

Reagenzien Electrophoretische Trennung der ,Cycle Seq” Fragmente in einem
automatischen Sequencer
Interpretation und Evaluation der Rohdaten
PD Dr. med. 3. Mytilineos Vorlesung TPL-mmunologie PD Dr. med. J. Mytilineos Vorlesung TPL-mmunologie
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HLA-Krankheitsassoziationen

1.Disease
1.Rheumatoid arthritis

1..DDM

1.Pemphigus
1.Chronic Active Hepatitis

1.Coeliac Disease

1.HLA allele
1.DR4

1.DR3
1.DR4
1.DR3/DR4

1.DR3, DQWE/DQwW2

1.DR2
1.DR4
1.DR3

1.DR3

1.Relative risk

16

15
16-7
1.20

1.30

1.0.25
1.24
114

112
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HLA und Abstammungsbegutachtung

Muter Vater
HAA| 1 |29 HAA | 2 |3
HLAB| 8 | 35 HLAB| 8 | 60

HLACw:| 7 | 4 HACw: [3 | 7

HLA-DRB1+ 07010301  HLA-DRB1*{ 1301 080:

HLA-DQAL*: {0201 501 | HLA-DQAL*

HLA-DQB1: HLA-DQS

HLA-DPB1+0901/0401]  HLA-DPB1+| 040 150;

Kind 2 Kind 3 Kind 4

HLA-A HLAA: HLA-A: 1 | 24

HLAB 35 | 60 HLAB: HLA-B: 8 | 42

HLACw:| 4 | 7 HLA-Cw. Hiacw:| 7 | 3

HLA-DRB1*{ 0301/ 080] HLA-DRB1*{ 070: HLA-DRB1+{ 07010901

HLA-DQA1*: {0501 p401| HLA-DQAL* $201 HLA-DQA1": P201 P301

HLA-DQB1+:(0201/0402| HLA-DQB1*: {03 HLA-DQB1

HLA-DPB1+{0901}1701]
1 2

HLA-DPB1*{0401]1501]  HLA-DPB1*| 090:
2 1
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