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Meiner kleinen und groRen Familie.



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das hamatopoetische System

Die =zellularen Elemente des Blutes differenzieren sich

im Knochenmark aus

pluripotenten Stammzellen Uber lymphatische bzw. myeloische Vorlauferzellen in

Lymphozyten, Thrombozyten, Erythrozyten

, Monozyten und Granulozyten (Abb. 1).
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Abb. 1: Ubersicht der Himatopoese (Hehn 2014). Die Differenzierung pluripotenter
Stammzellen in lymphatische und myeloische Vorlauferzellen ist Voraussetzung fiir die
Entwicklung von Leukozyten, Erythrozyten und Thrombozyten.

1.2 Thrombozytopoese

Thrombozyten sind mit einem Durchmesser von 1,5 - 3,0 um die kleinsten korpuskularen
Blutbestandteile. Sie sind kernlos und entstehen im Knochenmark aus Megakaryozyten

durch die Abschnirung von Zytoplasmaauslaufern, die mit Organellen und Proteinen

des Zytoskeletts ausgestattet sind. Diese Prothrombozyten werden nach

Fragmentierung als reife Thrombozyten in die Zirkulation ausgeschwemmt und zu einem

geringen Anteil in der Milz gespeichert. Thrombozyten haben eine Lebensspanne von
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etwa 7 - 10 Tagen und werden im retikulohistiozytaren System sowie Uber die Bindung
an Ashwell-Morell-Rezeptoren in der Leber abgebaut. Allerdings erfolgt die Bindung an
diesen Rezeptor erst nach Abspaltung der Sialinsdure-Reste von den Proteinen
und/oder Lipiden der Thrombozytenmembran. Gleichzeitig aktiviert die Bindung
desialylierter Thrombozyten an den Ashwell-Morell-Rezeptor die Synthese des fir die
Thrombozytopoese essentiellen Thrombopoetins (Grozovsky et al. 2015, Matzdorff et al.
2018).

Unter physiologischen Bedingungen sind zwischen 150.000 - 400.000 Thrombozyten/ul
Blut vorhanden (Schulze 2010). Der Thrombozytenumsatz ist neben der
Thrombozytenzahl abhangig von der mittleren Thrombozyteniberlebenszeit und der
Milzgréfie und betragt bei gesunden Individuen etwa 44.000 Thrombozyten/ul pro Tag
(Branehog et al. 1974).

1.3 Thrombozytenmorphologie

Entsprechend der Morphologie werden innerhalb der Thrombozyten die periphere Zone,
die strukturelle Zone, die Zone der Organellen und die Zone der Membransysteme
unterschieden (Abb. 2).

Die periphere Zone ist durch die aus Lipiden bestehende Zellmembran mit der aus
transmembrandsen bzw. membranstandigen Glykoproteinen (GP), Glykosphingolipiden
und glykosylierten Lipiden gebildeten  Glykokalyx = gekennzeichnet. Die
membranstandigen GP sind fiir die Hamostase in mehrfacher Hinsicht essentiell. Zum
einen ermdglichen sie als Rezeptoren die Thrombozytenadhasion und -aggregation und
zum anderen stellen sie durch konsekutive Aktivierung spezifischer Signalwege die
Kommunikation der Thrombozyten untereinander sowie zwischen Thrombozyten und
anderen Zellen sicher.

Die strukturelle Zone ist fiir die Formanderung der Thrombozyten verantwortlich und
beinhaltet die Membranproteine des Zytoskeletts. In der Zone der Organellen befinden
sich thrombozytéare Speicher (Lysosomen, alpha-Granula und elektronendichte
Granula), die Proteine zur Chemotaxis, Aktivierung und Aggregation von Thrombozyten
enthalten. Die Zone der Membransysteme besteht aus dem offenen kanalikularen
System und dem dichten tubuldren System. Ersteres stellt ein weit in das
Plattcheninnere hineinreichendes und mit der Plasmamembran verbundenes

Kanalsystem dar, welches bei der Plattchenaktivierung nach auf3en verlagert wird und
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so die Oberflache der Thrombozyten vergrof3ert. Das dichte tubuldre System ist der
Hauptspeicherort flr freie Calciumionen, die eine Rolle bei der Thrombozytenaktivierung
spielen (Madlener 2010).

periphere Zone
Plasmamembran

Glykokalix
Zone der Organellen Membransysteme
dichte Granula - offenes kanalikuldres System
o-Granula W(\ dichtes tubuldres System

Lysosomen
Glykogenspeicher
Mitochondrien

strukturelle Zone
Mikrotubuli ] >
Aktin Sy
Myosin S

Abb. 2: Schematische Darstellung der Ultrastruktur ruhender Thrombozyten (Gawaz 1999).
Innerhalb der Thrombozyten werden entsprechend der Morphologie die periphere Zone, die
strukturelle Zone, die Zone der Organellen und die Zone der Membransysteme unterschieden.

1.4 Hamostase

Die Blutstilung wird durch ein koordiniertes Zusammenspiel aus zelluldaren und
plasmatischen Gerinnungsfaktoren gewahrleistet. Unter physiologischen Bedingungen
stehen hamostaseférdernde und hamostasehemmende Faktoren in einem streng
kontrollierten Gleichgewicht. Defizite, Defekte und genetisch determinierte Varianten der
zellularen oder plasmatischen Komponenten kdnnen diese Balance stdren und je nach
betroffener Komponente zu Blutungsneigung bzw. Thrombosebildung flihren.
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1.41 Primare Himostase

Die in der Blutbahn zirkulierenden Thrombozyten gewahrleisten die Integritat des
Gefallsystems. Unter physiologischen Bedingungen und bei intaktem GefalRendothel
zirkulieren sie in diskoider Form in engem Kontakt zur GefaRwand. Werden als Folge
von Verletzungen die subendotheliale Matrix und/oder der von-Willebrand-Faktor (vVWF)
exponiert, kommt es zur Adhasion der Thrombozyten in diesem Bereich.
Die Interaktion mit dem vWF erfolgt Uber die GPlba-Untereinheit des GPIb/IX/V-
Komplexes und fuhrt zur Aktivierung der Thrombozyten mit konsekutiver Reorganisation
des Zytoskeletts. Aktivierte Thrombozyten andern innerhalb von Sekunden ihre Gestalt
und vergréRern durch Ausstllpung der Pseudopodien ihre Oberflache (Reininger and
Schramm 2011, Gear 1984). Die Aktivierung weiterer Rezeptoren und die Freisetzung
von Thromboxan Az, ADP, Serotonin sowie anderen Mediatoren aus den Granula
fordern die Adhéasion weiterer Thrombozyten (Abb. 3).

Die Thrombozytenaggregation wird durch GPIlIb/llla (Fibrinogenrezeptor) vermittelt.
Fibrinogen verbindet jeweils zwei GPIIb/llla-Rezeptoren auf benachbarten
Thrombozyten und stabilisiert das Thrombozytenaggregat (Greinacher 2010).

1.4.2 Sekundare Hamostase

Die sekundare Hamostase wird durch sequentielle Aktivierung der Gerinnungsfaktoren
Uber den extrinsischen oder intrinsischen Weg ausgelost und endet in einer
gemeinsamen Endstrecke. Diese fuhrt zur Umwandlung von I8slichem Fibrinogen zu
unléslichem Fibrin, das den Plattchenthrombus verfestigt und so die Ablésung durch
hamodynamische Krafte verhindert (Klages and Lindhoff-Last 2015).
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Thrombozyt in Ruhe
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.85
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Abb. 3: Thrombozytenadhdsion, -aktivierung und -aggregation im Rahmen der primaren
Hamostase (Zieger B. 2018). Als Antwort auf eine Gefaldverletzung kommt es durch Interaktion
des von-Willebrand-Faktors (vVWF) mit dem thrombozytdren GPIb/IX/V zur Adhasion und
nachfolgender Aktivierung der Thrombozyten mit Freisetzung spezifischer Mediatoren aus den
Granula. Uber GPla/lla (und GPVI) erfolgt die Bindung an Kollagen und tber GPIlb/Illa kommt
es zur Aggregation der Thrombozyten mit der Bildung eines (noch lockeren) Thrombus.

1.5 Thrombozytare Adhdasionsmolekiile

Trotz ihres fehlenden Zellkerns verfigen Thrombozyten iber genetische Informationen.
Die vermutlich von den megakaryozytaren Vorlaufern stammende Messenger-RNA
(mRNA) befahigt die Blutplattchen zur de-novo-Proteinbiosynthese und ermdglicht ihnen
damit Einfluss auf ihre unmittelbare Umgebung zu nehmen (Kieffer 1987, Weyrich 1998,
Bugert and Kluter 2010). Darlber hinaus werden in den Granula gespeicherte
Mediatoren entweder freigesetzt oder in die Zellmembran transloziert.

1.5.1 Die thrombozytidren Glykoproteinkomplexe lib/llla und la/lla

Der GPIlIb/llla-Komplex (Fibrinogenrezeptor) ist ein Glykoprotein aus der Familie der
Integrine und wird ausschlie3lich auf Thrombozyten und deren Vorlauferzellen sowie
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Tumoren exprimiert (Chang et al. 1991). Mit einer Dichte von 50.000-80.000 Rezeptoren
pro Platichen ist es das haufigste Rezeptorprotein auf Thrombozyten.
Zusatzlich sind weitere GPlIb/llla Molekile in den a-Granula und dem offenen
kanalikularen System gespeichert (Wagner et al. 1996). Von dort werden sie im Rahmen
der Thrombozytenaktivierung und dem damit einhergehenden Anstieg der
intrazellularen Calciumkonzentration freigesetzt (Greinacher 2010).
Ein Defekt in den Untereinheiten des GPIIb/llla-Komplexes fihrt zur autosomal-rezessiv
vererbten Glanzmann-Thrombasthenie, die durch eine gestorte (reduzierte) Fahigkeit
thrombozytare Aggregation mit unterschiedlich stark ausgepragten Haut- und
Schleimhautblutungen charakterisiert ist.

Der GPla/lla-Komplex gehdrt ebenfalls zu den Integrinen, wird neben Thrombozyten
auch auf Lymphozyten exprimiert und dann als VLA-2 (Very Late Antigen-2) bezeichnet.
Auf jedem Thrombozyten befinden sich etwa 2.000 - 4.000 GPla/lla-Rezeptoren.
Hauptaufgabe dieses Rezeptors ist die mit einer Konformationsanderung
einhergehende Bindung an Kollagen und nachfolgender Aktivierung der Thrombozyten
durch die Interaktion mit GPVI (Santoro et al. 1991, Jung and Moroi 2000).

1.5.2 Der thrombozytare Glykoproteinkomplex Ib/IX

Der GPIb/IX-Komplex gehort zu den leucinreichen Rezeptoren und kommt mit einer
Dichte von circa 60.000 Rezeptoren/Thrombozyt vor. Er ist ausschlieBlich auf
Thrombozyten und Megakaryozyten exprimiert und ist der wichtigste Rezeptor fiir den
vWEF. GPIb/IX besteht aus den Untereinheiten GPIba, GPIbf und GPIX (Abb. 4).

Die extrazellulare Domane der Iba-Kette enthalt die Bindungsstellen fiir den vVWF und
Thrombin und kann durch Calpain von der Thrombozytenmembran abgegeben werden
(Greinacher 2010). Zwischen zwei GPIb/IX-Komplexen liegt jeweils ein GPV, welches
nur schwach mit den anderen Untereinheiten verbunden ist. Wurde zunachst davon
ausgegangen, dass sich das stochiometrische Verhaltnis von GPIb/IX zu GPV auf 2:1
belauft (Modderman et al. 1992) und GPV zwischen zwei benachbarten GPlba-
Einheiten des GPIb/IX-Komplex gebunden ist (Li et al. 1995), so konnte von Burkhart et
al. ein Verhaltnis von 1:1 beschrieben werden (Burkhart et al. 2012).
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Eine hereditare Mutation in einer der drei Untereinheiten des Komplexes kann zum
Krankheitsbild des Bernard-Soulier-Syndroms flihren, welches durch eine erhdhte
Blutungsneigung bei gleichzeitigen Makrothrombozyten charakterisiert ist (Lépez et al.
1998).

NH,

globuldre Doméne

leucinreiche
Wiederholungen

*NH,
GPIIb
Bindungsstelle *NH,
filr yWF-Faktor GPllla
Ca-bindende
Kohlenhydrat- Regionen

seitenketten RGD-Bindungsregion

Fibrinogen- (Fibrinogen)
Bindungsstelle
cysteinreiche
GPllb Wiederholungen
schwere Kette
GPlb 3
leichte Kette
€00~ €00~

C00
GPIbB  GPlba GPIX

@ vW-Faktor-Rezeptor l Flbrinogen—RezeptorI

Thrombozyten-
membran

Abb. 4: vWF-Rezeptor (GPIb/IX) und Fibrinogen-Rezeptor (GPIllb/llla) auf der
Thrombozytenmembran (Heinrich et al. 2014). Der GPIb/IX-Komplex besteht aus einer tber
Disulfidbriicken verbundenen Iba- und Ibp-Kette, sowie dem nicht-kovalent mit GPIbB
verbundenen GPIX. Alle Untereinheiten bestehen aus einer Ektodoméane, einer
Transmembrandoméne sowie einer kleinen zytosplasmatischen Doméne. Die globulare,
extrazellulare Doméane der Iba-Kette ragt weit Uber die Thrombozytenoberflache hinaus und
ermoglicht den an der Gefallwand rollenden Thrombozyten die Interaktion mit dem vWF. Die
zytoplasmatische Domane des GPIba ist fest mit dem thrombozytaren Zytoskelett verbunden und
stabilisiert den Komplex. Der GPIIb/llla-Komplex ist ein Heterodimer aus den nicht-kovalent
gebundenen Untereinheiten Ilb und Illa. GPIIb besteht aus einer leichten (zytoplasmatische und
transmembrandse Domane) und einer schweren Kette (extrazellulare Domane), die durch
Disulfidbriicken verbunden sind. An der Ektodomane ist die Bindungsstelle fir Fibrinogen
lokalisiert. GPllla ist ein transmembrandses Protein und besitzt ebenfalls eine Bindungsstelle fir
Fibrinogen (Greinacher 2010).
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1.5.3 Das thrombozytare Glykoprotein CD109

CD109 ist ein Glykosyl-Phosphatidyl-Inositol (GPI) - verankertes Membranglykoprotein,
das von aktivierten Thrombozyten exprimiert wird und Trager des urspringlich als ,Gov*
bezeichneten HPA-15-Antigensystems ist (Lin et al. 2002, Kelton et al. 1990).
Der Nachweis von Antikérpern (Ak) gegen HPA-15 wird durch die niedrige und sehr
variable Dichte von CD109 auf der Thrombozytenmembran sowie die Instabilitat des
Proteins im Rahmen der Isolierung und Lagerung von Thrombozyten erschwert (Ertel et
al. 2005).

1.6 Differenzierung zwischen korpereigenen und kérperfremden
Strukturen

Das Immunsystem ist eines der grof3ten Organsysteme des Korpers und umfasst
verschiedene Organe sowie eine Vielzahl zellularer Elemente. Es unterscheidet
zwischen korpereigenen (,selbst) und koérperfremden (,fremd®) Strukturen und
Organismen und ist damit flir die Abwehr von Infektionen verantwortlich.

Die Unterscheidung zwischen selbst und fremd ist bei der Entstehung von
Autoimmunerkrankungen gestort. Nicht nur pathogene Mikroorganismen, sondern auch
einander entsprechende Strukturen auf Zellen genetisch verschiedener Individuen
kénnen strukturelle Unterschiede aufweisen. Wenn diese bei Ubertragung von Zellen,
Geweben und Plasma zu Immunreaktionen fiihren, wird von Alloantigenen gesprochen.
Abgesehen von der wichtigen Rolle, die die Genprodukte des major histocompatibility
complex (MHC, beim Menschen human leukocyte antigens, HLA) bei der Immunantwort
spielen, sind HLA-Antigene selbst auch Alloantigene mit einem ausgepragten
Polymorphismus (Fleischer 2010).

1.7 Antigene auf Thrombozyten

Wie alle Kdrperzellen exprimieren auch Thrombozyten HLA-Klasse-I-Antigene sowie
zusatzlich ABH-Antigene.

Basis fur die Differenzierung der ABH-Antigene auf Thrombozyten und Erythrozyten sind
Oligo- und Polysaccharide, die an membranstandigen Lipo-und/oder Glyko-Proteinen
gebunden sind, in den extrazelluldaren Raum hineinragen und so fir zirkulierende Zellen
sichtbar sind.



Einleitung

HLA-A und HLA-B konnten in groRer Zahl auf der Thrombozytenmembran
nachgewiesen werden, HLA-C-Antigene sind dagegen nur relativ schwach exprimiert
(Mueller-Eckhardt et al. 1980).

Wahrend mehrere der primar als thrombozytenspezifisch bezeichneten GP bzw. GP-
Komplexe inzwischen auch auf Endothelzellen, aktivierten Lymphoblasten und anderen
Zelltypen nachgewiesen werden konnten (Santoso and Kiefel 2001), sind die
Glykoproteine Ilb und Ib/IX ausschlie3lich auf Thrombozyten lokalisiert (Kiefel and
Santoso 2010).

Thrombozytenspezifische Antigene stellen genetisch determinierte Polymorphismen der
Glykoproteinkomplexe lIb/llla, 1b/IX, la/lla und CD109 dar und bilden das Humane
Plattchen Antigen (HPA) System. Diese Polymorphismen flihren zu geringflgig
verschiedenen Coreproteinen der genannten GP, beeintrachtigen die biologische
Funktion in der Regel nicht, kbnnen aber zur Bildung von Ak fiihren (Metcalfe et al.
2003). Die von von dem Borne und Décary initiierte einheitliche Nomenklatur fiir die
Bezeichnung der thrombozytdren Alloantigene (von dem Borne and Décary 1990)
besteht aus:
1. dem Terminus HPA flr human platelet antigen
2. einer laufenden Nummer entsprechend der Reihenfolge ihrer
Erstbeschreibung
3. einem lateinischen Buchstaben in der der Haufigkeit entsprechenden
alphabetischen Reihenfolge

Noch nicht vollstandig beschriebene Allele erhalten zusatzlich ein ,w* fiir workshop.

Derzeit sind 41 thrombozytare Alloantigene beschrieben (Versiti October 2020), von
denen 12 in 6 biallelen Gruppen zusammengefasst sind.

Alle Polymorphismen bzw. dadurch bedingte Anderungen der Aminosauresequenz
betreffen die extrazellulare Domane der GP und sind damit fir das Immunsystem
sichtbar (Tab.1, Abb. 5).
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Tab. 1: Die haufigsten HPA (EMBL-EBI 2015)

HPA-System Glykoprotein Antigen Aminoséure (Position) Phénotyp in %

HPA-1a Leucin (33) D:97,5
HPA-1 GPllla (CD61) )

HPA-1b Prolin (33) D: 30,8

HPA-2a Threonin (145) D: 99,8
HPA-2 GPIb (CD42b)

HPA-2b Methionin (145) D: 11,8

HPA-3a Isoleucin (843) D: 86,1
HPA-3 GPllb (CD41)

HPA-3b Serin (843) D: 62,9

HPA-4a Arginin (143) D: >99,9
HPA-4 GPlla (CD61)

HPA-4b Glutamin (143) D:<0,1J: 1,7

HPA-5a Glutaminsaure (505) D: 98,8
HPA-5 GPla (CD49b)

HPA-5b Lysin (505) D: 20,7

HPA-15a Serin (703) UK: 80,5
HPA-15 CD109

HPA-15b Tyrosin (703) UK: 60,2

D: Deutschland, J: Japan, UK: United Kingdom, AS: Aminosaure; modifiziert nach (Kiefel
2010b)

Das HPA-1-System hat innerhalb der kaukasischen Bevoélkerung den gréfRten klinischen
Stellenwert. Die molekularbiologischen Grundlagen dieses Polymorphismus (L34P)
wurden 1989 entdeckt (Newman et al. 1989, McFarland et al. 1991). Anti-HPA-1a-Ak
sind Hauptausloser fir die fetale und neonatale Alloimmunthrombozytopenie und die
posttransfusionelle Purpura (Mueller-Eckhardt et al. 1989). Anti-HPA-1b-Ak sind bei
alloimmunisierten polytransfundierten Patienten relevant (Kiefel et al. 2001).

Auch Anti-HPA-5b-Ak wurden im Zusammenhang mit der FNAIT entdeckt und sind als
zweithaufigster Ausloser dieser Erkrankung anzusehen (Kiefel et al. 1988).

Das als HPA-15 bezeichnete Gov-Antigensystem ist auf CD109 lokalisiert (Kelton et al.
1990) und Anti-HPA-15-Ak  kénnen im Serum polytransfundierter Patienten
nachgewiesen werden.
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GPla  GPlla GPVI GPlbs GPllla CD109 GPlbo. GPV
02 B olB B3

HPA-2

HPA-5
E505K

HPA-15
HPA-1 S703Y  GPIX

Abb. 5. Die thrombozytiren Glykoproteine GPla/lla, GPIIb/llla, CD109 und GPIb/IX/V-
Komplex mit Lokalisation der korrespondierenden HPA (Urban et al. 2013). HPA-1 und HPA-
4 sind auf der extrazellularen Doméane des GPllla lokalisiert, HPA-3 befindet sich auf GPIlb und
HPA-5 auf GPla. HPA-2 ist auf der extrazellularen Doméane der Iba-Kette lokalisiert. CD109 ist
Trager von HPA-15.

1.8 Klinische Relevanz thrombozytarer Antikorper

Thrombozytare Ak sind als Ursache von Transfusionsreaktionen und unklarer
Thrombozytopenie in der Neonatalperiode sowie bei der Autoimmunthrombozytopenie
klinisch relevant.

Auto-Ak reagieren mit monomorphen Determinanten autologer Thrombozyten und
kénnen eine Immunthrombozytopenie (ITP) auslésen. Ursache der gestorten
Selbsttoleranz kénnen Virusinfekte bzw. in seltenen Fallen Impfungen sein.

Im Gegensatz dazu werden Allo-Ak durch Kontakt mit ,fremden“ HPA nach HLA-
und/oder HPA-inkompatiblen Transfusionen bzw. wahrend der Schwangerschaft
induziert.

Die Immunthrombozytopenie ist aufgrund eines erhdhten Plattchenabbaus im
retikulohistiozytaren System durch eine verminderte Thrombozytenzahl mit konsekutiv
erhohter Blutungsneigung gekennzeichnet. Die Erkrankung ist eine Ausschlussdiagnose
und klinisch als Thrombozytopenie (< 100.000/ul Blut) bei normalem Hamoglobingehalt
und fehlender Hepatosplenomegalie, Lymphadenopathie oder anderen ursachlichen
Erkrankungen definiert.

11
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Zu den Symptomen, die oft erst bei einer Thrombozytenzahl von 30.000/ul oder weniger
auftreten, gehdren Petechien der abhangigen Korperpartien bis hin zu flachenhaften
Hautblutungen sowie gelegentlich gastrointestinale Blutungen.

Eine ITP wird durch zirkulierende bzw. an Thrombozyten gebundene Ak ausgeldst.
Dabei kénnen bei einem GroRteil der Patienten Auto-Ak gegen Determinanten auf den
thrombozytaren Glykoproteinen llb/llla (Woods et al. 1984b) und Ib/IX (Woods et al.
1984a, Kiefel et al. 1991) festgestellt werden.

Die fetale bzw. neonatale Alloimmunthrombozytopenie (FNAIT) ist durch einen
beschleunigten Abbau der Plattchen des Fetus bzw. Neugeborenen charakterisiert und
wird durch maternale Allo-Ak gegen ein kindliches, thrombozytenspezifisches Antigen
ausgelost. Kindliche Thrombozyten gelangen ab der 18. Schwangerschaftswoche in den
mutterlichen Kreislauf. Fehlt der Mutter ein auf den fetalen Plattchen vorhandenes
Antigen, kann sie mit einer Antikdrperbildung reagieren. Diese fihren entweder bereits
in utero oder postnatal zu einem beschleunigten Abbau der kindlichen Thrombozyten.

Das klinische Bild der FNAIT, die mit einer Inzidenz von 1:2.000 - 1:5.000 auftritt, ist von
einer isolierten Thrombozytopenie mit Petechien und gastrointestinalen Blutungen
gepragt. Circa 10-20 % der Kinder erleiden als dramatische Folge des erhdhten
Platichenabbaus intrazerebrale Blutungen mit dem Risiko eines postnatalen
Hydrozephalus sowie konsekutiver psychomotorischer Retardierung (Kroll and Maier
2010). Die klinische Auspragung der FNAIT hangt wesentlich von der Spezifitdt der
gebildeten Alloantikbrper ab. Antikdrper gegen Antigene auf dem GPIIb/llla-Komplex
und GPIb/IX-Komplex verursachen in der Regel schwerere Blutungen als solche gegen
den GPla/lla-Komplex (Kaplan et al. 1991, Kroll et al. 1995).

Etwa 80 % der betroffenen Kinder werden von HPA-1a-negativen Muttern geboren
(Mueller-Eckhardt et al. 1989, Santoso and Kiefel 2001). Weitere 10-15 % der FNAIT-
Falle sind auf Anti-HPA-5b zurlckzufuhren. Im asiatischen Raum ist die FNAIT
wesentlich mit dem HPA-4-Antigen assoziiert (Morel-Kopp et al. 1992).

Die posttransfusionelle Purpura (PTP) wird sehr selten nach Transfusion zellularer
Blutprodukte beobachtet. Ungefahr eine Woche nach der Transfusion kommt es zu einer
plétzlichen, immunologisch bedingten Thrombozytopenie mit charakteristischer Klinik.

In fast allen Fallen besteht anamnestisch ein friheres Immunisierungsereignis
(Schwangerschaft, vorherige Transfusion) mit Induktion von Allo-Ak. Oftmals bleibt diese
primare Alloimmunisierung unbemerkt und erst die Boosterung durch eine erneute
Transfusion fuhrt zur klinischen Symptomatik. Nach circa 7 - 10 Tagen wird ein starker
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Abfall der Platichenzahl (oft < 10.000/pl Blut) mit erhohter Blutungsneigung und
petechialen Hautblutungen beobachtet. Der genaue Pathomechanismus ist noch
ungeklart, diskutiert werden die Anlagerung von Immunkomplexen bzw. die Adsorption
von Spender-Glykoproteinen an autologe Thrombozyten sowie kreuzreagierende Ak
(Kiefel 2010a).

Kommt es 1-3 Stunden nach wiederholter Transfusion ABO-kompatibler
Thrombozytenkonzentrate nicht zu einem Anstieg der Thrombozytenzahlen, kénnen
neben nicht-immunologischen Ursachen auch Ak gegen thrombozytare Antigene
ursachlich sein (Greinacher et al. 2011). Hier sind vorwiegend Ak gegen HLA-Klasse-I-
Antigene zu nennen (Howard and Perkins 1978, Murphy and Waters 1985).

Da etwa 15 - 30 % der Patienten mit HLA-Ak zusatzlich HPA-Ak aufweisen, flhrt auch
eine HLA-kompatible Transfusion nicht immer zum ausreichenden Inkrement (Kiefel et
al. 2001, Kurz et al. 2001). Lediglich Anti-HPA-5b-Ak werden auch ohne zusatzlichen
Anti-HLA-I-Ak nachgewiesen (Kiefel et al. 2001, Schnaidt et al. 1996).

1.9 Indikation zur immunologischen Typisierung von Thrombozyten

Die membranstandigen thrombozytaren Glykoproteine fungieren als funktionell wichtige
Rezeptoren der Thrombozytenmembran im Rahmen der primaren Hamostase. Aufgrund
der Mutationen dieser Glykoproteine werden transfundierte Thrombozyten und fetale
Thrombozytenfragmente im mdtterlichen Kreislauf als fremd erkannt und kénnen zu
einer Immunisierung fuhren.

Bei Thrombozytentransfusionen fiir (noch) nicht immunisierte Patienten werden die
HPA- und HLA-Antigene zunachst nicht bericksichtigt, wahrend dies bei immunisierten
Patienten sowohl fir die Pravention einer Immunreaktion als auch fir die Diagnose
bereits vorhandener Allo- und/oder Auto-Ak bzw. einer von diesen Ak ausgel6sten
Erkrankungen notwendig ist. In letztgenanntem Fall ist es gleichermalien wichtig, die
Konzentration sowie die Spezifitat vorhandener Ak zu ermitteln.

Fir die Beantwortung dieser Fragen im Rahmen der klinischen Routine sind
verschiedene qualitative, semi-quantitative und quantitative Testverfahren etabliert.
Diese unterscheiden sich hinsichtlich der Probenvorbereitung, der Zahl der parallel
durchfuhrbaren Tests und der Verfahren zum Nachweis einer positiven Reaktion.

Der Nachweis (bzw. der Ausschluss) von Ak gegen spezifische thrombozytenstandige
GP setzt voraus, dass zumindest die GP eindeutig identifiziert werden kénnen.
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Dieses erfolgt in der Regel durch monoklonale Maus-Ak, die in ausreichender Menge
und reproduzierbarer Qualitadt kommerziell verfugbar sind.

Thrombozyten mit bekannter GP-Struktur werden als "Testthrombozyten" fur die Suche
nach zirkulierenden Ak bei potentiellen Empfangern von Thrombozytenpraparaten bzw.
Patienten mit unklaren thrombozytaren Erkrankungen verwendet.

Weiterhin ermdglicht die sequentielle Bindung von humanem Anti-GP-Ak und Maus-Anti-
GP-Ak in Kombination mit einer entsprechenden Nachweisreaktion die Spezifitat des
humanen Ak zu erfassen.

Auf diesem Prinzip basiert der von Kiefel et al. 1987 entwickelte Monoclonal Antibody
Immobilization of Platelet Antigens (MAIPA) Test, in dem im Sinne einer
Immunprazipitation die Immobilisierung und Anreicherung der Zielstruktur mit dem
Prinzip des Enzyme-linked Immunosorbent Assays (ELISA) kombiniert ist (Kiefel et al.
1987). Nach diesem Prinzip lassen sich parallel zahlreiche Proben auf die Anwesenheit
eines GP-spezifischen Ak bzw. mit einem Panel GP-spezifischer Ak screenen.
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2 Ziel der Arbeit

Thrombozyten und ihre membranstadndigen Glykoproteine sind fur die primare
Hamostase unabdingbar. Da Antikdrper gegen thrombozytare Glykoproteine die
Hamostase stdren kdnnen, ist der Nachweis von thrombozytenspezifischen Antikdrpern
fur die Diagnostik und Therapie thrombozytarer Erkrankungen von grof3er Bedeutung.
Neben Suchtests zum Nachweis plattchenreaktiver Antikorper stehen spezifische
Verfahren zur qualitativen und quantitativen Bestimmung dieser Antikérper zur
Verfligung. Hier ist insbesondere ein auf der Immobilisierung von Plattchen-spezifischen
Antigenen basierendes mehrschrittiges Verfahren zur Suche nach GP-spezifischen
Antikérpern zu nennen. Dieser als MAIPA (Monoclonal Antibody Immobilization of
Platelet Antigens) bezeichnete Assay erlaubt die Anreicherung und Identifizierung der
Zielstruktur durch parallele Verwendung von Ak bekannter Spezifitat.

Allerdings sind fiir die weitestgehend manuelle Durchfiihrung spezialisierte Laboratorien
und zusatzlich groRe Routine erforderlich. Zahlreiche Inkubations- und Waschschritte
bedingen, dass zwischen Beginn des Assays und dem Ergebnis circa 7 Stunden
vergehen — eine im Verhaltnis zur Dringlichkeit der Diagnostik doch unverhaltnismaRig
lange Zeitspanne.

Daher sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit gepriift werden, wie sich Anderungen
einzelner Parameter auf die Ergebnisse auswirken.

Im Einzelnen handelt es sich um die Fragen,

- welchen Einfluss die Menge der Testthrombozyten auf die ELISA-Signale hat

- wie sich die Dauer der Inkubationszeiten und die Reaktionstemperatur bei den
einzelnen Reaktionsschritten auf die Signalintensitat des Assays auswirken

- wie sich beim Nachweis von Antikérpern gegen proteasesensitive Antigene die
Lagerungsbedingungen und die Gegenwart des Proteaseinhibitors Leupeptin auf
die Signalstarke des Assays auswirken

- wie sich die Lagerung von Spenderthrombozyten fur den Nachweis von
Antikdrpern gegen das Glykoprotein CD109 auf die Assay-Signale auswirkt

- welchen Einfluss die von Hou et al. 2003 vorgeschlagenen Modifikationen auf die
Resultate des MAIPA-Assays haben, verglichen mit dem Standardprotokoll
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3 Material und Methoden
3.1 Gerate, Verbrauchsmaterialien und Reagenzien
3.11 Gerate

Die verwendeten Gerate stammten von folgenden Firmen:

Anthos, Friesoythe:
Mikrotiterplatten-Photometer (Anthos htll)

BioRAD, Hercules, CA, USA:
Horizontalschuttler fir Mikrotiter (MT) - Platten

Eppendorf, Hamburg:
Multipipetten

Heidolph Instruments, Schwabach:

Vortexer

Heraeus, Hanau:

Brutschrank

Hettich, Tuttlingen:

Kuhlbare Tischzentrifuge mit einem Rotor flr Mikrotiterplatten (Hettich Universal 320)

Sysmex, Norderstedt:

Hamatologieanalysator, KX-21

3.1.2 Verbrauchsmaterialien, gebrauchsfertige Reagenzien und Antikérper

Greiner Bio-One, Frickenhausen:
96-well Flachboden-Mikrotiterplatte mit hoher Proteinbindungskapazitat (F-Form;
Art.-Nr. 65.5061), Polystyrol-Réhrchen (12,0 ml)

Sarstedt, Nimbrecht:
96-well Rundboden-Mikrotiterplatte (Art.-Nr. 82.1582)

Biotest, Dreieich:
30% Rinderserumalbumin (BSA, Art.-Nr. 805080)
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Braun, Melsungen:
0,15 M NaCl

Dako, Hamburg:
ortho-Phenylendiamin-dihydrochlorid (OPD; portioniert in Tabletten a 2 mg;
Art.-Nr. S2045)

Merck, Darmstadt:
35% H20;

Morphisto, Frankfurt am Main:
Phosphate-Buffered Saline (PBS) nach Dulbecco; 10% NaNs; 2,5 M H2SO4

Beckman-Coulter, Krefeld:

monoklonaler Maus-Anti-human GPlIb/llla-Antikérper (Anti-CD41-mAk; Klon P2,
Subtyp IgG1; Art-Nr. 0145)

monoklonaler Maus-Anti-human GPla-Antikdrper (Anti-CD49b-mAk; Klon Gi9,
Subtyp IgG1, Art. Nr. 1425);

monoklonaler Maus-Anti-human HLA-I-Antikérper (B2 Mikroglobulin-Antikérper,
Klon B1G6, Subtyp 1gG2, Art.-Nr. 0107)

Biosciences, San Jose, USA:
monoklonaler Maus-Anti-human CD109-Antikorper
(Klon TEA 2/16, Subtyp IgG1, Art.-Nr. 556039)

Dianova, Hamburg:

Affinitatsgereinigtes Ziege-Anti-Maus 1gG-Antiserum (Art.-Nr. 115-005-071)
Affinitatsgereinigtes Peroxidase-konjugiertes Ziege-Anti-human IgG-Antiserum,
minimale Kreuzreaktivitdt mit Maus, Pferd und Rind (Art.-Nr. 109-035-098)

HISS Diagnostics, Freiburg:
monoklonaler Maus-Anti-human GPV-Antikérper (Anti-CD42d-mAk, Subtyp IgG1,
Art.-Nr. M 1637)

LINARIS Biologische Produkte GmbH, Dossenheim:
monoklonaler Maus-Anti-human GPIX-Antikérper (Anti-CD42a-mAk, Subtyp 1gG1,
Art.-Nr. mAk 0594)

Alle Antikérper wurden portioniert, bis zum Gebrauch bei -20 °C gelagert und in einer
Konzentration von 20 pg/ml eingesetzt.
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3.1.3 Puffer und Lésungen:

Beschichtungspuffer:
0,1 M Na2CO3/NaHCO3 (pH 9,6) mit 0,01% NaNs stabilisiert

Waschpuffer (Tris-Buffered Saline, TBS mit Tween-20 und Triton X-100):
0,01 M Tris-HCI (pH 7,4) mit 0,15 M NacCl, 0,5 mM CacCl,, 0,5% Triton-X-100, 0,05%

Tween-20

Solubilisierungspuffer (TBS mit Triton X-100):
0,01 M Tris (pH 7,4) mit 0,15 M NaCl, 0,5% Triton-X-100

Konjugatlosung:
Ziege-Anti-human-lgG-Ak 1:6.000 in Waschpuffer verdinnt

Substratlésung:
4 OPD Tabletten mit 12 ml Aqua dest. versetzen und dunkel fir 10 Minuten bei 37 °C
inkubieren; unmittelbar vor Gebrauch Zugabe von 5 pl 35%igem H20..

Alle verwendeten Chemikalien hatten, wenn verfigbar, p.a.-Qualitat.

314 Patienten- und Blutspendermaterial

Der Nachweis thrombozytengebundener Ak erfordert die Isolierung von Thrombozyten
betroffener Patienten, wahrend zum Nachweis zirkulierender Ak Thrombozyten mit
definierten HPA- und HLA-Antigenen (Testthrombozyten) bendtigt werden. Diese
wurden Uber eine Vollblut- oder Thrombozytenspende von gesunden Blutspendern der
Blutgruppe 0 in der Blutbank der Universitatsmedizin Rostock gewonnen und im
thrombozytenserologischen Labor isoliert.

Patientenmaterial wurde als Nativ- bzw. EDTA-Blut aus dem Universitatsklinikum
Rostock bzw. umliegenden Krankenhausern zur Analyse eingesandt.

3.2 Isolierung von Thrombozyten

Das mit EDTA antikoagulierte Blut (mind. 10 ml) wurde mit dem gleichen Volumen

isotoner Kochsalzlésung versetzt und zentrifugiert (20 min, 120 g ohne Bremse). Der
Uberstand aus plattchenreichem Plasma wurde abgehoben, mit dem gleichen Volumen
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einer Lésung aus 0,5 % EDTA (pH 6,5) in 10 % PBS und 0,15 M NaCl verdinnt und zur
Sedimentierung der Thrombozyten erneut zentrifugiert (10 min, 1.700 g). Die pelletierten
Thrombozyten wurden in isotoner Kochsalzlésung resuspendiert, 2x gewaschen (10
min, 1.700 g) und schlieBlich in 1 ml isotoner Kochsalzlésung (stabilisiert mit 0,1 % NaNs-
Lésung) aufgenommen.

Die Zelldichte wurde am Zellcounter bestimmt und auf 2 * 10%ul eingestellt. Die
Thrombozytensuspension wurde bei 4 °C gelagert.

Zum Nachweis von Ak gegen GPIb/IX missen die Testthrombozyten mit einer Dichte
von 5 * 10%/ul in Gegenwart des Proteaseinhibitors Leupeptin (50 pl/ml) gelagert werden.

Zum Nachweis von Ak gegen HPA-15b wurden die pelletierten Thrombozyten mit einer
BSA-EDTA-haltigen Lésung (700 ml PBS + 5 ml BSA [30%] + 10 ml EDTA [5%])
gewaschen und auf eine Dichte von 1 * 10%ul eingestellt.

3.3 Monoclonal Antibody Immobilisation of Platelet Antigens-Assay
(MAIPA-Assay)
3.31 Indirekter MAIPA-Assay

Der indirekte MAIPA-Assay dient zum Nachweis von zirkulierenden Antikdrpern gegen
thrombozytare Glykoproteine und erlaubt gleichzeitig die Bestimmung der Spezifitat
dieser Ak.

Dazu werden Thrombozyten mit definieten HPA- und HLA-Antigenen
(Testthrombozyten) mit dem zu untersuchenden Patientenserum und einem Panel
monoklonaler Maus-Anti-human-GP-Ak inkubiert.

Unter der Voraussetzung, dass die humanen und murinen monoklonalen Ak an
unterschiedliche Epitope des GP binden, kommt es zur Bildung eines trimolekularen
Komplexes, der nach Lyse der Zellen uber einen Festphasen-gebundenen
Fangerantikorper (z.B. Ziege-Anti-Maus-Ak) immobilisiert und tber eine entsprechende
Nachweisreaktion sichtbar gemacht wird (Abb. 6).
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Abb. 6: Schematische Darstellung des MAIPA-Assays

Inkubation von Testthrombozyten und dem zu untersuchenden Serum (1): humane Ak (Y)
binden an ein Epitop der thrombozytaren GP. Inkubation mit einem monoklonalen Maus-Anti-
human-GP-Ak (Y), welcher an ein anderes Epitop der thrombozytaren GP bindet (2). Nach Lyse
der Thrombozyten und Entfernung von Zelldebris (3) werden die Ak-markierten GP an einer mit
Ziege-Anti-Maus-IgG-Ak (Y7) funktionalisierten Mikrotiterplatte immobilisiert (4). Nachweis der
GP-gebundenen humanen Ak durch Inkubation mit Peroxidase-konjugiertem Ziege-Anti-human-
IgG-Ak (Y*) und anschlielender Indikatorreaktion (5).

Die Durchfuhrung des MAIPA-Assays, sowohl die vorbereitende Funktionalisierung
einer MT-Platte fir den Nachweis GP-spezifischer Ak, als auch die MT-Platten-basierte
Anreicherung der Thrombozytenantikorper, erfolgte in Anlehnung an das Protokoll von
Kiefel et al. (Kiefel 1992).

Funktionalisierung der MT-Platte fir den Einsatz im ELISA:

Inkubation mit dem in Beschichtungspuffer adaquat verdinnten Ziege-Anti-Maus-IgG-
Ak (100 pl/Ansatz, 4 °C Uber Nacht bzw. mind. 4 h bei Raumtemperatur [RT]). Vor der
Verwendung wird die MT-Platte zur Entfernung ungebundener Fanger-Ak gewaschen
(5x; 200 pl/Vertiefung) und unspezifische Bindungsstellen werden mit Waschpuffer
(200 pl/Vertiefung; 10 min, RT) blockiert.

1. Vorlegen der nach 3.2 isolierten Testthrombozyten in die Vertiefungen der
Rundbodenplatte (100 pl/Ansatz bzw. 20 * 10° Thrombozyten/Ansatz)

2. Waschen mit 0,15 M NaCl (50 pl/Vertiefung) und Sedimentieren der
Thrombozyten (2 min, 8000 g)

3. Resuspendieren durch Zusatz von 2% BSA in PBS (30 pl/Vertiefung; 2 min, RT)
Inkubation mit Patientenserum (50 pl/ Vertiefung; 30 min, 37 °C)

5. Waschen und Sedimentieren der Thrombozyten wie unter 2. beschrieben
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6. Inkubation mit einem Panel monoklonaler Maus-Anti-human-GP-spezifischer Ak
(Anti-GPla/lla-, Anti-GPlIb/Illa-, Anti-HLA-I-, Anti-GPIb/IX- und Anti-CD109-Ak)
(10 p/Ansatz; 30 min, 37 °C)
3x Waschen zum Entfernen ungebundener Ak wie unter 2. beschrieben
Solubilisierung der Ak-beladenen Thrombozyten
(100 pl/Vertiefung; 30 min, 4 °C)

9. Zentrifugation zum Entfernen von Zelldebris (15.000 g; 30 min, 4 °C)

10. 50 ul Uberstand in 200 ul Waschpuffer verdiinnen und 100 pl des verdiinnten
Uberstandes in die korrespondierende Vertiefung der funktionalisierten MT-
Platte Gbertragen (Doppelbestimmung; 90 min, 4 °C)

11. Inkubation mit Konjugat (100 yl/Ansatz; 120 min, 4 °C)

12. 6x mit Waschpuffer waschen (200 ul/Vertiefung)

13. Inkubation mit Substrat (100 pl/Ansatz; 15 min, RT im Dunkeln)

14.  Stoppen der Reaktion mit 2,5 M H2SO4 (50 pl/Vertiefung)

15.  Bestimmung der Extinktion bei 492 nm (Referenzwellenldange 620 nm) im MT-
Photometer

Entsprechend der Extinktion wird die Reaktion von ,negativ* bis 4-fach ,positiv*
eingestuft (Cut-off Extinktion = 0,2).

Grundsatzlich wurde bei jeder Testreihe eine Positivkontrolle mitgefihrt, weiterhin wurde
zur Bestimmung des Leerwertes anstelle der Konjugatldsung die gleiche Menge TBS-
Puffer verwendet.

3.3.2 Direkter MAIPA-Assay

Der direkte MAIPA-Assay dient dem Nachweis von zirkulierenden Ak-beladenen
Thrombozyten.

Daher schlief3t sich an die Isolierung der patienteneigenen Thrombozyten die Inkubation
mit einem Panel monoklonaler Ak (mAk) von der Maus mit definierter Spezifitat fur
humane thrombozytare GP an.

Der weitere Ablauf und die Auswertung entsprechen dem Protokoll des indirekten
MAIPA-Assays.
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3.4 Modifizierungen des MAIPA-Assays

Das Design des Assays fuhrt zu einer direkten Proportionalitat zwischen Signal und Ak-
Titer, geht aber mit erheblichem Zeit- und/oder Materialaufwand einher. Um das
Protokoll flir den Einsatz in der Patientenversorgung zu optimieren, wurden
verschiedene Parameter modifiziert.

Im Einzelnen handelt es sich um die
- Isolierung, Aufbereitung und Lagerung der Testthrombozyten sowie den Einfluss des
Proteaseinhibitors Leupeptin
- Zahl der verwendeten Testthrombozyten als Trager der Antigendeterminanten
- Inkubationsschritte mit Bindung
o plattchenreaktiver humaner Ak an die GP der Testthrombozyten
o monoklonaler Maus-Anti-human-GP-Ak an die GP der Testthrombozyten
o isolierter Ak-beladener GP an die Ak-beschichtete MT-Platte
o Peroxidase-konjugierter Ak an die humanen plattchenreaktiven Ak

Wenn nicht anders angegeben, erfolgten die Modifizierungen gemaf dem Protokoll fiir
den indirekten MAIPA-Assay (siehe 3.3.1).

Als Negativkontrolle dienten Seren gesunder Spender bzw. HPA-negative
Testthrombozyten. Als Positivkontrolle wurde ein 1:20 verdiinntes Humanserum mit Anti-
HPA-1a-Ak verwendet.

3.41 MAIPA-Assay mit variablen Thrombozytenzahlen

Im regularen MAIPA-Assay Protokoll werden 20 * 10° Thrombozyten/Ansatz eingesetzt.
Parallel zur Variation der Zahl der Testthrombozyten wurde die Menge des
monoklonalen Maus-Anti-human-GP-Ak angepasst, wahrend die Menge des Ak-haltigen
Humanserums konstant gehalten wurde (Tab. 2, Abb. 7).

Diese Untersuchungen wurden mit humanen Seren mit Anti-HPA-1a-Ak (n=9), Anti-

HPA-5b-Ak (n=5), Anti-GPIIb/llla-Auto-Ak (n=2) und Anti-GPIb/IX-Auto-Ak (n=3)
durchgefiihrt.
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Tab. 2: Variable Zahl der Testthrombozyten/Ansatz

Absolute Zahl der . .
Ansatz Testthrombozyten/Anzahl Maus Anti-hGP-mAk Patientenserum

1 80 * 106+ 40 i 50 il
2 40 * 108 20 pl 50 il
3 20 * 106 10 il 50 pl
4 10 * 108 5l 50 pl
5 5* 106 2,5 50 il

*nur bei der Analyse Anti-HPA-5b-Ak-haltiger Seren, Maus Anti-hGP-mAk = monoklonaler
Maus-Anti-human-GP-Ak mit Spezifitaten fir die untersuchten GP
Fettgedruckt ist die im regularen MAIPA-Protokoll eingesetzte Testthrombozytenzahl.

Aufgrund der niedrigen thrombozytéren Expressionsdichte des Antigens wurde fir den
Nachweis von Anti-HPA-5b-Ak mit einer Zellzahl von 80 * 10° Thrombozyten/Ansatz
gearbeitet.

Nach Isolierung der Thrombozyten nach dem unter 3.2 beschriebenen Protokoll wurden
diese fur den Nachweis von Anti-HPA-5b-Ak erneut pelletiert und in einem kleineren

Volumen resuspendiert.

3.4.2 Modifizierte Inkubationsbedingungen

a. Inkubation der isolierten Ak-beladenen Glykoproteine mit dem
Fangerantikorper

Zeitdauer und Temperatur der Inkubation zur Immobilisierung der isolierten und mit
humanen und murinen Ak-beladenen thrombozytaren GP an eine Festphase wurden
variiert (Abb. 7).

- 90 min bei 4 °C (regulare Immobilisierung)
- 90 min bei 37 °C
- 60 min bei 37 °C
- 30 min bei 37 °C
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b. Inkubation des Peroxidase-konjugierten Antikorpers mit den humanen
plattchenreaktiven Antikérpern

Zeitdauer und Temperatur zur Anlagerung des Peroxidase-konjugierten Ziege-Anti-
human-Ak an den humanen plattchenreaktiven Ak wurden variiert (Abb. 7).

- 120 min bei 4 °C (regulédre Inkubation)
- 120 min bei 37 °C

- 60 min bei 37 °C

- 30 min bei 37 °C

Far die Untersuchungen (a. und b.) wurden Seren mit Anti-HPA-1a-Ak (n=2), Anti-HPA-
5b-Ak (n=1), Anti-HLA-I-Ak (n=1), Anti-GPlIb/llla-Auto-Ak (n=3) und Anti-GPIb/IX-Auto-
Ak (n=3) eingesetzt.

w4 ’

ﬂ%

1 TA 2 3 41‘3 STc

Abb. 7: Variation der Testthrombozytenzahl und der Inkubationsbedingungen. Die Zahl der
Testthrombozyten als Trager der Antigendeterminanten (A), die Inkubationszeit und -temperatur
des trimolekularen Komplexes mit dem Fanger-Ak (B) und des Peroxidase-konjugierten Ak mit
dem humanen Ak wurden variiert (C), jeweils mit rotem Pfeil markiert.
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343 Lagerung von Testthrombozyten fiir den Anti-HPA-2b-Ak-Nachweis

Da Serin-, Cystein- und Threonin-Peptidasen zu einer Freisetzung der Iba-Kette als
Trager des HPA-2b aus dem GPIb/IX fihren, wird Leupeptin als Proteaseninhibitor
sowohl im Rahmen der Lagerung der Testthrombozyten als auch im
Solubilisierungspuffer verwendet.

Im bisherigen Routineverfahren des transfusionsserologischen Labors zum Nachweis
von Anti-HPA-2b-Ak wurden die Testthrombozyten maximal sieben Tage bei 4 °C
gelagert. Es sollte gepruft werden, wie lange nach Isolierung der Testthrombozyten der
Anti-HPA-2b-Ak-Nachweis mdglich ist.

Die Untersuchungen erfolgten mit HPA-2b-Testthrombozyten (n=7) und Anti-HPA-2b-
Ak-haltigen Seren (n=2) und der Assay wurde nach Tag 1, 2, 4, 6, 8, 10, 15 und 30 nach
Thrombozytenisolierung in Gegenwart bzw. Abwesenheit von Leupeptin durchgefiihrt.

Zusatzlich wurde untersucht, ob das Alter der Testthrombozyten zum Zeitpunkt der
Zugabe von Leupeptin einen Einfluss auf die Signalintensitat hat.

Einem Spender wurden 2 Réhrchen EDTA-Blut entnommen und daraus entweder sofort
(Probe A) oder nach 24-stiindiger Lagerung bei 4 °C (Probe B) die Thrombozyten isoliert
und mit Leupeptin versetzt. An Tag 1, 3 und 5 nach Thrombozytenisolierung wurden die
Plattchen zum Nachweis von Anti-HPA-2b-Ak eingesetzt (Abb. 8). Die Untersuchungen
wurden mit Anti-HPA-2b-Ak-haltigen Seren (n=2) durchgeflihrt.
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Thrombozyten
Probe A
Isolierung und | Tag 1 Tag 3 Tag 5
Zugabe von

Leupeptin

Blutabnahme ﬁl\/l p Zeit

(Probe A+B)

Thrombozyten
Probe B
Isolierung und
Zugabe von
Leupeptin

Tag 1 Tag 3 Tag 5

Abb. 8: Alter der Testthrombozyten beim Zusatz von Leupeptin. Thrombozyten desselben
Spenders wurden sofort (Probe A) bzw. nach 24h (Probe B) isoliert und mit Leupeptin versetzt.
Der MAIPA-Assay erfolgte an definierten Tagen nach Thrombozytenisolierung und Versetzen der
Lésung mit Leupeptin.

344 Lagerung von Testthrombozyten fiir den Anti-HPA-15b-Ak-Nachweis

Es wurden CD109-positive Testthrombozyten (homozygot: n=3, heterozygot: n=1) sowie
ein Serum mit Anti-HPA-15b-Ak verwendet und der Assay an Tag 1, 3 und 5 nach der
Thrombozytenisolierung durchgefuhrt.

3.45 Modifikation nach Hou

Es wurde Uberpriift, ob das 2003 von Hou et al. vorgelegte vereinfachte Protokoll zum
Nachweis von Antikérpern gegen GPIlIb/llla (Hou et al. 2003) auch fir den Nachweis
anderer Ak-Spezifitaten geeignet ist.

Testthrombozyten werden mit dem zu untersuchenden Patientenserum inkubiert und
lysiert. Die mit eventuell vorhandenen Ak beladenen GP werden an einer mit Maus-Anti-
human-GP funktionalisierten Oberflache immobilisiert und durch eine entsprechende
Nachweisreaktion sichtbar gemacht (Abb. 9).
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Abb. 9: Schematische Darstellung des MAIPA-Assays nach Hou. Inkubation von
Thrombozyten mit bekannten HPA-und HLA-Antigenen mit dem zu untersuchenden Serum (1):
humane Ak (Y) binden an ein Epitop der thrombozytaren GP. Nach Lyse der Thrombozyten und
Entfernung von Zelldebris (2) werden die Ak-beladenen GP an einer mit monoklonalem Maus-
Anti-human-GP-Ak (Y) funktionalisierten Oberflache (MT-Platte) immobilisiert (3). GP-gebundene
humane Ak werden durch Inkubation mit Peroxidase-konjugiertem Ziege-Anti-human-1gG-Ak (Y*)
und anschlielRender Indikatorreaktion sichtbar gemacht (4).

Protokoll des modifizierten MAIPA-Assays nach Hou:

Funktionalisierung der MT-Platte fir den Einsatz im ELISA:

Inkubation mit dem in Beschichtungspuffer adaquat verdiinnten Ziege-Anti-Maus-IgG-
Ak (100 pl/Ansatz, 4 °C Uber Nacht bzw. mind. 4 h bei RT). Vor der Verwendung wird
die MT-Platte zur Entfernung ungebundener Fanger-Ak gewaschen (5x;
200 pl/Vertiefung)  und unspezifische  Bindungsstellen mit  Waschpuffer
(200 pl/Vertiefung; 10 min, RT) blockiert.

1. Vorlegen der nach 3.2 isolierten Testthrombozyten in die Vertiefungen der
Rundbodenplatte (100 pl/Ansatz bzw. 20 * 10° Thrombozyten/Ansatz)

2. Waschen mit 0,15 M NaCl (50 ul/Vertiefung) und Sedimentieren der
Thrombozyten (2 min, 8000 g)

3. Resuspendieren durch Zusatz von 2% BSA in PBS (30 pl/Vertiefung; 2 min, RT)
Inkubation mit Patientenserum (50 pl/Vertiefung; 30 min, 37 °C)

5. 2x Waschen mit 0,15 M NaCl zum Entfernen ungebundener humaner Ak
(100 pl/Vertiefung)

6. Solubilisierung der Ak-beladenen Thrombozyten (100 ul/Ansatz; 30 min, 4 °C)
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7. Zentrifugation zum Entfernen von Zelldebris (15.000 g; 30 min, 4 °C)

In der Zwischenzeit erfolgt die Inkubation der mit Ziege-anti-Maus-lgG-Ak
beschichteten MT-Platte mit einem Panel monoklonaler Maus-Anti-human-GP-
spezifischer Ak (Doppelbestimmung; 60 min, 37 °C)

9. 50 pl des Uberstandes der solubilisierten Thrombozyten in 200 ul Waschpuffer
verdiinnen und 100 pl des verdiinnten Uberstandes in die korrespondierende
Vertiefung der funktionalisierten MT-Platte Gbertragen (Doppelbestimmung;

90 min, 4 °C)

10. Inkubation mit Konjugat (100 uyl/Ansatz; 120 min, 4 °C)

12.  6x mit Waschpuffer waschen (200 pl/Vertiefung)

13. Inkubation mit Substrat (100 pl/Ansatz; 15 min, RT im Dunkeln)

14.  Stoppen der Reaktion mit 2,5 M H>SO4 (50 pl/Vertiefung)

15.  Bestimmung der Extinktion bei 492 nm (Referenzwellenldange 620 nm) im MT-
Photometer

Entsprechend der Extinktion wird die Reaktion von ,negativ* bis 4-fach ,positiv*
eingestuft (Cut-off Extinktion = 0,2).

Grundsatzlich wurde bei jeder Testreihe eine Positivkontrolle mitgefiuhrt, weiterhin wurde
zur Bestimmung des Leerwertes anstelle der Konjugatldsung die gleiche Menge TBS-
Puffer verwendet.

In der Untersuchung wurden 35 Seren mit Anti-HPA-1a-Ak (n=10), Anti-HPA-1b-Ak
(n=5), Anti-HPA-5a-Ak (n=1), Anti-HPA-5b-Ak (n=5), Anti-HLA-I-Ak (n=5), Anti-HPA-
15b-Ak (n=1), Anti-GPIIb/llla-Auto-Ak (n=3), Anti-GPIb/IX-Auto-Ak (n=3), Anti-GPlIb/llla-
und Anti-GPIb/IX-Auto-Ak (n=2) verwendet.

Pro Versuch wurden Testthrombozyten mit geeignetem HPA- und HLA-Muster von

jeweils zwei unterschiedlichen Spendern eingesetzt und die Extinktionen anschliel3end
arithmetisch gemittelt.
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Tab. 3: Verwendete Seren im Rahmen dieser Arbeit

Seren mit Ak
gegen

1-9 10 11 12 13 14 |15|/16 17|18 19 20 21 22 23 24|25 26|27 28 29 30 31 32 33 34 35|36 37 38 39

aHPA-1

aHPA-2

aHPA-5

aHPA-15
aHLA

Auto-Ak

1a

1b

2b

5a

5b
15b
HLA-I
lib/llla
Ib/IX

X X X | X | X | X

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die fortlaufend nummerierten Seren eingesetzt, einen Uberblick Uber die in den jeweiligen Versuchen eingesetzten
Seren gibt Tabelle 6 im Anhang.
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4 Ergebnisse

41 MAIPA-Assay mit variablen Thrombozytenzahlen

Es wurden Patientenseren mit Anti-HPA-1a- und Anti-HPA-5b-Ak sowie Auto-Ak gegen
GPlIb/Illa und GPIb/IX verwendet.

Um die Konzentration der genannten Antikdrper zu testen, werden im Standardprotokoll
geeignete Testthrombozyten (20 * 10° Zellen/Ansatz) eingesetzt.

Es war zu klaren, ob diese Zellzahl eventuell zu gering ist, um auch niedrige Ak-Titer

zuverlassig zu erfassen.

In der Gruppe der Anti-HPA-1a-Ak-haltigen Seren nahm die Extinktion bei 5 Seren mit
steigender Thrombozytenzahl zu, bei 2 Seren war der Ak-Titer so hoch, dass
unabhéangig von der Zahl der Testthrombozyten die Extinktion maximal war, ein Serum
erzielte niedrigere Extinktionen mit zunehmender Thrombozytenzahl und ein Serum
reagierte auch bei maximaler Thrombozytenzahl inadaquat schwach.

Analog zeigte sich, dass fur den Nachweis von Anti-HPA-5b-Ak (n=5) die Extinktion mit

steigender Thrombozytenzahl zunimmt. Leider galt dies auch fir die Negativkontrolle
eines Serums (Abb. 10).

30



Ergebnisse

3,0 4 - 3,0
8 207 - 20 §
£ - N £
= - N =
& 1,0 H L 1,0 o

0,0 [ 0,0

UL LI L L L L L Lo L L L L L L O L B LI

3,0 4cC D ~ 3,0
s 207 - 20 §
£ : C £
= - N <
& 1,0 H L 1,0 o

0,0 : e G S, YO ST M : 0,0

0 10 20 30 40 O 20 40 60 80

Thrombozytenzahl [108/well] Thrombozytenzahl [106/well]

Abb. 10: Signalintensitat in Abhédngigkeit von der Zahl der Testthrombozyten zum
Nachweis von Anti-HPA-1a- (A, C) und -HPA-5b-Ak (B, D) im Serum. Die im MAIPA-Assay
gemessenen Extinktionen zur Quantifizierung von Anti-HPA-1a-Ak-haltigen (A) und Anti-HPA-
5b-Ak-haltigen (B) Seren sowie die korrespondierenden Negativkontrollen (Reaktion des
gleichen Serums mit HPA-negativen Testthrombozyten, C: HPA-1a, D: HPA-5b). Die Daten der
Negativkontrollen befinden sich zusatzlich in Tabelle 7 und 8 im Anhang. Die Signale der
Negativkontrollen von Thrombozyten mit Serum ohne plattchenreaktive Ak waren stets negativ
(Extinktion < 0,2).

Analog wurden 2 Seren mit Anti-GPlIb/llla-Auto-Ak und 3 Seren mit Anti-GPIb/IX-Auto-
Ak eingesetzt.

Unabhangig von der Autoantikdrper-Spezifitdt nahm die Extinktion in allen Seren mit
steigender Thrombozytenzahl zu (Abb. 11).
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Abb. 11: Signalintensitat in Abhéngigkeit von der Zahl der Testthrombozyten mit
Auto-Ak-haltigen Seren. Die im MAIPA-Assay gemessenen Extinktionen zur Analyse Anti-
GPIlIb/llla-Auto-Ak-haltiger (A) und Anti-GPIb/IX-Auto-Ak-haltiger (B) Seren in Abhangigkeit von
der Zahl der eingesetzten Thrombozyten. Die Signale der Negativkontrollen von Thrombozyten
mit Serum ohne plattchenreaktive Ak waren stets negativ (Extinktion < 0,2).

4.2 Modifizierte Inkubationsbedingungen

a. Inkubation der isolierten Antikérper-beladenen Glykoproteine mit dem
Fangerantikorper

Die Inkubation des trimolekularen Komplexes mit dem Festphase-gebundenen
Fangerantikorper erfolgt gemaf Standardprotokoll fiir 90 min bei 4 °C.

Es war zu klaren, welchen Einfluss Inkubationszeit und -temperatur auf diese Inkubation
haben.

Die Seren mit Anti-HPA-1a-Ak, Anti-HPA-5b-Ak und Anti-HLA-I-Ak erzielten die
hdéchsten Extinktionen bei einer 90-mindtigen Inkubation bei 37 °C und die niedrigsten
Extinktionen bei einer 30-minltigen Inkubation bei 37 °C. Unter den veranderten
Inkubationsbedingungen kam es zu unspezifischen Reaktionen der Negativkontrollen
(HPA- bzw. HLA-negative Thrombozyten mit thrombozytenreaktiven AKk) bei
zunehmender Temperatur und Inkubationszeit (Abb. 12).
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Abb. 12: Verdnderte Inkubationsbedingungen des trimolekularen Komplexes mit dem
Fangerantikorper. Dargestellt ist der Einfluss von Inkubationszeit und -temperatur auf die im
MAIPA-Assay gemessenen Extinktionen zum Nachweis von HPA-1a-Ak (hellgrau, dunkelgrau),
HPA-5b-Ak (blau) und HLA-I-Ak (rot) sowie die korrespondierenden Negativkontrollen (Reaktion
des gleichen Serums mit HPA- bzw. HLA-negativen Testthrombozyten, schraffiert). Die Signale
der Negativkontrollen von Thrombozyten mit Serum ohne plattchenreaktive Ak waren stets
negativ (Extinktion < 0,2).
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Die Auto-Ak-enthaltenden Seren (Anti-GPlIb/Illa-Auto-Ak, Anti-GPIb/IX-Auto-Ak)
erzielten die hochsten Extinktionen bei 60- bzw. 90-minutiger Inkubation bei 37 °C.
Jeweils ein Serum reagierte in allen Bedingungen mit einem maximalen Signal

(Abb. 13).
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Abb. 13: Veranderte Inkubationsbedingungen des trimolekularen Komplexes mit dem
Fangerantikorper mit Auto-Ak-haltigen Seren. Dargestellt ist der Einfluss von Inkubationszeit
und -temperatur auf die Extinktion im MAIPA-Assay mit der Verwendung von Anti-GPIIb/Illa-
Auto-Ak (A) und Anti-GP-Ib/IX-Auto-Ak (B). Es wurden jeweils drei verschiedene Seren (weil3,
hellgrau und dunkelgrau) eingesetzt. Die Signale der Negativkontrollen von Thrombozyten mit
Serum ohne plattchenreaktive Ak waren stets negativ (Extinktion < 0,2).

b. Inkubation des Peroxidase-konjugierten Antikorpers mit den humanen
plattchenreaktiven Antikérpern

Die Inkubation des Peroxidase-konjugierten Ziege-Anti-human-Ak mit dem humanen
plattchenreaktiven Ak erfolgt gemafR Standardprotokoll fir 120 min bei 4 °C. Es war zu
klaren, welchen Einfluss Inkubationszeit und -temperatur auf diese Inkubation haben.

In der Gruppe der Seren mit Anti-HPA-1a-Ak, Anti-HPA-5b-Ak und Anti-HLA-I-Ak wurden
die hochsten Extinktionen bei einer Inkubationszeit von 120 min bei 37 °C erzielt, die
niedrigsten Signale ergab die Inkubationzeit von 30 min bei 37 °C. Die Negativkontrollen
(HPA- bzw. HLA-negative Thrombozyten mit thrombozytenreaktiven Ak) blieben
unterhalb des Cut-off-Wertes (Abb.14).
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Abb. 14: Veranderte Inkubationsbedingungen des Peroxidase-konjugierten Antikorpers
mit den humanen plattchenreaktiven Antikorpern. Dargestellt ist der Einfluss von
Inkubationszeit und -temperatur auf die im MAIPA-Assay gemessenen Extinktionen zum
Nachweis von HPA-1a-Ak (hellgrau, dunkelgrau), HPA-5b-Ak (blau) und HLA-I-Ak (rot) sowie die
korrespondierenden Negativkontrollen (Reaktion des gleichen Serums mit HPA-negativen
Testthrombozyten, schraffiert). Die Signale der Negativkontrollen von Thrombozyten mit Serum
ohne plattchenreaktive Ak waren stets negativ (Extinktion < 0,2).
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Die Seren mit Auto-Ak gegen GPIlIb/llla und GPIb/IX ergaben analog zu 4.2 identische
Ergebnisse. Jeweils ein Serum mit Anti-GPIIb/llla-Auto-Ak und Anti-GPIb/IX-Auto-Ak
erzielte unter allen Bedingungen maximale Signale (Abb.15).
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Abb. 15: Verdnderte Inkubationsbedingungen des Peroxidase-konjugierten Antikorpers
mit den humanen plattchenreaktiven Antikorpern mit Auto-Ak-haltigen Seren. Dargestellt
ist der Einfluss von Inkubationszeit und -temperatur auf die im MAIPA-Assay ermittelten
Extinktionen zur Analyse von Seren mit Anti-GPlIb/llla-Auto-Ak (A) und Anti-GP-1b/IX-Auto-Ak
(B). Es wurden jeweils drei verschiedene Humanseren (weil3, hellgrau und dunkelgrau)
eingesetzt. Die Signale der Negativkontrollen von Thrombozyten mit Serum ohne
plattchenreaktive Ak waren stets negativ (Extinktion < 0,2).

4.3 Lagerung von Testthrombozyten fiir den Anti-HPA-2b-Ak-Nachweis
ohne und mit Zusatz von Leupeptin

Um zu klaren, wie lange der Anti-HPA-2b-Ak-Nachweis nach Isolierung der
Testthrombozyten mdglich ist, wurden an definierten Tagen Untersuchungen in
Gegenwart von Leupeptin durchgefihrt. Parallel erfolgte die Untersuchung in
Abwesenheit von Leupeptin.

In allen Ansatzen nahm die Extinktion mit der Dauer der Lagerung kontinuierlich ab.

Im Zeitraum von 4 bis 10 Tagen nach der Thrombozytenisolierung wurde ein Plateau
erreicht, in dem die Signale des Assays nicht auf eine relevante Freisetzung der
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Antigendomane hinweisen. Nach 10 Tagen sind die Thrombozyten nicht mehr als
Testthrombozyten verwendbar.

In Abwesenheit von Leupeptin konnte ein starker Abfall der Extinktionen am 4. Tag nach
der Thrombozytenisolierung nachgewiesen werden.

Leupeptin ist somit als Stabilisator im Rahmen der Lagerung der Testthrombozyten
wirkungsvoll (Abb. 16).
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Abb. 16: Lagerung der Testthrombozyten fiir den Nachweis von Anti-HPA-2b-Ak.

Reaktion von HPA-2b-positiven Testthrombozyten (HPA-2a+b+) mit zwei Anti-HPA-2b-Ak-
enthaltenden Humanseren (A/B, C/D) in Relation zur Dauer der Lagerung.

Die im MAIPA-Assay ermittelten Extinktionen der mit Leupeptin versetzten Testthrombozyten von
zwei Spendern sind schwarz dargestellt, die ermittelten Extinktionen in Abwesenheit von
Leupeptin sind grau abgebildet (A und C).

Die Extinktionen der mit Leupeptin versetzten Testthrombozyten von flinf weiteren Spendern sind
in B und D dargestellt. Die Signale der Negativkontrollen von Thrombozyten mit Serum ohne
plattchenreaktive Ak waren stets negativ (Extinktion < 0,2).
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In Abhangigkeit von der Verfugbarkeit der HPA-typisierten Thrombozyten werden die
Testthrombozyten entweder aus EDTA-Blut isoliert oder im Rahmen einer
Thrombozytapherese = gewonnen. In  Abhangigkeit vom  Zeitpunkt der
Thrombozytengewinnung werden die Plattchen mitunter erst am Folgetag mit Leupeptin
versetzt und als Testthrombozyten verwendet.

Es war zu klaren, ob der Zeitpunkt, zu dem Spenderthrombozyten mit Leupeptin versetzt
werden, die Empfindlichkeit des Assays beeinflusst.

Dazu wurden Thrombozyten eines Spenders entweder sofort oder 24h spater isoliert,
mit Leupeptin versetzt und im Assay zum Nachweis von Anti-HPA-2b-Ak eingesetzt.

Die Ergebnisse lassen vermuten, dass der Zeitpunkt der Leupeptinzugabe nur eine
geringe Rolle zu spielen scheint (Abb. 17).
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Abb. 17: Abhangigkeit des Alters der Testthrombozyten fiir den Anti-HPA-2b-Ak-
Nachweis. Dargestellt sind die Thrombozyten eines Spenders, die entweder sofort nach der
Spende (grau gestrichelt) bzw. nach 24h (schwarze Linie) isoliert und mit Leupeptin versetzt
wurden. AnschlieRend wurde der Assay an definierten Tagen mit zwei verschiedenen HPA-2b-
Ak-haltigen Humanseren (A, B) durchgefiihrt.
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44 Lagerung von Testthrombozyten fiir den Anti-HPA-15b-Ak-Nachweis

Es war zu klaren, wie lange der Nachweis von Anti-HPA-15b-Ak in Abhangigkeit von der
Lagerungsdauer der Testthrombozyten moglich ist.

Die Ergebnisse zeigten bereits innerhalb kurzer Zeit nach der Thrombozytenisolierung
einen Abfall der Extinktion.

Der Phanotyp scheint keinen Einfluss auf den Aktivitatsverlust der antigenbindenden
Struktur zu haben, jedoch waren hdéhere Extinktionen der auf das Allel 15b bezogenen
homozygoten Zellen ermittelt worden (Abb. 18).
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Abb. 18: Lagerung der Testthrombozyten fiir den Nachweis von Anti-HPA-15b-Ak
Dargestellt ist die Abhangigkeit der Extinktion von der Lagerung HPA-15b-positiver
Testthrombozyten. Es wurden Testthrombozyten homozygoter (n=3) und eines heterozygoten
Spenders (Quadrate mit grauer Linie) bezogen auf das Allel 15b eingesetzt.
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4.5 Modifikation nach Hou

Hou et al. modifizierten den Assay, indem die mit humanen Ak-beladenen GP an einer
mit Maus-Anti-human-GP funktionalisierten Oberflache immobilisiert und durch eine
Nachweisreaktion sichtbar gemacht werden.

Es war zu klaren, ob der modifizierte Assay beim Nachweis unterschiedlicher
Antikdrperspezifitaten verlasslich ist.

Alle Seren mit HPA-1-Ak und HPA-5-Ak (mit Ausnahme eines Anti-HPA-1a-Ak- und
eines Anti-HPA-5b-Ak enthaltenden Serums) ergaben im nach Hou modifizierten
Protokoll héhere Signale (Abb. 19).
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Abb. 19: Standard- und nach Hou modifiziertes Protokoll zum Nachweis von
Anti-HPA-1-Ak (A, B) und Anti-HPA-5-Ak (C, D).

Dargestellt sind die ermittelten Extinktionen gemaR Standardprotokoll (hellgrau) und Hou
modifiziertem Protokoll (dunkelgrau). A: Serum 30, 31, 8 und 20 (nicht dargestellt, sieche Abb. 24
im Anhang) reagierten gleich stark wie Serum 29. Die Signale der Negativkontrollen von
Thrombozyten mit Serum ohne plattchenreaktive Ak waren stets negativ (Extinktion < 0,2).
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In der Gruppe der HLA-I-Ak-enthaltenden Seren ergaben vier Seren &ahnliche
Ergebnisse im Standard- und nach Hou modifizierten Protokoll. Lediglich ein Serum
reagierte inadaquat niedrig in beiden Protokollen (Abb. 20).

Der Vergleich zwischen dem aus 8 Spendern bestehenden HLA-I-Pool und den
Testthrombozyten der einzelnen Spender ergab gleich hohe Signale im Hou-
modifizierten Protokoll (siehe Anhang).

In der Analyse HPA-15b-Ak-enthaltener Seren erzielte der nach Hou modifizierte Assay
negative Signale mit Testthrombozyten von zwei Spendern und scheint damit im
Nachweis von Anti-HPA-15b-Ak keine ausreichend hohe Empfindlichkeit zu besitzen
(Abb. 20).
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Abb. 20: Standard- und nach Hou modifiziertes Protokoll fiir den Nachweis von
Anti-HLA-I-Ak (A) Anti-HPA-15b-Ak (B). Dargestellt sind die ermittelten Extinktionen gemafn
Standardprotokoll (hellgrau) und Hou modifiziertem Protokoll (dunkelgrau).

Zur Analyse von Anti-HPA-15b-Ak wurden HPA-15b-positive Testthrombozyten von zwei
Spendern (Sp.1 und 2) sowie ein Anti-HPA-15b-Ak-haltiges Serum verwendet (B). Die Signale
der Negativkontrollen von Thrombozyten mit Serum ohne platichenreaktive Ak waren stets
negativ (Extinktion < 0,2).
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Zur Analyse Auto-Ak-haltiger Seren wurden Seren mit Anti-GPlIb/llla-Auto-Ak (n=3),
Seren mit Anti-GPIb/IX-Auto-Ak (n=3) sowie Seren mit sowohl Anti-GPIIb/llla-Auto-Ak
als auch Anti-GPIb/IX-Auto-Ak (n=2) eingesetzt. Der nach Hou modifizierte Assay
erzielte gleich hohe Extinktionen beim Nachweis von Anti-GPlIb/llla-Auto-Ak und - mit
Ausnahme eines Serums - beim Nachweis von Anti-GPIb/IX-Auto-Ak. Seren mit beiden
Auto-Ak-Spezifitdten erzielten mit Ausnahme eines Serums (Nachweis von Anti-GP-
[Ib/llla-Ak) niedrigere Extinktionen im Hou-modifizierten Protokoll (Abb. 21).
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Abb. 21: Standard- und nach Hou modifiziertes Protokoll zur Analyse Auto-Ak-haltiger
Seren. Dargestellt sind die Extinktionen von Seren mit Auto-Ak gegen GPIIb/llla (A) und Auto-Ak
gegen GPIb/IX (B) gemal Standardprotokoll (hellgrau) und Hou-modifiziertem Protokoll
(dunkelgrau). In C und D sind die Assay-Signale zur Analyse von Seren mit Ak gegen GPIIb/llla
als auch gegen GPIb/IX abgebildet (C: Serum 35, D Serum 36). Die Signale der Negativkontrollen
von Thrombozyten mit Serum ohne plattchenreaktive Ak waren stets negativ (Extinktion < 0,2).
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5 Diskussion

Der Nachweis von thrombozytaren Allo- und Autoantikérpern ist fir die Diagnose und
Therapie nicht nur bei Patienten mit (bekannten) Thrombozytopenien und
Thrombozytopathien,  sondern  auch  bei  ausbleibendem Erfolg  einer
Thrombozytentransfusion bedeutsam.

Fir die Differenzierung von kdrpereigenen und kérperfremden Thrombozyten ist neben
dem HLA-System auch das flr die Hdmostase essentielle und durch Polymorphismen
der Glykoproteine determinierte HPA-System relevant. In-vivo reicht das Spektrum der
HPA-vermittelten Pathologien von einer leichten Gerinnungsstérung bis hin zu einer
schweren Thrombozytopenie.

Die strukturelle und funktionelle Charakterisierung der thrombozytaren GP sowie das
Verstandnis fir die GP-vermittelte Interaktion zwischen Thrombozyten sowie zwischen
Thrombozyten und umgebendem Gewebe haben dazu gefiihrt, dass nicht mehr nur die
Frage nach thrombozytenspezifischen zirkulierenden Ak, sondern auch die Frage nach
der von diesen Ak erkannten Zielstruktur in den Fokus geruckt ist.

So lassen sich HLA-I-Ak haufig nach vorangegangenen Schwangerschaften
nachweisen, spielen aber keine Rolle in der Pathogenese der FNAIT. Hier sind vielmehr
Ak gegen GPIlIb/llla, GPIb/IX und/oder GPla/lla, also Komponenten des HPA-Systems,
ursachlich (Kaplan et al. 1991, Kroll et al. 1995).

Weiterhin ist das Wissen um die Spezifitat zirkulierender plattchenreaktiver Ak fir HPA-
und HLA-kompatible Transfusionen relevant und Voraussetzung fur die Typisierung der
Spender. Folglich missen alle Verfahren zum Nachweis thrombozytarer Ak mit
hinreichender Sensitivitat und Spezifitdt reproduzierbare Ergebnisse in angemessener
Zeit liefern. Das Spektrum reicht von funktionellen bzw. eher ,einfachen® Suchtests bis
hin zu ausgefeilten Kombinationen aus biochemischen und immunchemischen
Verfahren (Abb. 22).
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GP-spezifische Assays

Immunoblot, 1978
MAIPA-Assay, 1987

Funktionelle Nachverweisverfahren

Thrombozytenaggregationstest, 1961
Komplementbindungstest, 1971

r 3 r

Phase | Phase Il Phase Il

A 4

Immunglobulin-Bindungsassays

Plattchenimmunfluoreszenztest, 1978
Enzymimmunoassay fir
thrombozytare Ak, 1987

Abb. 22: Schematische Ubersicht zur Evolution der Methoden zum Nachweis
thrombozytiarer Antikorper (Kiefel 2020). Phase |[I: Funktionelle Tests wie der
Thrombozytenaggregationstest (Shulman et al. 1961) und der Komplementbindungstest
(Shulman et al. 1961, Colombani et al. 1971). Phase Il: Reaktion von Thrombozyten mit
markierten Antiseren gegen humane Globuline. Phase Ill: Kombination aus biochemischen (SDS-
PAGE) und immunchemischen Verfahren durch Einsatz GP-spezifischer monoklonaler muriner
Anti-human-GP-Ak und markierter Sekundar-Ak gegen humane Ak.

Erste Techniken nutzten vorrangig die funktionellen Eigenschaften von Thrombozyten
(Phase I).

Die Verfugbarkeit von Antiseren gegen humane Serumproteine sowie die Méglichkeit,
diese mit geeigneten Markierungen zu versehen, flhrte zur Entwicklung der
Immunglobulin-Bindungsassays (Phase II).

Autologe plattchenreaktive Ak koénnen als plattchenassoziierte 1gG (PAIgG) an
autologen suspendierten Thrombozyten (Plattchen-Suspensions-
Immunfluoreszenztest, PSIFT) durch Zusatz fluoreszenzmarkierter Antihumanglobuline
nachgewiesen werden (von dem Borne et al. 1978). Durch Inkubation von den an einer
Glasplatte fixierten Thrombozyten mit Serum und Zusatz eines markierten
Detektorserums lassen sich zirkulierende Ak nachweisen (Plattchenadhasionstest,
PAIFT; Schneider and Schnaidt 1981).

Alternativ kbnnen thrombozytare Allo-Ak nach Inkubation von Testthrombozyten mit der
zu untersuchenden Serumprobe und Zusatz von Enzym-markiertem Antihumanglobulin
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Uber eine Substratreaktion nachgewiesen werden (Enzymimmunoassay; Collins and
Aster 1987). Diese Verfahren werden heute als Suchtests zum Nachweis thrombozytarer
Ak sowie zur Kreuzprobe eingesetzt, um den Erfolg von Thrombozytentransfusionen bei
immunisierten Patienten vorherzusagen.

Nachteil dieser Assays der Phase Il ist die fehlende Diskriminierung zwischen HLA- und
HPA-spezifischen Ak. Dieses Problem konnte durch die Behandlung der Thrombozyten
mit Chloroquin als einem ,Lésungsmittel“ fir HLA-Antigene nur partiell gelést werden
(Nordhagen and Flaathen 1985).

Eine technisch einfache Differenzierung von Antikérpern gegen thrombozytare HLA- und
HPA-Antigene wurde erst durch die kommerzielle Verfugbarkeit monoklonaler Ak gegen
definierte/bekannte thrombozytare Glykoproteine mdglich (Phase IIl). Davor wurden flr
den antigenspezifischen Nachweis von Ak gegen Thrombozyten aufwendige
immunchemische Methoden wie Immunoblot und Radioimmunprazipitation verwendet.
Fir den Immunoblot werden Glykoproteine eines Testthrombozyten-Lysats in der
Natrium-Dodecyl-Sulfat-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS-PAGE) nach dem
Molekulargewicht getrennt und das Muster der Proteine auf eine Membran transferiert.

Auf dieser Membran werden durch sequentielle Inkubation mit dem zu testenden Serum
und mit markierten Antihumanglobulinen plattchenreaktive Ak als gefarbte Bande
sichtbar gemacht (Huisman 1986). Aufgrund der Komplexitat und des zeitlichen
Aufwandes dieses mehrschrittigen  Verfahrens  (Isolierung  thrombozytarer
Membranproteine, Trennung nach Molekulargewicht, Uberfiihren (Blotting) auf eine
geeignete Membran und mehrstufige Nachweisreaktion), das mit einem Antigenverlust
einhergehen kann und zudem allenfalls semiquantitative Informationen liefert, wird der
Immunoblot im klinischen Alltag heute nicht mehr zum Nachweis plattchenreaktiver Ak
eingesetzt. Darliber hinaus ist das Verfahren ungeeignet zum Nachweis von Ak gegen
konformationsspezifische Antigene, die bei der SDS-PAGE zerstort werden. Dies trifft
vor allem fiir thrombozytare Auto-Ak zu.

Die ersten, auf monoklonalen GP-spezifischen Ak basierenden Testverfahren wurden
von Woods und McMillan beschrieben (Woods et al. 1984b, McMillan et al. 1987). In
dem von Woods entwickelten Assay werden Thrombozyten lysiert und die im Lysat
enthaltenen GP selektiv an eine mit monoklonalen Maus-Anti-human-GP-Ak
funktionalisierte MT-Platte gebunden. Nach Inkubation mit dem zu untersuchenden
Serum erfolgte der Nachweis eventuell gebundener GP-spezifischer Ak durch markierte
Sekundarantikdrper gegen humane Immunglobuline. Wahrend in den 80er Jahren
Uberwiegend radioaktiv-markierte Detektionssysteme verwendet wurden, wird
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inzwischen fast nur noch mit Enzym- oder Fluoreszenzfarbstoff-basierten
Detektionssystemen gearbeitet.

Die unspezifische Bindung von humanen Ak an die Oberflache der MT-Platte kann
jedoch zu falsch-positiven Resultaten fuhren, wahrend die Lyse der Thrombozyten zu
Konformitatsdnderungen der GP mit reduzierter Bindung an die murinen mAk und/oder
der humanen Ak mit dem Risiko falsch-negativer Resultate einhergeht.

Mit der Entwicklung des MAIPA (Monoclonal Antibody-specific Immobilization of Platelet
Antigens) - Assays konnten viele dieser Probleme Uberwunden werden (Kiefel et al.
1987). Ein grofRer Vorteil des Assays besteht darin, dass die humanen Plattchenantigene
wahrend der Inkubation mit dem zu untersuchenden Serum in nativer Konfiguration
vorliegen. Erst nach Bindung von murinen ,Fanger“-Ak und humanen Ak erfolgt die Lyse
der Zellen und der Wechsel auf das ,klassische” ELISA-Format.

Damit ist der MAIPA-Assay ausgesprochen zeitaufwendig und Ergebnisse sind
friihestens nach 7 Stunden zu erwarten. Zusatzlich muss fiir den MAIPA-Assay auf HPA-
und HLA-typisierte Spenderthrombozyten zurlickgegriffen werden, deren Verfligbarkeit
aufgrund der individuell variablen HPA-Frequenz mitunter problematisch ist und deren
Lagerungsfahigkeit als Panelzellen variiert.

Vor diesem Hintergrund zielte die Arbeit auf eine Optimierung der bestehenden MAIPA-
Assay Protokolle ab.

Seit der Publikation des MAIPA-Assays wurden zahlreiche Modifikationen des
urspriinglichen Protokolls (Kiefel et al. 1987) vorgestellt, die die Bedingungen, unter
denen murine und humane Ak um die Bindung an die GP kompetieren, optimieren und
den erforderlichen Zeitaufwand minimieren sollten.

Dennoch offenbaren die Workshops der ISBT (International Society of Blood
Transfusion) regelmaflig grofle Unterschiede zwischen den Ergebnissen der
teilnehmenden Laboratorien (Tab. 4). Im Rahmen des 12. ISBT Workshops zeigte sich,
dass jedes der am Ringversuch teilnehmenden Labore mit einem anderen Protokoll
(Reaktionsbedingungen, Techniken, Ak etc.) arbeitete (Bessos et al. 2005).

Zur Verbesserung der Qualitat des MAIPA-Assays wird daher auf eine Standardisierung
des Assays und entsprechende technische Expertise abgezielt.
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Tab. 4: Ergebnisse der Ringversuche zum Nachweis thrombozytérer Antikorper

Autor / Jahr  Zahl der Ergebnisse Schlussfolgerung
Labore
Bessos et. al 27 Ak-Nachweis Sonstiges - Auswahl der
2005 (12th 95% aHPA-1a/-5a Unterschiedliche Testthrombozyten
ISBT 70% aHPA-1b/-3b/-5b Protokolle aller und mAKk relevant
Workshop) 59% aHPA-15b Teilnehmer - Standardisierung
notwendig
Foxcroft et. al 28 Gleiche hohe Sensitivitat Hohe - Neben dem
2007 (13th von in-House- und MR- Interlaborvariabilitét der Protokoll sind
ISBT MAIPA Ergebnisse trotz technische
Workshop standardisiertem Expertise und
Protokoll Laborausstattung
essentiell
Allen et al. 34 Ak-Nachweis Sonstiges - Kombination
2007 guter Allo-Ak Nachweis Hohe zahlreicher
gegen hochfrequente Interlaborvariabilitét der Einzelschritte fuhrt
Antigene Ergebnisse zur hohen
32% aHPA-15b Interlabor-
GroBe Unterschiede beim  Unterschiedliche variabilit&t
aHPA-3a-Ak-Nachweis Signalintensitaten mit
versch. mAk-Klone
Wu et al. 2010 34 Ak-Nachweis Sonstiges - Einsatz eines
(141 ISBT 85-97% aHPA-1a/b,-5a/b  murine monoklonaler Ak Panels muriner
Workshop) 30% aHPA-3b gegen verschiedene monoklonaler Ak
31,4% aHPA-15b Epitope des gleichen GP sinnvoll
vorteilhaft
Bertrand et al. 4 Heterogene (in-House)- Interlaborvariabilitdt der = Nutzen des in-
2012 Protokolle der Teilnehmer  Ergebnisse trotz House-Protokolls
Verwendung eines mdglich, wenn
standardisierten Erfahrung in der
Protokolls Durchfiihrung
besteht
Lewin et al. 28 Ak-Nachweis Sonstiges - Standardisieren
2018 (19t 89-100% Nachweis gegen Hohe der Protokolle und
ISBT hochfrequente Antigene Interlaborvariabilitat der Verbesserung des
Workshop) 3-7% aHPA-15b Ergebnisse Ak-Nachweises

14-29% aHPA-3a

Unterschiedliche
Signalintensitaten mit
versch. mAk-Klonen
gegen CD109

gegen
niedrigfrequente
Antigene
notwendig

Die Angaben zum Ak-Nachweis beziehen sich auf die Ergebnisse der teilnehmenden
Laboratorien und geben den Erfolg der entsprechenden Ak-Nachweise in % an.

ISBT = International Society of Blood Transfusion, aHPA = Anti-HPA-Ak, mAk = monoklonaler Ak
MR-MAIPA = Modified-Rapid MAIPA-Assay, modifizierter Assay von Campbell et al., der sich
insbesondere durch veranderte Inkubationsbedingungen (Zeitdauer und Temperatur) vom
Standardprotokoll unterscheidet (Campbell et al. 2007).
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5.1 Teilschritte und zugehorige Reaktionsbedingungen des MAIPA-Assays

Einer der limitierenden Faktoren fiir die Bildung des trimolekularen Komplexes aus
thrombozytenstandigem GP, murinem und humanem Ak ist die Geschwindigkeit, mit der
die Ak zur Zielstruktur diffundieren. Zusatzlich spielt die Affinitat bzw. Aviditat fur die
Komplexbildung eine Rolle und nicht zuletzt mag der bereits gebundene humane Ak
auch die Bindung des murinen Ak negativ beeinflussen. So kann der humane Ak die
Bindung des monoklonalen Ak behindern mit der Folge falsch negativer Signale, wenn
die von dem humanen und dem monoklonalen Ak erkannten Epitope eng beieinander
liegen oder sogar identisch sind.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das als vernachlassigbar angesehen, da geeignete
monoklonale Antikérper fur den Nachweis der untersuchten humanen Ak ausgewahlt
worden waren.

Die Bindung des Peroxidase-konjugierten (Ziege-Anti-human-GP) Detektorantikdrpers
ist die Voraussetzung flir eine entsprechende Reaktion im MAIPA-Assay. Mit anderen
Worten, der Assay basiert darauf, dass ein ,Sandwich® aus Fanger-Ak, murinem Ak,
humanem GP, humanem Ak und Detektor-Ak gebildet wird.

Modifizierungen einzelner Schritte werden erst nach einem mehrschrittigen Verfahren
sichtbar und es wird angenommen, dass es keine Wechselwirkungen mit der auf die
Modifizierung folgenden Schritte gibt (Abb. 23).

Uberstand

l v
vil vi

v
Substrat- Detektor-Ak MT-Platte v i i
Reaktion (POD-konjugiert) (funktionalisiert) Thrombozyten | — Lyse — Zentrifugation
Extinktion Isolierung Debris
| !
Resuspendierung und Inkubation
l Abfall

hAk —— mAk
1 ]

hAk = humaner Ak, mAk = muriner monoklonaler Anti-human-GP-Ak, POD = Peroxidase

Abb. 23: Extinktion als Resultat des mehrschrittigen MAIPA-Assays
Das Ergebnis der Modifizierung jedes Teilschrittes (I-VIl) ist erst am Ende des Assays sichtbar.
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Samtliche Beurteilungen der Ergebnisse stiitzen sich auf Bewertungen, die in der
Routinediagnostik nach geltenden Standards erhoben wurden. So wurden Seren im
thrombozytenserologischen Labor der Universitdtsmedizin Rostock anhand der
Signalintensitaten als niedrig- oder hochtitrig klassifiziert.

511 Modifizierte Inkubation der humanen und murinen Antikorper

Das urspringliche MAIPA-Assay Protokoll gab eine simultane Inkubation der
Testthrombozyten mit Humanserum und murinem Ak vor (Kiefel et al. 1987). Um
unspezifische Reaktionen durch natirlich vorkommende human-Anti-Maus-Ak zu
vermeiden (Klee 2000), wurden die Testthrombozyten zunachst mit Humanserum und
erst nach einem Waschschritt mit dem murinen Ak inkubiert (Kiefel 1992).

Der Zeitpunkt, zu dem die Inkubation mit humanem bzw. murinem Ak in
thrombozytenserologischen Nachweisverfahren erfolgen sollte, wird in der Literatur
kontrovers diskutiert.

Da die humanen Plattchenantigene bei der Verwendung intakter Thrombozyten wahrend
der Inkubation mit dem zu untersuchenden Serum in nativer Konfiguration vorliegen,
wird einerseits der Verlust der von einem Ak erkannten Epitope reduziert und
andererseits die Entstehung irrelevanter Neo-Epitope minimiert (Kaplan et al. 2007).
Auch eine Kompetition von humanen und murinen Ak um gleiche bzw. strukturell
ahnliche Epitope, die zu falsch negativen Signalen im MAIPA-Assay flihren, wird immer
wieder diskutiert (Morel-Kopp et al. 1996, Kaplan et al. 2007).

Thrombozytare Ak verschiedener Individuen erkennen in der Regel unterschiedliche
Epitope (Kroll et al. 2005). Daher ist die Auswahl der murinen monoklonalen Ak
schwierig, da Aussagen Uber die Kompetition mit dem potentiellen Ak nicht méglich sind.
Manche Laboratorien arbeiten daher mit verschiedenen murinen monoklonalen Ak
(Panel), die gegen unterschiedliche Epitope desselben GP gerichtet sind (Allen et al.
1994, Killie et al. 2010). Die Verwendung solcher Panel ist teuer und erhéht die Zahl der
Tests deutlich.

In dem nach Hou modifizierten Protokoll erfolgt die Bindung des murinen Ak an die
bereits von der Plattchenmembran gelésten GP (Hou et al. 2003). Hierbei kann es
allerdings zu Konformationsanderungen der GP mit konsekutiv gednderten
Bedingungen, unter denen sich die murinen Ak anlagern (mdglicherweise geanderte
Zuganglichkeit/Zerstérung des Epitops, Bildung von Neoepitopen), kommen.
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Die Modifikation unseres Protokolls nach dem Vorgehen von Hou flihrte zu identischer
Signalintensitat bei Seren mit Allo-Ak gegen GPIlIb/llla, la/lla und HLA-I sowie bei
solchen mit Auto-Ak gegen GPIIb/llla und GPIb/IX. Lediglich bei panreaktiven Auto-Ak
wurden niedrige Signalintensitaten von Anti-GP-lIb/llla- und Anti-GP-Ib/IX-Auto-Ak
ermittelt.

Ein Serum mit Anti-HLA-I-Ak ergab weder im regularen, noch im modifizierten MAIPA-
Assay ein positives Signal. Dieses Serum lagerte aliquotiert bei -20 °C und stammte von
einem Patienten mit bekannt niedrigem Anti-HLA-I-Ak-Titer. Es ist zu vermuten, dass die
Aktivitat dieses Ak wahrend der Lagerung weiter abgenommen hat.

Im Vergleich zur vorliegenden Studie untersuchte die Arbeitsgruppe um Hou
ausschlieBlich Auto-Ak gegen GPIlIb/llla, dennoch existieren Publikationen, in denen die
beschriebene Modifikation auch im Rahmen des Nachweises von Auto-Ak gegen
GPIb/IX erfolgreich eingesetzt wurde (Liu et al. 2011).

In der vorliegenden Arbeit wurden niedrigere Signale mit panreaktiven Auto-Ak im von
Hou modifizierten Protokoll gemessen.

Die Versuchsreihe wurde mit jeweils einem monoklonalen Maus-Anti-human-GP-Ak pro
GP durchgefuhrt. Die Arbeitsgruppe um Liu verwendete den gleichen murinen Ak gegen
GPllb/llla (P2), aber einen anderen Klon gegen GPIb/IX (SZ2 statt FMC-25). Es wird
angenommen, dass monoklonale Ak partiell mit der Bindung von Auto-Ak der GP
interagieren und um Epitope konkurrieren bzw. nach Bindung die Konformation des
Zielproteins verandern (Santoso et al. 1986, Tsubakio et al. 1987). Mdglicherweise fihrt
die Verwendung anderer muriner mAk-Klone durch die Bindung an andere Epitope zu
héheren ELISA-Signalen beim Nachweis von panreaktiven Auto-Ak.

5.1.2 Modifizierte Inkubation des trimolekularen Komplexes und Sekundar-
Antikorpers

Die Immobilisierung des trimolekularen Komplexes (humaner Anti-GP-Ak, humanes GP,
muriner Anti-human-GP-Ak) an die mit Ziege-Anti-Maus-Ak-beschichtete MT-Platte und
die Inkubation mit dem Peroxidase-konjugierten Detektorantikdrper sind mit 90 bzw. 120
min die Schritte mit dem grof3ten zeitlichen Aufwand.

Modifizierte Inkubationsbedingungen des MAIPA-Assays sind Bestandteil zahlreicher in-
House-Protokolle und basieren auf einer von Campbell et al. publizierten Arbeit. Zur
Standardisierung der in unterschiedlichen Laboratorien verwendeten Protokolle
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entwickelte die Arbeitsgruppe den Modified-Rapid MAIPA-Assay (MR-MAIPA-Assay),
welcher  die Dauer des  Assays, insbesondere  durch veranderte
Inkubationstemperaturen, auf circa 5 Stunden reduzierte.

Im Vergleich zum Standardprotokoll erzielte der MR-MAIPA-Assay eine hdhere
Sensitivitat beim Nachweis von Allo-Ak gegen HPA-1, -2, -3 und -5 sowie Auto-Ak gegen
GPIIb/llla und GPIb/IX (Campbell et al. 2007).

Die Ergebnisse dieser Arbeit bestatigen, dass sowohl Zeit als auch Temperatur fur die
Signalintensitat entscheidend sind.

Leider kam es bei der Immobilisierung des trimolekularen Komplexes unter den
veranderten Bedingungen zu unspezifischen Reaktionen der Negativkontrollen.

Diese Beobachtung steht im Widerspruch zu den Ergebnissen von Campbell et al., auch
wenn diese und unsere Arbeitsgruppe mit geringfiigig unterschiedlichen Protokollen
arbeiteten. So erfolgte die Immobilisierung des trimolekularen Komplexes an die MT-
Platte in beiden Fallen bei 37 °C fur 30 min, wahrend die Inkubation mit dem Peroxidase-
konjugierten Ziege-Anti-human-Ak bei 20 °C fir 60 min (Campbell et al. 2007) bzw. bei
37 °C flr 30, 60 oder 120 min (diese Arbeit) durchgefiihrt wurde. Die HPA-typisierten
Testthrombozyten lagerten bei Campbell et al. lyophilisiert und wurden nach der
Rekonstitution maximal drei Tage verwendet. Im Thrombozytenlabor der Universitat
Rostock werden die Testthrombozyten fiir die Routinediagnostik (mit Ausnahme von
Thrombozyten fir die Anti-HPA-2b- und Anti-HPA-15-Ak-Diagnostik) in Suspension bei
4 °C Uber mehrere Monate gelagert.

Dennoch sind die Immobilisierung des trimolekularen Komplexes sowie die Inkubation
mit dem Peroxidase-konjugierten Detektor-Ak fir sich betrachtet nur zwei Teilschritte
des MAIPA-Assays. So wurden unspezifische Signale der Negativkontrollen, sowohl bei
modifizierten Inkubationen, als auch der simultanen Inkubation der Testthrombozyten
mit dem zu untersuchenden Serum und dem murinen Ak beschrieben (Bertrand et al.
2012).

5.2 Einsatz und Lagerung der Testthrombozyten

Fur viele Verfahren zum Nachweis zirkulierender thrombozytarer Ak ist der Einsatz von
Thrombozyten gesunder Spender mit bekannten HPA-und HLA-Antigenen notwendig.
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Die HLA- und HPA-Typisierung erfolgt im Institut fur Transfusionsmedizin der
Universitatsmedizin Rostock, sodass zum einen stets typisierte Thrombozyten als
Panelzellen im Rahmen der Diagnostk und zum anderen potentielle
Thrombozytenspender fir Patienten mit Anti-HPA- bzw. -HLA-Ak zur Verfugung stehen.
Um die Konzentration humaner plattchenreaktiver Ak im MAIPA-Assay zu bestimmen,
werden in der Regel 20 * 10° Testthrombozyten/Ansatz eingesetzt.

Diese Thrombozytenzahl scheint nach den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit fir eine
ausreichende Signalintensitat zu genigen.

In lediglich einem von 9 Seren mit Anti-HPA-1a-Ak zeigte sich eine mit steigender
Thrombozytenzahl abnehmende Signalintensitat (Abb. 10; A, Symbol x), fur die sich
zunachst keine Erklarung finden Iasst.

Bei einem Serum mit ohnehin geringem Anti-HPA-1a-Ak-Titer konnte auch bei
maximaler Thrombozytenzahl kein zufriedenstellendes Signal erreicht werden. Hier ist
zu vermuten, dass die Aktivitat des Ak wahrend der Lagerung bei -20 °C abgenommen
hat.

Die aufgrund der ELISA-Ergebnisse als niedrig- oder hochtitrig kategorisierten Seren
erlauben keine Diskriminierung zwischen der Ak-Konzentration und der Ak-Affinitat.
Quantitative Bestimmungen niedriger Ak-Titer sind anspruchsvoll und oftmals falsch-
negativ. Mit Hilfe der Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie (surface plasmon
resonance, SPR) konnte gezeigt werden, dass bei niedrigen Ak-Titern das
Gleichgewicht zugunsten der Dissoziation von Antigen und Antikérper verschoben ist
(Bakchoul et al. 2011, Socher 2009). Weiterhin ist damit zu rechnen, dass niedrig-affine
Ak durch haufiges Waschen von ihrem korrespondierenden Antigen dissoziieren. Dieses
ist insbesondere fiir die Diagnostik der FNAIT relevant, da hier auch Anti-HPA-1a-Ak mit
niedriger Affinitat ursachlich sein kénnen (Peterson 2013).

Die Zahl der eingesetzten Testthrombozyten variiert zwischen den Laboratorien,
entspricht aber im Mittel der im Rostocker Institut flir Transfusionsmedizin verwendeten
Thrombozytenzahl (Tab. 5).

Die unspezifischen Reaktionen bei der Analyse Anti-HPA-5b-Ak-haltiger Seren
resultieren vermutlich aus der zusatzlichen Manipulation der Testthrombozyten (3.4.1).
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Tab. 5: Zahl der Testthrombozyten in ausgewahlten Arbeiten

Autor / Jahr Zahl der Protokolle Zahl der Testthrombozyten/well
Bessos et al. 2005 27 6 *108 -4 * 1010
Campbell et al. 2007 1 10*108
Killie et al. 2010 1 20 * 108
Bertrand et al. 2012 4 10*106-30* 108

Der grundsatzliche Einsatz héherer Zellzahlen beim Screening auf hochfrequente
plattchenreaktive Ak ist fraglich, da sich damit der Verbrauch von murinen monoklonalen
GP-spezifischen Ak erhoht. Bei der Analyse von Seren mit bekannt/vermutet niedrigem
Ak-Titer kann eine Erhéhung der Testthrombozytenzahl erwogen werden.

5.21 Nachweis von Anti-HPA-2b-Ak

Neben der Verfugbarkeit und der Aufbereitung von definierten HPA- und HLA-typisierten
Testthrombozyten beeinflusst die Lagerung dieser Thrombozyten die Signalintensitat
des MAIPA-Assays. Wahrend Testthrombozyten fir den Nachweis von Allo-Ak gegen
GPIIb/llla, GPla/lla und HLA-I sowie Auto-Ak gegen GPIIb/llla mehrere Monate bei 4 °C
gelagert werden kénnen, erfordert die Analyse von Seren mit Anti-HPA-2b-Ak einen
héheren Aufwand. Einerseits stehen aufgrund der niedrigen Frequenz von HPA-2b von
11,8 % in Deutschland nicht viele Spender zur Verfugung (Kiefel 2010b), andererseits
ist HPA-2b anfallig fir den Abbau durch Serinproteasen, sodass die Testthrombozyten
im Institut fir Transfusionsmedizin der Universitatsmedizin Rostock regelhaft in
Gegenwart von Leupeptin flir maximal 7 Tage gelagert werden.

Die Wirkung von Leupeptin auf thrombozytadre Membranproteine wurde erstmals 1986
beschrieben (Yamamoto et al. 1986). So wird die a-Kette des thrombozytaren GPIb in
zwei unterschiedlich groRe Fragmente gespalten, was durch die Gegenwart von
Leupeptin verhindert wird. In dieser Arbeit konnte der mit zunehmender Lagerung der
Plattchen einhergehende, sukzessive Abfall der Signalintensitat beim Nachweis von
Anti-HPA-2b-Ak gezeigt werden. Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Lagerung
der HPA-2b-Testthrombozyten (HPA-2a+b+) Giber 10 Tage mdglich ist.
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Das Alter der Testthrombozyten zum Zeitpunkt der Isolierung bzw. des Zusatzes von
Leupeptin scheint den Ergebnissen dieser Arbeit zufolge nur eine geringe Rolle zu
spielen.

Dies wird durch Untersuchungen des 19. Workshops der ISBT 2018 bekraftigt. Die
Teilnehmer untersuchten den Einfluss einer zeitlich verzogerten
Thrombozytenisolierung in Kombination mit der Lagerung dieser Testthrombozyten fir
den Nachweis von Anti-HPA-3-Ak. Wahrend die verzogerte Isolierung der Thrombozyten
nur einen geringen Effekt hatte, ergab die Kombination aus der verzdgerten Isolierung
und Lagerung der Plattchen einen relevanten Signalverlust im MAIPA-Assay (Lewin et
al. 2020).

Um die Verfugbarkeit und Lagerung von Testthrombozyten zu vereinfachen, verwenden
viele Laboratorien lyophilisierte bzw. kryokonservierte Panelzellen. Ein groRer Nachteil
ist jedoch die Instabilitat einzelner Antigene.

Wahrend die Sensitivitdt und Spezifitait des MAIPA-Assays durch einheitliche
Panelzellen verbessert werden konnte, ist die Aufbereitung kryokonservierter
Panelzellen untersucherabhangig (Foxcroft et al. 2007). Andere Untersuchungen
erzielten niedrigere Signalintensitaten mit der Verwendung lyophilisierter
Testthrombozyten (Killie et al. 2010).

5.2.2 Nachweis von Anti-HPA-15b-Ak

Der Nachweis von Ak gegen das auf CD109 lokalisierte Antigen HPA-15 wird durch die
niedrige (2000 + 400 Molekule auf aktivierten Thrombozyten, deutlich niedrigere
Expression auf ruhenden Plattchen) und variable Dichte von CD109 auf der
Thrombozytenmembran erschwert (Sutherland et al. 1991). Daher ist die sorgfaltige
Auswahl HPA-15-typisierter Plattchen fur den zuverlassigen Nachweis von Anti-CD109-
Ak entscheidend. Zusatzlich ist das Antigen instabil, sodass Panelzellen fiir den
Nachweis von Anti-HPA-15b-Ak unmittelbar nach der Spende aufbereitet werden
mussen und nur kurze Zeit gelagert werden kdnnen (Ertel et al. 2005, Maslanka et al.
2012). Zudem sollten vorrangig Plattchen homozygoter Spender mit einer hohen Dichte
von CD109 als Panelzellen genutzt werden (Ertel et al. 2005).

Mit den in dieser Arbeit fur den Nachweis von HPA-15b-Ak verwendeten homozygoten
Testthrombozyten wurden in Ubereinstimmung mit diesem Vorgehen die hdchsten
Signale erzielt.

Weiterhin konnte der mit zunehmender Lagerung einhergehende sukzessive Abfall der
Signalintensitat gezeigt werden.
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Im Rahmen des 19. ISBT Workshops 2018 wurde die Notwendigkeit eines
standardisierten MAIPA-Assay Protokolls fur den Nachweis von Anti-HPA-15b-Ak erneut
betont. Nur 3-7 % von 25 Laboren konnten Anti-HPA-15b-Ak nachweisen (Lewin et al.
2020).

Womdglich verbessert sich die Zuverlassigkeit des MAIPA-Assays kunftig beim
Nachweis von Anti-HPA-15b-Ak durch die Verwendung eines lyophilisierten WHO-
Referenzserums (Sharp and Studholme 2020).

5.3 Limitationen

Der MAIPA-Assay erfordert durch die Kombination von zellbasiertem und klassischen
MT-Platten-abhangigen ELISA Verfahren gut ausgestattete Laboratorien und
entsprechend gut geschultes Personal.

In dieser Arbeit wurde eine grof3e Anzahl bekannter Seren verwendet, die im MAIPA-
Assay in mehreren unterschiedlichen  Modifizierungen  grotenteils als
Einfachbestimmungen eingesetzt wurden. Von den ermittelten Ergebnissen ist kein
generelles Ableiten auf einzelne Assay-Schritte bzw. den Einsatz von Reagenzien
maglich.

Um weiterfiihrende Aussagen treffen zu kénnen, sind quantifizierende Untersuchungen
und die Kombination von Modifizierungen sowie hohere Versuchszahlen flr
reproduzierbare Ergebnisse notwendig.
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5.4 Ausblick

Die Entwicklungen fur den Nachweis thrombozytenreaktiver Ak zielen insgesamt auf
eine Standardisierung der Reagenzien, die Verfugbarkeit der Diagnostika fur periphere
Laboratorien sowie eine Verbesserung der Zuverlassigkeit fir die Erfassung
niedrigfrequenter bzw. niedrig-affiner Ak ab.

So kann die klassische ELISA-Platte durch Beads, die mit murinen mAk beschichtet
sind, ersetzt werden (simultaneous analysis of specific platelet antibodies (SASPA)-
Assay; Nguyen et al. 2004, Nguyen et al. 2010) oder es kommen biotinylierte murine
mAK zum Einsatz, um den trimolekularen Komplex (humaner Ak, humanes GP,
biotinylierter muriner mAk) an Streptavidin-beschichtete Beads zu binden (Mértberg et
al. 2016).

Die dann mdgliche durchflusszytometrische Auswertung ist apparativ aufwendig, flhrt
aber in deutlich kirzerer Zeit zu reproduzierbaren Ergebnissen.

Neben Uberwiegend manuell durchzufiihrenden Assays sind entsprechend den
individuell entwickelten Protokollen (in-house) kommerzielle GP-spezifische Assays
verfugbar. Im PakLx Immunoassay (Immucor, Dreieich) werden die mit definierter HPA-
Beschichtung eingesetzten Beads simultan mit dem zu untersuchenden Serum inkubiert
und die humanen Ak durch Zusatz von Fluoreszenz-markiertem Antiserum gegen
humane Immunglobuline nachgewiesen. Mit einer Dauer von 3 Stunden ist der Assay
deutlich zeitsparender als der MAIPA-Assay. Fir viele Ak-Spezifititen sind die
Ergebnisse des PakLx mit denen des MAIPA-Assays vergleichbar, wahrend der
Nachweis von Anti-HPA-3a- und -HPA-15-Ak nur unzureichend erfolgt (Porcelijn et al.
2014). Grundsatzlich ist der Einsatz dieser Systeme als Screening auch in peripheren
Laboratorien sinnvoll, die Diagnostik sollte aber bei Diskrepanzen oder der Suche nach
niedrigfrequenten Ak durch spezialisierte Nachweisverfahren erganzt werden
(Rockenbauer et al. 2015).

Die Diagnose von niedrig-affinen Ak und eines entsprechend labilen Antigen-Antikérper-
Komplexes ist herausfordernd. Haufiges Waschen wird einen bereits nur schwach mit
dem Antigen interagierenden Ak leichter entfernen. Hier koénnte die
Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie geeigneter  sein, da weder
Waschschritte, noch murine monoklonale Ak bendétigt werden (Socher 2009). Durch die
Immobilisierung der Antigene an eine Sensoroberflache und die Zugabe von IgG aus
dem zu untersuchenden Serum ermdglicht die SPR-Spektroskopie die Analyse einer
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Antigen-Antikdrper-Bindung in Echtzeit. Da die Gerate sehr teuer und in nur wenigen
Laboratorien vorhanden sind, ist die SPR-Spektroskopie als Routinemethode derzeit
(noch) nicht verflgbar.

Biotechnologisch hergestellte Panelzellen mit thrombozytdren Antigenen kdnn(t)en
anstelle von Thrombozyten in Testsystemen verwendet werden und ermdglichen den
zuverlassigen Nachweis von Ak gegen ,labile” und gering exprimierte Antigene. Dieses
Verfahren wurde fir den Nachweis von Ak gegen HPA-3 und -9 sowie HPA-15
erfolgreich eingesetzt (Zhang 2019, Hayashi 2010, Koh et al. 2020).

Seit seiner Entwicklung ist der MAIPA-Assay ein etabliertes
thrombozytenimmunologisches Verfahren, das zwar zeitlich aufwendig ist, jedoch
zuverlassige Antworten auf klinische Fragestellungen liefert. Die Entwicklungen der
letzten Jahre machen deutlich, dass die Durchfihrung des MAIPA-Assays auch nach
der Etablierung kommerzieller ELISA fiir spezifische Fragen der Antikorperdiagnostik
erforderlich ist.
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6 Zusammenfassung

Thrombozyten und die auf ihrer Membran lokalisierten Glykoproteine sind fur die
Hamostase sowie die Kommunikation untereinander und mit anderen Zellen essentiell.
Verschiedene Ereignisse wie Schwangerschaften, Transfusion von Blutprodukten oder
autoimmunologische Erkrankungen kénnen die Bildung von Antikdrpern gegen diese
Glykoproteine auslésen und zu einem beschleunigten Thrombozytenabbau fiihren.
Klinisch reicht das Spektrum von milden (subklinischen) Thrombozytopenien tber Haut-
und Schleimhautblutungen bis hin zu schweren hamorrhagischen Diathesen.

Wahrend in der Vergangenheit mit funktionellen Tests zum Nachweis von
thrombozytenreaktiven Antikdrpern gearbeitet wurde, sind heute immunchemische
Verfahren mit einem Fokus auf die Erfassung der Ak-Spezifitat Standard. Eines dieser
glykoproteinspezifischen Nachweisverfahren ist der 1987 entwickelte Monoclonal
Antibody Immobilization of Platelet Antigens (MAIPA)-Assay, der auf der Immobilisierung
eines trimolekularen Komplexes aus humanen (Allo- oder Auto)-Ak, thrombozytarem
Glykoprotein und murinen monoklonalen Anti-human-GP-Ak an einer Festphase und
anschlieliender Detektorreaktion basiert. Der MAIPA-Assay ist jedoch technisch und
zeitlich aufwendig und ist auf die Verflugbarkeit von Testthrombozyten angewiesen,
sodass die Testbedingungen im Rahmen dieser Arbeit optimiert werden sollten. Daflir
wurden Teilschritte des MAIPA-Assays modifiziert und die Effekte dieser Modifikation
anhand von Humanseren mit bekannter Ak-Spezifitdt evaluiert. Zusatzlich wurde der
Einfluss von Zahl und Lagerung der HPA- und HLA-typisierten Testthrombozyten
untersucht.

Die Inkubationsbedingungen (Zeit und Temperatur) fiir die Immobilisierung des
trimolekularen Komplexes und die Anlagerung des Detektor-Ak wirken sich auf die
Signalintensitat des MAIPA-Assays aus. Mit zunehmender Inkubationszeit und
-temperatur steigt die Intensitat unspezifischer Signale. Die Zahl der Testthrombozyten
als Trager der Antigendeterminanten scheint mit 20 * 10%/Ansatz zu geniigen, um ein
hinreichend hohes Signal im MAIPA-Assay zu erzielen.

Leupeptin verhindert die Spaltung der a-Kette des GPIb und ist fir die Lagerung der
HPA-2b-Testthrombozyten ein geeigneter Proteaseninhibitor.

Testthrombozyten fir den Nachweis von Anti-HPA-15b-Ak sollten von homozygoten
Spendern gewonnen und nur kurz gelagert werden.
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7 Thesen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, welchen Einfluss Modifizierungen von
Teilschritten und Reagenzien auf die Signalintensitdt im Monoclonal-Antibody-

Immobilization of Platelet Antigens (MAIPA) - Assay haben.

1. Der MAIPA-Assay ist ein etabliertes thrombozytenimmunologisches Verfahren,
das zuverlassige Antworten auf klinische Fragestellungen liefert und auch nach
der Entwicklung kommerzieller Assays fur die Diagnostik von

Thrombozytopenien und Thrombozytopathien bedeutsam ist.

2. Der MAIPA-Assay basiert als mehrschrittiges, Uberwiegend manuelles
glykoproteinspezifisches = Nachweisverfahren auf der Bildung eines
trimolekularen Komplexes aus humanem Glykoprotein, humanem Antikdrper und
murinem Antikérper, der an eine Festphase gebunden und mit einem
Detektorantikdrper nachgewiesen wird. Inkubationszeit und -temperatur haben
einen Einfluss auf die Signalintensitat des MAIPA-Assays bei der Immobilisierung
des trimolekularen Komplexes und der Anlagerung des Detektor-Antikorpers.

3. Fir die Durchfliihrung des indirekten MAIPA-Assays werden Thrombozyten mit
bekannter HPA- und HLA-Spezifitat (Testthrombozyten) bendtigt, deren Zahl von
20 * 10%/Ansatz hinreichend ist, um eine ausreichend hohe Signalintensitat im
MAIPA-Assay zu erzielen.

4. Der Proteaseninhibitor Leupeptin verhindert die Spaltung der Iba-Kette des
GPIb/IX durch Serinproteasen, sodass HPA-2(a+b+) Testthrombozyten in
Gegenwart von Leupeptin 10 Tage fir den Nachweis von Anti-HPA-2b-Ak
gelagert werden kénnen.

5. Der Zeitpunkt der Isolierung und des Versetzens der HPA-2b-Testthrombozyten

mit Leupeptin spielt nur eine untergeordnete Rolle.

6. Thrombozyten fir den Nachweis von Anti-HPA-15b-Ak sollten von homozygoten
Spendern stammen und unmittelbar nach der Thrombozytenspende isoliert und

als Testthrombozyten verwendet werden.
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Interaktionen von verschiedenen Antikdrperspezifitaten (z.B. Maus und Mensch)
kénnen zu unspezifischen Signalen fihren. Das aus diesem Grund modifizierte
Protokoll von Hou et. al 2003 eignet sich fur den Nachweis von Alloantikdrpern
gegen HPA-1 und -5, HLA-I sowie Autoantikdrpern gegen lIb/llla bzw. Ib/IX, nicht

hingegen fur den Nachweis von HPA-15-Antikdrpern.
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Anhang

Anhang

Versuch

Variable
Testthrombozytenzahl

Modifizierte
Inkubationsbedingungen

HPA-2b-Lagerung
HPA-15b-Lagerung

Hou-Modifikation

Tab. 6: Verwendete Seren fir die Teilschritte des MAIPA

Ak-Spezifitat

HPA-1a
HPA-5b
Auto-Ak lIb/llla
Auto-Ak Ib/IX
HPA-1a
HPA-5b

HLA-I

Auto-Ak lIb/llla

Auto-AK Ib/IX

HPA-1a
HPA-1b
HPA-5a
HPA-5b

HLA-I
HPA-15b
Auto-Ak Ilb/llla
Auto-Ak Ib/IX

Auto-Ak lIb/llla und Ib/IX

verwendete Seren
Lfd. Nummer

1-9

10-14

15, 16

17-19

20,8

13

21

15,22, 23
18,19, 24

25,26

27

1,28, 29, 6, 30, 9,31, 4, 8, 20
32-36

37
14,13, 18, 12, 11
28, 38, 39, 21, 32
27

15, 22, 23
18,19, 24

35, 36
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Anhang

Tab. 7: MAIPA-Assay mit variablen Testthrombozytenzahlen: Negativkontrollen mit
Anti-HPA-1a-Ak-haltigen Seren

HPA-1a-Ak-haltige Seren (Lfd. Nr.)

Zellzahl 1 2 3 4 5 6 7 8 9
5* 106 0,049 0,010 0,030 0,003 0,006 0,007 0,011 0,005 0,007
10*106 | 0,018 0,012 0,014 0,006 0,006 0,007 0,004 0,006 0,003

20*10% | 0,043 0,014 0,014 0,007 0,008 0,006 0,007 0,005 0,003

40*108 | 0,049 0,036 0,025 0,018 0,008 0,006 0,022 0,005 0,004

Dargestellt sind die im MAIPA-Assay ermittelten Extinktionen von HPA-negativen
Testthrombozyten mit HPA-1a-Ak-haltigen Seren (Lfd. Nr. 1-9).

Tab. 8: MAIPA-Assay mit variablen Testthrombozytenzahlen: Negativkontrollen mit
Anti-HPA-5b-Ak-haltigen Seren

HPA-5b-Ak-haltige Seren (Lfd. Nr.)
Zellzahl 10 1 12 13 14
5*106 0,055 0,009 0,007 0,005 0,009
10 * 106 0,136 0,007 0,007 0,032 0,018
20 * 106 0,257 0,006 0,015 0,022 0,005
40 * 106 0,184 0,010 0,018 0,022 0,011
80 * 108 0,300 0,031 0,048 0,018 0,046

Dargestellt sind die im MAIPA-Assay ermittelten Extinktionen von HPA-negativen
Testthrombozyten mit HPA-5b-Ak-haltigen Seren (Lfd. Nr. 10-14).
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Abb. 24: Standard- und nach Hou modifiziertes Protokoll fiir den Nachweis von Anti-HPA-
1a-Ak mit allen eingesetzten Seren. Dargestellt sind die ermittelten Extinktionen gemaf
Standardprotokoll (hellgrau) und Hou modifiziertem Protokoll (dunkelgrau). Analysiert wurden 10
Humanseren mit Anti-HPA-1a-Ak. Die Signale der Negativkontrollen von Thrombozyten mit
Serum ohne plattchenreaktive Ak waren stets negativ (Extinktion < 0,2).
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Abb. 25: Standard- und nach Hou modifiziertes Protokoll zum Nachweis von

HLA-I-Ak mit dem HLA-Pool und den einzelnen HLA-I-Thrombozyten. Im MAIPA ermittelte
Extinktionen gemaf Standardprotokoll (hellgrau) und nach Hou modifiziertem Protokoll
(dunkelgrau) des aus 8 Thrombozytenspendern bestehenden HLA-I-Pools gegeniiber den
Thrombozyten der Einzelspender mit zwei Humanseren (A: Serum Lfd. Nr. 28, B: Serum Lfd.
Nr. 38). Die Signale der Negativkontrollen von Thrombozyten mit Serum ohne plattchenreaktive
Ak waren stets negativ (Extinktion < 0,2).
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