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1 Einleitung

Bei Friih- und Neugeborenen wird mit einer Wahrscheinlichkeit von 1% bis 5% eine Thrombo-
zytopenie festgestellt, auf neonatalen Intensivstationen ist sogar mindestens jedes flinfte Kind
davon betroffen.! Der Schweregrad ist jedoch sehr unterschiedlich ausgeprigt: Einerseits
kénnen verringerte Thrombozytenzahlen bereits bei geringgradigen Verdnderungen der
neonatalen Homoostase auftreten, andererseits sind sie oft auch Nebenwirkungen von schweren
Erkrankungen. Wahrend erstgenannte oft keines weiteren Vorgehens bediirfen, kdnnen letzt-

genannte sehr aufwendig bei der Diagnostik und Therapie sein.

Der bei Erwachsenen geltende Grenzwert von 150 Gpt/] fiir die Definition einer Thrombozyto-
penie wird auch oft fiir Frith- und Neugeborene angewendet, wobei es Studien gibt, die einen
niedrigeren Schwellenwert (104 Gpt/l fiir Frithgeborene bzw. 123 Gpt/] fiir reife Neugeborene)
empfehlen.” Als schwere Thrombozytopenien werden Verldufe mit Thrombozytenzahlen < 50

Gpt/1 bezeichnet.?

Aufgrund der Vielzahl an Ursachen, die zur Verringerung der Blutplittchen fithren konnen, ist
eine Einteilung nach zeitlichem Verlauf in drei Gruppen sinnvoll: Abgesehen von der fetalen
Thrombozytopenie unterscheidet man eine friihe (engl. = early-onset neonatal thrombocytopenia,
EONT) von einer spiten neonatalen Thrombozytopenie (engl. = late-onset neonatal thrombo-
cytopenia, LONT).* Ausschlaggebend ist dabei der Zeitpunkt der Diagnosestellung. Bei der fetalen
Verlaufsform sind es meist Auffilligkeiten in der Ultraschalldiagnostik, die zur intrauterinen
Diagnostik inklusive Blutentnahme beim Feten fiihren. Bei der EONT fallt die Thrombozytopenie
innerhalb von 72 Stunden nach der Geburt auf, bei der LONT dementsprechend nach 72
Stunden. Fiir alle drei Verlaufsformen kommen verschiedene Griinde fiir den Thrombozyten-
abfall in Frage, welche in Anlehnung an die Arbeit von Chakravorty und Roberts schematisch in
Tabelle 1 zusammengefasst werden.* Auch fiir die Diagnose hilft diese Einteilung unter
Berticksichtigung der Schwangerschaftsdauer. Frithgeborene, die innerhalb von 72 Stunden nach
der Geburt eine Thrombozytopenie aufweisen, leiden haufiger an Komplikationen, die im
Rahmen der Schwangerschaft oder Geburt aufgetreten sind. Bei zeitgerechten Neugeborenen
hingegen, die erst nach dem dritten Lebenstag einen Abfall der Blutplattchen aufweisen, ist eine
Spéatsepsis oder nekrotisierende Enterokolitis eher der Ausléser. Einen besonderen Stellenwert
in Zusammenhang mit dieser Arbeit haben vor allem reife, ansonsten gesunde Neugeborene, bei
denen die verminderte Zahl von Thrombozyten als einziges Zeichen in Erscheinung tritt. Hier
sind immunologische Prozesse die wahrscheinlichste Ursache, so dass zeitnah die Diagnostik
beziiglich einer fetomaternalen Inkompatibilitat oder maternaler plattchenspezifischer Auto-

antikdrper eingeleitet werden soll.
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Tabelle 1: Ursachen fetaler und neonataler Thrombozytopenien

Fetal

Alloimmun (FNAIT)

Kongenitale Infektionen (z. B. Cytomegalievirus, Toxoplasma gondii,
Masernvirus, Humanes Immundefizienzvirus, Zika-Virus)

Chromosomenaberrationen (z. B. Trisomie 18, 13, 21)

Autoimmun (z. B. maternale Autoimmunthrombozytopenie,
systemischer Lupus erythematodes)

Schwerer MHN durch fetomaternale Rh- oder Kell-Inkompatibilitat
Erbkrankheiten (v. a. Wiskott-Aldrich-Syndrom)

Friih-neonatal
(<72 h postnatal)

Plazentainsuffizienz (z. B. bei Praeklampsie, Gestationsdiabetes
mellitus)

Asphyxia neonatorum

Perinatale Infektionen (v. a. Beta-hdmolysierende Streptokokken
der Gruppe B und E. coli)

Disseminierte intravasale Koagulopathie
Alloimmun (FNAIT)

Autoimmun (z. B. maternale Autoimmunthrombozytopenie,
neonataler Lupus erythematodes)

Kongenitale Infektionen (wie bei fetaler Form)
Kasabach-Merritt-Syndrom

Stoffwechselerkrankungen (z. B. Propionazidamie,
Methylmalonazidurie, Morbus Gaucher, subkutane
Fettgewebsnekrose des Neugeborenen)

Erbkrankheiten (z. B. TAR-Syndrom, kongenitale amegakaryozytére
Thrombozytopenie)

Spat-neonatal
(>72 h postnatal)

Spatsepsis (v. a. als B-Streptokokken-Meningitis)
Nekrotisierende Enterokolitis

Kongenitale Infektionen (wie bei fetaler Form)
Autoimmun (durch maternale Antikdrper)
Kasabach-Merritt-Syndrom
Stoffwechselkrankheiten

Erbkrankheiten (TAR-Syndrom, u. v. m.)

FNAIT = fetale und neonatale Alloimmunthrombozytopenie, MHN = Morbus haemolyticus neonatorum,
TAR-Syndrom = Thrombozytopenie-Radiusaplasie-Syndrom (engl. = thrombocytopenia with absent radius)

Wenn die Thrombozytopenie persistiert und keinerlei infektiologische oder immunologische

Genese gefunden werden konnte, sollten seltene Ursachen abgeklart werden. Hierzu zahlen vor

allem hereditdre Erkrankungen wie zum Beispiel das Wiskott-Aldrich-Syndrom oder das

Bernard-Soulier-Syndrom.” Ein pragmatischer Algorithmus fiir die Diagnostik neonataler

Thrombozytopenien ist in Anlehnung an die Arbeit von Chakravorty und Roberts in Abbildung 1

zu sehen.*

Durch die verringerte Thrombozytenzahl kommt es zu einer erhéhten Blutungsneigung, wobei

verschiedenste Organe betroffen sein konnen. Aufgrund der neurologischen Folgen und der

hohen Mortalitit sind intrakranielle Blutungen am gefiirchtetsten.® Allerdings wurden auch

Todesfille durch pulmonale oder gastrointestinale Blutungskomplikationen beschrieben.’
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Die primare Therapie der fetalen und neonatalen Thrombozytopenie liegt - wenn méglich - in
der Beseitigung der urspriinglichen Ursache, wie zum Beispiel durch eine antimikrobielle
Therapie bei perinatalen Infektionen. Unterstiitzend konnen Thrombozyten gegeben werden.*
Allerdings gibt es keinen internationalen Standard, der festlegt, ab welchen Werten eine
Transfusion indiziert ist.? Vielmehr zielen die nationalen Richtlinien darauf ab, schwerwiegende
Blutungen zu vermeiden. In der aktuell grofiten randomisierten Studie zur Transfusion von
Thrombozyten bei Neugeborenen konnte gezeigt werden, dass Friihgeborene eher davon
profitieren, wenn sie erst bei einer niedrigeren Thrombozytenzahl (<25 Gpt/l statt <50 Gpt/I)

transfundiert werden.” Die Besonderheiten und vor allem die spezifische Therapie der fetalen

und neonatalen Alloimmunthrombozytopenie wird im Kapitel 2.1 genauer beschrieben.

Abbildung 1: Algorithmus zur Abklarung neonataler Thrombozytopenien

Trc < 150 Gpt/I

Auftreten < 72 h postnatal Auftreten > 72 h postnatal

l l

Plazentainsuffizienz oder Asphyxia Sepsis oder NEC?

neonatorum?
¥ I ) ¢ I ¥
. Perinatale oder .
Ja Nein kongenitale Infektion? Ja Nein
Wenn Wenn Nei | Behandlung der
Trc > 50 Gpt/I Trc < 50 Gpt/I &in a Infektion

| I

Immunprozesse abklaren!
(Testung auf FNAIT,
maternale AITP)

Keine weiteren MalRnahmen
beziglich Thrombozytopenie notig

Wenn Thrombozytopenie persistiert
und keine infektiose oder Immungenese
vorliegt, Raritdten in Betracht ziehen!

Algorithmus in Anlehnung an die Arbeit von Chakravorty und Roberts*
AITP = Autoimmunthrombozytopenie, FNAIT = fetale und neonatale Alloimmunthrombozytopenie; NEC =
nekrotisierende Enterokolitis, Trc = Thrombozytenzahl
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2 Stand der Forschung

Fetale und neonatale Alloimmunthrombozytopenien (FNAIT) stellen die hdaufigste Form
immunologisch vermittelter Thrombozytopenien bei Neugeborenen dar. Die meisten plattchen-
spezifischen Alloantigene wurden im Rahmen von FNAIT-Fallen entdeckt. Allerdings erfolgte die
Erstbeschreibung des wohl wichtigsten Alloantikorpers Anti-HPA-1a, damals noch Anti-Zw(a)
genannt, bei Patienten, die an einer posttransfusionellen Purpura (PTP) litten.' FNAIT und PTP
sind die beiden wichtigsten Vertreter von alloimmun verursachten Thrombozytopenien. Dariiber
hinaus gehéren auch der Refraktirzustand bei Thrombozytentransfusionen, die passive
alloimmune Thrombozytopenie und die transplantationsassoziierte alloimmune Thrombo-
zytopenie zu den durch Alloantikdrper bedingten Storungen der thrombozytiren Hamostase.
Alle Krankheitsentitidten weisen die Gemeinsamkeit auf, dass durch Immunisierungsereignisse
wie Schwangerschaften, Transfusionen von Blutzubereitungen sowie Transplantationen solider
Organe oder hiamatopoetischer Progenitorzellen die Bildung von Antikérpern gegen korper-
fremde Merkmale von Thrombozyten induziert werden und diese aktiv oder passiv zu einer
Thrombozytopenie fiihren. Diese Alloantikérper sind vor allem gegen Merkmale des
Haupthistokompatibilititskomplexes, vorwiegend HLA-A- und HLA-B-Antigene, oder plattchen-

spezifische Glykoproteine gerichtet.!!

In den folgenden drei Unterkapiteln sollen die FNAIT, die HPA-Nomenklatur und dariiber hinaus
auch die fiir die Thrombozytenserologie wichtigsten Membranproteine von Plattchen dargestellt

werden.

2.1 Fetale und neonatale Alloimmunthrombozytopenien

Dieses Krankheitsbild wurde bereits im Jahre 1953 von Harrington et al. teilweise beschrieben,
wobei sie verschiedene immunologische Pathomechanismen als Ursache vermuteten.'” In den
folgenden Jahren wurden mehr und mehr Einzelheiten bekannt, wobei vor allem die

Inkompatibilitdt zwischen Fetus und Mutter in den Mittelpunkt gestellt wurde.

2.1.1 Fetomaternale Inkompatibilitit

Grundlage der fetomaternalen Inkompatibilitdten ist die Vererbung paternaler Merkmale auf den
Fetus, welche vom Immunsystem der Mutter als fremd erkannt werden. Hierzu gehoren :

* Hamolytische Erkrankung beim Feten und Neugeborenen (Morbus haemolyticus
neonatorum = MHN)

* Fetale und neonatale Alloimmunthrombozytopenie (= FNAIT)

* Neonatale Immunneutropenie (= NIN)

2 Stand der Forschung 10



Die miitterliche Immunisierung wird durch den transplazentaren Ubertritt entsprechender
fetaler Antigene in den maternalen Kreislauf verursacht. Alle drei Entitdten besitzen gewisse

Parallelen, allerdings gibt es auch entscheidende Unterschiede, wie Tabelle 2 zeigt.

Tabelle 2: Fetomaternale Inkompatibilitaten

Entitat Erste Graviditit Komplikationen Diagnostik wihrend Therapie wihrend Prophylaxe
betroffen? wihrend Graviditit? Graviditit Graviditat vorhanden?
MHN Extrem selten Ja: hdmolytische Doppler-Sonografie, Erythrozyten-Gabe Teilweise
Animie, Hydrops fetalis fetales Blutbild (fiir Anti-D)
FNAIT Haufig Ja: Hamorrhagien, Fetales Blutbild, Maternale IVIG- Nein
intrakranielle Himatome wiederholte Therapie;
Ultraschall- Thrombozyten-
Untersuchungen transfusion
NIN Haufig Nein Nicht notwendig Nicht notwendig Nein

FNAIT = fetale und neonatale Alloimmunthrombozytopenie, IVIG = intravendse Immunglobuline, MHN = Morbus
haemolyticus neonatorum, NIN = neonatale Inmunneutropenie

2.1.2 Inzidenz

Die Inzidenz der FNAIT bei Populationen europdischer Herkunft wurde aufgrund der in
mehreren prospektiven Studien gewonnenen Daten auf 1:800 bis 1:2000 geschatzt®, wobei viele
Félle wegen fehlender Blutungszeichen in der Routine nicht auffallen wiirden. Auferdem muss
erwdhnt werden, dass bei den oben genannten Studien Fehlgeburten, vor allem in friithen
Stadien, nicht gezahlt wurden. Es konnte aber gezeigt werden, dass die Wiederauftretens-
wahrscheinlichkeit einer FNAIT bei anndhernd 100% liegt, wenn das Folgegeschwisterkind das

betroffene Antigen geerbt hat.

2.1.3 Pathomechanismus

Warum im Gegensatz zum MHN bereits Erstschwangerschaften von einer FNAIT betroffen sein
koénnen, liegt am ehesten daran, dass vor allem beim HPA-1-System die entsprechenden Antigen-
tragenden Glykoproteine nicht nur auf den fetalen Thrombozyten, sondern auch auf anderen
Zellen exprimiert werden. Dieses betrifft vor allem die Mikrovilli am apikalen Pol der
Synzytiotrophoblasten, die von maternalem Blut umspiilt werden.”* Da diese bereits im ersten
Trimenon komplett ausgebildet sind, konnen bereits zu einem frithen Zeitpunkt der
Schwangerschaft Alloantigene in den maternalen Kreislauf gelangen, die mitunter

Immunisierungsprozesse induzieren.

Die humorale Immunantwort auf fremde Antigene wird durch eine Vielzahl an Zellen und die
von ihnen sezernierten Botenstoffe reguliert. Primar gebildete Antikorper der Immunglobulin-
klasse M gelten im Allgemeinen als ungefahrlich fiir den Feten, da bisher keine spezifischen

Transporterproteine fiir IgM bekannt sind.’* Bei anhaltender Antigenpriasenz im maternalen
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Kreislauf kann es jedoch zu weiteren Immunprozessen kommen. Durch eine Co-Stimulation
mittels T-Helferzellen kann letztendlich ein Immunglobulinklassen-Switch induziert werden, der

Plasmazellen Immunglobulin-G-Antikérper produzieren und sezernieren lisst.?

Zum Aufbau und Erhalt einer Leihimmunitdt beim Neugeborenen kommt es bereits pranatal zur
transplazentaren Ubertragung von Antikérpern der Klasse IgG." Hierfiir ist ein Rezeptor
besonders entscheidend: der neonatale Fc-Rezeptor (FcRn). Er unterscheidet sich sehr von
anderen IgG-bindenden Fc-Rezeptoren (FcyR), vor allem in der Affinitdt. Der FcRn bindet 1gG-
Molekiile nicht bei physiologischen pH-Werten, sondern hat seine hochste Bindungskraft im
sauren Milieu (pH etwa 4,5). Fiir den transplazentaren Ubertritt von Immunglobulinen der
Klasse G sind wiederum die Synzytiotrophoblasten von entscheidender Bedeutung, die

Abbildung 2 zeigt den Ablauf in Anlehnung an die Arbeit von Roopenian und Akilesh."

Abbildung 2: Perinataler Transfer von IgG durch den neonatalen Fc-Rezeptor

.y

\ (

4 A

Darstellung in Anlehnung an die Arbeit von Roopenian und Akilesh'; weitere Erklarung siehe Text

Maternales Plasma mit den darin gelosten IgG-Molekiilen wird durch Makropinozytose am
apikalen Pol des Synzytiotrophoblasten aufgenommen und als Endosom in das Zellinnere
transportiert (Abb. 2, Punkt 1). Dort erfolgt die Verschmelzung mit FcRn enthaltenden
Endosomen (Abb. 2, Punkt 2). Durch Ansduerung dieses fusionierten Zellkompartiments kann
das IgG-Molekil an den FcRn gebunden werden. Anschliefdend erfolgt der Transport an die
basale Zellmembran und die Verschmelzung mit dieser (Abb. 2, Punkt 3). Bei nun wieder physio-
logischem pH-Wert dissoziiert das IgG-Molekiil vom neonatalen Fc-Rezeptor und tritt in den
fetalen Kreislauf iiber (Abb. 2, Punkt 4). Der FcRn wiederum kann internalisiert und somit

recycelt werden (Abb. 2, Punkt 5). Er steht anschlief3end fiir weitere Transporte zur Verfiigung.
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Handelt es sich bei den IgG-Molekillen um Antikérper, die gegen plattchenspezifische
Glykoproteine gerichtet sind, und tragt der Fetus die korrespondierenden Alloantigene, kommt
es zur Opsonierung fetaler Thrombozyten und zur Phagozytose durch Makrophagen mittels
spezifischer Fcy-Rezeptoren im retikuloendothelialen System (RES).'® Der daraus resultierende
vermehrte Abbau von Plattchen scheint aber nur eine Komponente zu sein, die zur
Thrombozytopenie bzw. zum klinischen Bild der FNAIT fiihrt: In einer Studie von Liu et al.
konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass in-vitro auch die Megakaryopoese von plattchen-
spezifischen Alloantikorpern betroffen ist.'” Dieser Effekt verstarkt sich, da die fetale Bildung
von Thrombozyten ohnehin noch nicht komplett ausgereift ist. Folglich werden die
Thrombozyten nicht nur schneller abgebaut, sondern auch zahlenmafdig weniger gebildet. Die
am hdaufigsten gefundenen plattchenspezifischen Alloantikdrper sind gerichtet gegen HPA-1la
(auf der Integrin [3-Kette) und HPA-5b (auf Integrin a2). Auch Endothelzellen und
Trophoblasten konnen Ziel von plattchenspezifischen Antikoérpern sein, vor allem bei
Alloantikorpern, die gegen [3-Integrine gerichtet sind, da diese in Kombination mit
verschiedenen a-Ketten auf mehreren Zelltypen vorkommt. Die Tabelle 3 fasst zusammen,
welche potentiellen pathophysiologischen Mechanismen bei der FNAIT eine Rolle spielen

kénnen.?

Tabelle 3: Vermutete Pathomechanismen der FNAIT

Betroffene Zellen Mechanismus Folgen

Thrombozyten Antikorper fiihrt zur Opsonierung und konsekutiven Thrombozytopenie — Blutungen
Phagozytose im RES

Megakaryozyten *  Antikorper fiihrt zur Storung der Megakaryopoese Thrombozytopenie — Blutungen

Endothelzellen * Anti-Integrin-f3-Antikdrper: Stérung der Angiogenese Intrakranielle Blutungen —
intrauterine Wachstumsretardierung
oder Fehlgeburt

Trophoblasten * Anti-Glykoprotein-Iba-Antikérper: Aktivierung von Gestorte Plazentafunktion —
Thrombozyten, die zur Thrombusbildung fiihrt; Fehlgeburt

Anti-Integrin-f3-Antikorper: Induktion der Apoptose
von Trophoblasten

* = abgeleitet von in-vitro- oder Tier-Experimenten; RES = Retikuloendotheliales System

Blutplattchen tragen auch HLA-Klasse-I-Merkmale auf ihrer Membran. Ihr Einfluss beziiglich der
Auslosung einer FNAIT wird jedoch kontrovers betrachtet: Dahl et al. zum Beispiel haben 2017
in einer Vergleichsstudie zeigen konnen, dass ein epitop- statt antigenspezifischer Ansatz eine
Erklarung fiir HLA-Klasse-I-assoziierte FNAIT-Fille sein koénnte.'® Allerdings muss auch gesagt
werden, dass die Kontrollgruppe nicht rein prospektiv war. Eine der wenigen prospektiven
Studien von Sharon und Amar liefd erkennen, dass HLA-Klasse-I-Antikorper keinen Einfluss auf

die Pliattchenzahl von Neugeborenen hatten.'® Zu einem dhnlichen Ergebnis kamen auch King et
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al. in ihrer 1996 veréffentlichen prospektiven Studie.”® Neben HPA- und HLA-Merkmalen kénnen
ebenfalls erythrozytire Alloantigene auf Thrombozyten nachgewiesen werden.?! Dieses sind vor
allem auf der Grundsubstanz 1 und 2 basierende kohlenhydratspezifische Antigene der Systeme
H, Lewis und ABO. Auch hier gibt es kontroverse Ansichten dariiber, ob die dagegen gerichteten
Antikorper, vor allem Anti-A und Anti-B, das Kklinische Bild einer FNAIT verursachen konnen.
Fallbeispiele wurden publiziert, allerdings konnten andere Storfaktoren nie sicher
ausgeschlossen werden. Sicher ist aber, dass sowohl HLA-Klasse-I- als auch ABO-Antikdrper die
Diagnostik erschweren konnen. Der Einfluss von erstgenannten kann durch die Verwendung von
glykoproteinspezifischen Testansidtzen anstelle solcher, die nicht-lysierte Thrombozyten
verwenden, grofitenteils vermieden werden.?? Anti-A und seltener auch Anti-B kénnen jedoch
auch im MAIPA falsch positive Reaktionen verursachen, da die kohlenhydratspezifischen
Antigene aus dem ABO-Blutgruppensystem auch auf den plattchenspezifischen Glykoproteinen
exprimiert werden.”® Dieses muss vor allem beim Kreuztest mit paternalen Plattchen
beriicksichtigt werden. Folglich werden filir Screeningtests im indirekten MAIPA-Ansatz

routinemaflig Testthrombozyten von Probanden mit der Blutgruppe 0 verwendet.

2.1.4 Diagnostik

Wie bereits in der Einleitung (Kapitel 1) beschrieben, konnen die Ursachen neonataler
Thrombozytopenien bereits durch den Verlauf und andere klinische Zeichen eingegrenzt
werden. Vor allem bei ansonsten gesunden Kindern mit niedrigen Plattchenzahlen (meist unter
50 Gpt/1) muss an eine immunologische Genese gedacht werden.? Dabei ist die Diagnostik nicht
nur fiir das Index-Kind, sondern auch fiir eventuelle Folgeschwangerschaften entscheidend. Bei
dem Verdacht auf eine alloimmune Thrombozytopenie sollte bei hohem Blutungsrisiko jedoch
nicht die Diagnostik abgewartet, sondern bereits eine entsprechende Therapie eingeleitet
werden. Die thrombozytenimmunologische Arbeitsgruppe der International Society of

Thrombosis and Haemostasis empfiehlt fiir die Diagnostik:

1. Bei Fehlen anderer Ursachen fiir eine Thrombozytopenie sollte bei einer Plattchenzahl
unter 100 Gpt/l oder bei intrakraniellen Hadmatomen die Diagnostik auf eine

alloimmunogene Ursache begonnen werden.

2. Die Testung selbst sollte nicht nur die Detektion des maternalen Antikorpers, sondern
auch die HPA-Typisierung von Mutter und Kind oder zumindest Mutter und Vater
enthalten. Aufierdem sollte stets ein Kreuztest maternalen Serums mit paternalen
Thrombozyten erfolgen. Bei Folgeschwangerschaften sollte fetale DNA auf das

implizierte Antigen getestet werden, wenn der Vater heterozygot dafiir ist.

3. Die Allele folgender Plattchenantigene sollten bei der Typisierung beriicksichtigt

werden: HPA-1, -2, -3, -4, -5, -6, -9 und -15. Bei regionalen Besonderheiten sollten die
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entsprechenden Allele ebenfalls getestet werden. Die Typisierung sollte routinemafiig

molekulargenetisch erfolgen und bei Auffalligkeiten serologisch unterstiitzt werden.

4. Das maternale Serum sollte mit zwei voneinander verschiedenen Testsystemen auf
Alloantikorper gegen HPA-1, -2, -3, -4, -5 und -15 untersucht werden, am besten als
Kombination aus glykoproteinspezifischem Test und einem Verfahren, dass nicht lysierte
Thrombozyten untersucht, wie zum Beispiel der Plattchen-Immunfluoreszenztest (PIFT).
In entsprechenden Populationen sollte die Testung auch HPA-6bw und Nak(a)

beinhalten.??

Durch diesen Algorithmus soll eine genaue, aber auch zeitnahe Diagnostik der FNAIT erzielt
werden. Es wurde auch herausgestellt, dass solche Untersuchungen ob der Komplexitdt in
Referenzlaboren stattfinden soll. Dennoch haben alle aktuell zur Verfligung stehenden Tests fiir
plattchenspezifische Alloantikorper keine 100-prozentige Sensitivitat und Spezifitat. Der PIFT
zum Beispiel liefert eventuell falsch positive Ergebnisse, wenn das maternale Serum zusatzliche
HLA-Antikorper enthalt. Auch der MAIPA-Test, der im Kapitel 3.2.1 naher beschrieben wird und
weiterhin als Gold-Standard gilt, kann eine diagnostische Liicke beinhalten: Durch viele
Waschprozesse konnten zum Beispiel niedrig-avide Antikérper nicht erfasst werden. Und durch
die Verwendung von monoklonalen Antikérpern, die die entsprechenden Glykoproteine
immobilisieren sollen, kann eventuell die entsprechende Bindungsstelle des Alloantikdérpers
bereits belegt sein. Die oben genannte Arbeitsgruppe der ISBT empfiehlt daher auch die
Verwendung von mehreren monoklonalen Antikérpern je Glykoprotein®, was in der Praxis fiir
eine zeitnahe Diagnostik jedoch kaum umzusetzen ist. Angemerkt sei noch, dass einige
Antikoérper auch erst verzogert nachgewiesen und somit bei der initialen Testung libersehen
werden konnen. Daher wird eine erneute Testung nach zwei bis acht Wochen empfohlen.? In
einzelnen Fillen kann es auch mehrere Monate dauern, bis der Antikdrper nachgewiesen
werden kann, wie unser Fallbeispiel - beschrieben in Kapitel 4.2.6 - zeigt. Wichtig ist aber, dass
die Diagnose der FNAIT vor der niachsten Schwangerschaft feststeht, da sie groféen Einfluss auf
die pranatale Therapie zur Minderung des Blutungsrisikos - vor allem bezogen auf intrakranielle
Hamatome - hat. Beim betroffenen Kind selbst sollten zum Ausschluss von intrakraniellen
Hamatomen Ultraschall- oder alternativ MRT-Untersuchungen des Schadels durchgefiihrt

werden.?

2.1.5 Postnatale Therapie

Steht die Diagnose der FNAIT fest oder besteht der begriindete Verdacht darauf, sollte das
Neugeborene engmaschig iiberwacht werden, was vor allem eine regelmifdige Kontrolle der
Plattchenzahl und die Detektion von klinischen Blutungszeichen beinhaltet. Intrakranielle

Hamatome als gefiirchtetste Komplikation sind vor allem bei Kindern mit Thrombozytenwerten
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unterhalb von 30 Gpt/] berichtet worden.>** Es fehlen jedoch gréfiere Untersuchungen zu einem
exakten Transfusionstrigger. Interessanterweise ergab eine grofde randomisiert-kontrollierte
Studie von Curley et al, dass zumindest bei Friihgeborenen ein hoéherer Transfusions-
Schwellenwert (50 Gpt/l) statistisch signifikant mit einem schlechteren Ausgang (schwere
Blutung oder Tod) als ein Wert von 25 Gpt/l assoziiert ist (p=0,02).° Die Autoren geben als
mogliche Erklarung die Imbalance zwischen einerseits adulten Plattchen mit potentiell
immunologischen und inflammatorischen Effekten und andererseits der noch fragilen
Thrombozytopoese und Hamostase im Frithgeborenen an. Ob dieses auch auf reife, ansonsten
gesunde Neugeborene mit einer neonatalen Alloimmunthrombozytopenie iibertragen werden
kann, ist unklar, da entsprechende prospektive Analysen fiir dieses Patientenkollektiv fehlen.
Sollte eine Substitution durch Thrombozytenkonzentrate in Frage kommen, sind mehrere
Optionen moglich: maternale Thrombozyten, ausgewadhlte frische oder kryokonservierte
Praparate von Spendern mit dem Phdnotyp HPA-la-neg., -5b-neg. oder unausgewahlte

Priparate.>”*?¢ In der Tabelle 4 werden die wichtigsten Vor- und Nachteile aufgezeigt.

Tabelle 4: Vor- und Nachteile verschiedener Thrombozytenquellen

Donor Vorteile Nachteile
Mutter * Immer antigennegativ bezogen auf *  Weiterverarbeitung notig
verursachenden Alloantikdrper (Waschen zur Elimination des HPA-
e Keine Fremdspenderbelastung Antikorpers und moglicher

Isoagglutinine, Bestrahlung zur
Vermeidung einer GvHD)

*  Hohe Belastung fiir die Mutter
postpartal

*  Verzogerte Bereitstellung durch
Spender-Infektionsdiagnostik

Negativ fiir HPA-1a *  Relativ schnelle Verfiigbarkeit *  Hohe Kosten fiir Aufbau und
und -5b »  Die wichtigsten Allospezifititen Erhaltung entsprechender
werden abgedeckt Datenbanken

e Ggf. geringere Wirksamkeit bei
anderen Antikdrperspezifitdten

Unausgewahlt *  Sofort verfiigbar *  Wirksamkeit ggf. eingeschrénkt,

«  Keine Weiterverarbeitung notig damit erhohter Verbrauch und ggf.
hohe Fremdspenderbelastung

GvHD = Transplantat-gegen-Wirt-Erkrankung (graft versus host disease), HPA = Humanes Plattchenantigen

Warum unausgewahlte Praparate effektiv sein konnen, ist aktuell noch nicht vollstandig geklart,
aber Kiefel et al. vermuteten in ihrer Studie, dass die hohe Antigendosis zur Adsorption der
passiv iibertragenen Alloantikérper fiihrt. Nebenwirkungen wurden dabei nicht festgestellt.?® Als
unterstiitzende Therapie kommen auch intravenése Immunglobuline (IVIG) in Frage. Hierbei
muss jedoch beriicksichtigt werden, dass die Wirkung um bis zu 18 bis 24 Stunden verzogert

eintreten kann.”’
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2.1.6 Pranatale Therapie und Prophylaxe

Plattchenzahlen konnen bisher nicht non-invasiv abgeschitzt werden. Das heifdt, nur tiber eine
fetale Blutprobe mittels Kordozentese kann der Thrombozytenwert bestimmt werden.?® Bei
thrombozytopenischen Feten ist dieser Eingriff jedoch mit einem erhohten Blutungsrisiko
verbunden, Komplikationsraten bis zu 10% sind beschrieben worden. Allerdings kénnen iiber
diesen Weg kompatible Thrombozyten transfundiert werden. Eine weitere Therapie stellt die
Gabe von intravendsen Immunglobulinen dar. Diese kénnen sowohl fetal als auch maternal
appliziert werden, wobei letzteres weniger invasiv und damit weniger riskant und maglicher-
weise auch effektiver ist.> Der genaue Wirkmechanismus von IVIG ist nicht vollstandig geklart.
Crow und Lazarus haben in ihrer Arbeit folgende potentielle Angriffspunkte von IVIG

zusammengefasst:*
1. Blockade von Fcy-Rezeptoren im retikuloendothelialen System

2. Eliminierung der verursachenden Antikoérper durch enthaltende antiidiotypische

Antikoérper

3. Induktion der Expression des inhibitorisch wirkenden Fcy-Rezeptors IIB auf

Makrophagen der Milz
4. Modulation immunologisch wichtiger Zytokine und Zellen, vor allem dendritischer Zellen

5. Sattigung des neonatalen Fc-Rezeptors mit einerseits vermehrtem Abbau und

andererseits verringerter transplazentarer Ubertragung der verursachenden Antikérper

Aufderdem konnte gezeigt werden, dass IVIG den Einfluss auf die antikdrpervermittelte Apoptose
von Trophoblasten verbessert, wahrscheinlich durch Beeinflussung von uterinen Natiirlichen
Killerzellen (uNK-Zellen).** Diese Beobachtungen konnten somit auch erklidren, warum die

maternale Gabe von IVIG eine hohere Effektivitat als die fetale Gabe hat.

Winkelhorst et al. haben 2017 in einer systematischen Ubersicht Empfehlungen zur prinatalen
Behandlung der FNAIT veroffentlicht®* Dabei haben sie mehrere Publikationen unter-
schiedlicher Datenqualitit, darunter auch mehrere randomisiert-kontrollierte und prospektive
Studien, miteinander verglichen. Sie kamen zu dem Ergebnis, dass das non-invasive Management
der Kombination aus fetalen Blutproben und intrauterinen Thrombozytengaben iiberlegen ist;
unter anderem auch, weil es weniger Komplikationen verursacht. Sie bevorzugen die maternale
Infusion von IVIG, jedoch ohne fallgenaue Angabe von Dosis und Start bezogen auf die
Gestationsdauer. Dafiir fehlten geeignete Biomarker, die die Schwere der FNAIT vorhersagen
konnen. Hierfiir brauchte es weitere prospektive Untersuchungen. Langzeitstudien, die die
Wirkung von IVIG auf Kinder untersuchten, konnten bisher keinen negativen Effekt auf die

neurologische Entwicklung oder Ausbildung von Immunkrankheiten feststellen.® In vielen
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westlichen Liandern wird seitdem bei Miittern mit Anti-HPA-la und bekannten schweren
Thrombozytopenien (<50 Gpt/1) bei vorherigen Kindern eine entsprechende Gabe von IVIG
durchgefiihrt. Ein weiterer wichtiger Aspekt scheint der Geburtsmodus zu sein. Es gibt aktuell
zwar keine grofden kontrollierten Studien, allerdings konnte gezeigt werden, dass die Sectio
caesarea komplikationsloser als die vaginale Geburt zu sein scheint** Bei Spontangeburten

sollten invasivere Maflnahmen wie Zangengeburt oder Vakuumextraktion vermieden werden.?

In Norwegen wird seit 2014 ein sehr differenzierter Algorithmus fiir die pranatale Prophylaxe
beim Auftreten einer FNAIT in einer vorherigen Schwangerschaften verfolgt: Anti-HPA-1la-
alloimmunisierte Miitter erhalten nicht generell intravendse Immunglobuline, sondern nur,
wenn beim vorherigen Kind eine intrakranielle Blutung aufgetreten ist.** In diesen Fillen wird
bereits ab der 20. Schwangerschaftswoche eine Dosis von 1 g je Kilogramm Kérpermasse pro
Woche empfohlen. Aufierdem soll die Entbindung per Sectio caesarea vorzeitig (37. SSW)
erfolgen, und es sollen HPA-la-negative Thrombozytenkonzentrate zur Geburt bereitstehen.
Dieser Geburtsmodus, jedoch in der 38. bis 39. SSW, und die Bereithaltung von kompatiblen
Plattchenpraparaten wird dariiber hinaus auch fiir die Miitter empfohlen, bei denen wahrend
des Schwangerschaftsverlaufs eine Anti-HPA-1la-Antikérperkonzentration von 3 IU/ml oder
dariiber bestimmt werden konnte. Bei Werten darunter wird kein spezieller Ablauf empfohlen,
aufder der Kontrolle des neonatalen Plittchenwertes und eine Schadelsonografie bei schweren
Thrombozytopenien (< 50 Gpt/1). Die Autoren dufderten aber auch, dass zukiinftige Erkenntnisse
beziiglich Anti-HPA-1a und eventuelle Einfliisse auf den Schweregrad von FNAIT-Fillen gut

beobachtet werden und in den Algorithmus einflief3en sollen.*

Fir die pranatale Therapie konnten in Zukunft sicherlich auch FcRn-Inhibitoren eine Therapie-
option darstellen. Im Mausmodell und in Ex-vivo-Perfusionsexperimenten mit humanem
Plazentagewebe konnten bereits vielversprechende Ergebnisse erzielt werden.* Fiir einzelne
Inhibitoren und Krankheitsbilder laufen bereits Phase-II- und teilweise sogar Phase-III-Studien.
Gut vorstellen konnte man sich in Zukunft auch den Einsatz von sogenannten Seldegs. Bei diesen
Fusionsproteinen aus IgG-Fc-Fragment und gewdahltem Antigen (z. B. Glykoprotein) kann eine
gezielte Bindung pathologischer Antikorper und ein vermehrter lysosomaler Abbau nach
Bindung an FcRn erzielt werden.** Nutzt man hierfiir HPA-1a exprimierendes GP IIb/Illa, kénnte

gezielt maternales Anti-HPA-1a schneller degradiert werden.

2.1.7 Primarprophylaxe

In Deutschland sehen die Richtlinien des Gemeinsamen Bundesausschusses iiber die drztliche
Betreuung wahrend der Schwangerschaft und nach der Entbindung (,Mutterschafts-
Richtlinien“) in der aktuellen Fassung von 2020 eine umfangreiche Abklarung beziiglich

erythrozytirer Alloantigene und -antikorper vor.*® Vor allem die Diagnostik zur Vermeidung der
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Immunisierung der Mutter gegeniiber des Alloantigens RhD wird explizit erwdhnt, ebenso die
empfohlene Prophylaxe durch Anti-D-Immunglobuline. Eine entsprechende Richt- oder Leitlinie
zur Vermeidung von FNAIT-Féllen im Sinne einer Primarprophylaxe gibt es hingegen aktuell
nicht. Dabei kamen internationale Studien zu dem Ergebnis, dass ein pranatales Screening auf
FNAIT nicht teurer ist als vergleichbare Neugeborenen-Untersuchungen.? Aufgrund des grofien
Erfolges der Anti-D-Prophylaxe waren und sind die Bestrebungen grofs, eine analoge Therapie-
option auch fiir Anti-HPA-1a-bedingte FNAIT-Fille zu etablieren.*® In Mausmodellen konnte
bereits gezeigt werden, dass die Gabe von Anti-HPA-1a-IgG eine antikorpervermittelte Immun-
suppression auslésen kann und die entsprechenden Schwangerschaften der Versuchstiere
komplikationsdarmer verliefen, was die Rate an Totgeburten und intrakranieller Hamatome
betraf.’” Dieses Modell sollte anschlief3end auch auf den Menschen iibertragen werden: Im Jahr
2012 wurde ein von der EU mitfinanziertes Konsortium mit dem Namen ,PROFNAIT" gegriindet,
an welchem sich elf europiische Projektpartner beteiligten.®® Sechs Jahre spiater wurde das
Projekt abgeschlossen, da zu diesem Zeitpunkt geniigend Plasma von entsprechenden
Probanden gesammelt worden war, um weitere Studien vorzubereiten. Im Jahre 2019 wurde
bekannt, dass die Fa. Rallybio die Rechte zur Entwicklung und spéateren Lizenzierung des
zwischenzeitlich umbenannten Medikamentes (NAITgam) erhalten hat.** Die Untersuchung der
Sicherheit fiir Mutter und Kind, die Findung einer angemessenen Dosis und schlieflich der
Wirksamkeitsnachweis von Anti-HPA-1la beim Menschen werden umfangreiche Studien
erfordern. Wann das Praparat auf den Markt kommt, ist aktuell nicht bekannt. Aufderdem muss
beachtet werden, dass die Anzahl der fiir diese Prophylaxe infrage kommenden Schwangeren
sehr Kklein ist. Wahrend etwa jede sechste Mutter RhD-negativ ist und somit zumindest initial
eine Indikation fiir eine Anti-D-Prophylaxe aufweist, werden es wohl weniger als 1% aller
Schwangeren sein, fiir die eine Behandlung mit Anti-HPA-1a-IgG infrage kdme, wie Kjeldsen-

Kragh und Bengtsson in ihrer Ubersichtsarbeit berechnet haben.*’

2.2 Die HPA-NomenKklatur

Die in der Transfusionsmedizin und Transplantationsimmunologie beschriebenen Antigene
werden durch das Vorhandensein von humanen Seren mit darin enthaltenden Antikérpern, die
gegen diese Antigene gerichtet sind, definiert. Man spricht dabei von Alloantigenen bzw.

Alloantikérpern.

Im Jahre 1990 wurde von einer Arbeitsgruppe, zusammengestellt von Experten des
Internationalen Komitees fiir Standardisierungen in der Hamatologie (ICSH) und der
Internationalen Gesellschaft fiir Bluttransfusionen (ISBT), eine Vereinheitlichung der
plattchenspezifischen Alloantigene proklamiert. Ursachlich dafiir war eine bisher gefundene

Vielzahl an Antigenen, die teilweise auch doppelt bezeichnet wurden. In der 1990 erschienenen
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Ubersicht von von dem Borne und Décary wurden die ersten Regeln fiir die Umsetzung und auch

fir die Aufnahme von neuen Antigenen festgelegt:*!

1. Plattchenspezifische Antigensysteme werden HPA genannt: HPA fiir humane Plattchen-

Antigene.
2. Die Systeme werden chronologisch nach dem Datum der Publikation nummeriert.

3. Die zu einem System gehdrenden Antigene werden alphabetisch nach ihrer Haufigkeit in

der Bevolkerung gekennzeichnet; beginnend mit der hochsten Frequenz.
4. Die Aufnahme von neuen HPA-Systemen bedarf der Zustimmung der Arbeitsgruppe.

Damals wurden fiinf HPA-Systeme (HPA-1 bis HPA-5) mit jeweils zwei zueinander antithetischen

Antigenen gelistet.

Im Jahre 2003 wurde die Nomenklatur verfeinert, nun unter der Schirmherrschaft des Plattchen-
Nomenklatur-Komitees (PNC), das sich aus Mitgliedern der ISBT-Plattchenarbeitsgruppe und
dem Wissenschafts-Subkomitee zur Thrombozyten-Immunologie der Internationalen
Gesellschaft fiir Thrombose und Himostase (ISTH) zusammensetzt.*” Zu diesem Zeitpunkt
waren bereits 24 verschiedene plattchenspezifische Antigene beschrieben. Eine der wichtigen
Neuerungen war die Bestimmung des genetischen Hintergrundes als Voraussetzung fiir die
Aufnahme weiterer Antigene. Aufierdem muss seitdem in proteinspezifischen immunologischen
Verfahren die Reaktivitit des Alloantikorpers zu den Allelformen des Genproduktes gezeigt
werden. Die genannten Untersuchungen miissen dabei von zwei Referenzlaboren durchgefiihrt
werden. Von Vorteil ist auch eine Populationsanalyse, am besten ergdnzt um einen Stammbaum
der Indexfamilie. Fiir die Errichtung einer lymphoblastoiden Zelllinie sollte ebenfalls Material
asserviert werden. Das PNC hat sich zusatzlich dazu verpflichtet, die plattchenspezifischen
Antigene, den molekulargenetischen Hintergrund und die bekannten Allele mit zugehorigen

Epitopen tabellarisch zu protokollieren und diese Zusammenstellungen zu pflegen.

Bis zum heutigen Tage wurden mittlerweile 41 verschiedene Alloantigene in 35 HPA-Systemen
klassifiziert, wobei der Glykoproteinkomplex IIb/Illa insgesamt die meisten Allele aufweist.*
Fast alle Unterschiede beruhen auf einem einzelnen Nukleotid-Polymorphismus (englisch: single
nucleotide polymorphism, SNP). Die Systeme HPA-1, -2, -3, -4, -5 und -15 enthalten biallelische
Antigene und sind die klinisch relevantesten. Die wichtigsten Merkmale dieser sechs Systeme
sind in der Tabelle 5 zusammengefasst.***° Weitere Details konnen der Datenbank der ISBT

entnommen werden.*
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Tabelle 5: Die sechs wichtigsten HPA-Systeme

HPA Assoziiertes Genprodukt; Polymorphismus Geschitzte Anzahl Funktion des assoziierten
CD-NomenKklatur (Proteinebene) pro Thrombozyt Genproduktes
1 Integrin olIbf33 (GP IIb/Illa): Leu33Pro 80.000 - 100.000  Plattchenadhéasion und -
33-Kette; aggregation: v. a. Bindung von
CcD61 Fibrinogen; teilweise
Immunabwehr
2 Glykoproteinkomplex Ib/IX/V:  Thr145Met 25.000 - 35.000 Plattchenadhdésion: v. a. Bindung
a-Untereinheit des GP Ib; von von-Willebrand-Faktor
CD42b
3 Integrin allbf3 (GP IIb/Illa): [le843Ser 80.000 - 100.000 Plattchenadhésion und -
allb-Kette; aggregation: v. a. Bindung von
CD41 Fibrinogen; teilweise
Immunabwehr
4 Integrin allbf3 (GP IIb/Illa): Arg143GIn 80.000 - 100.000  Plattchenadhasion und -
33-Kette; aggregation: v. a. Bindung von
CcD61 Fibrinogen; teilweise
Immunabwehr
5 Integrin a2B1 (GP Ia/Ila): Glu505Lys ca. 4.000 Plattchenadhasion: v. a. Bindung
a2-Kette; von Kollagenfibrillen
CD49b
15 Glykoprotein CD109; Ser703Tyr ca. 2.000* Unklar: wohl Regulation von
CD109 TGF-B

* = nach Aktivierung durch Thrombin®

2.3 Membranproteine von Thrombozyten

Abgeleitet von Proteosom-Analysen schatzt man, dass etwa 5.000 verschiedene Proteine in bzw.
auf Thrombozyten vorkommen.’! Ein Grofiteil davon wird bereits von Megakaryozyten
synthetisiert oder von ihnen mittels Endozytose aufgenommen. Da Pliattchen keinen Zellkern
enthalten, findet in ihnen keine Transkription statt. Eine Ausnahme dazu stellt nur die
mitochondriale DNA dar. Plattchen konnen aber die in ihnen enthaltende mRNA zu Proteinen
translatieren und ebenfalls Eiweifse aus dem Plasma aufnehmen. Auch ist der Abbau von
Proteinen ein entscheidender Aspekt fiir die Dynamik des Plittchen-Proteosoms. Fiir die
Funktionen von Blutplattchen ist aber nicht nur die Anzahl an Proteinen, sondern vor allem
deren posttranslationale Modifikationen entscheidend. Neben Glykosylierungen und
Palmitoylierungen sind vor allem Phosphorylierungen von Thyrosin-, Serin- und Threoninresten
ein wichtiger Aspekt fiir Aktivierungsprozesse von Thrombozyten. Die Proteine befinden sich in
den verschiedensten Zellkompartimenten, vor allem im Zytosol, in den a- und Dense-Granula
sowie in der Zellmembran verankert. Letztgenannte dienen hauptsachlich als Rezeptoren, die
durch die Bindung von Liganden an unterschiedlichen Prozessen beteiligt sind. Dabei konnte

man Vertreter aus vielen Rezeptorfamilien auf der Thrombozytenmembran nachweisen. In den
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letzten Jahren hat man durch Untersuchungen herausgefunden, dass Thrombozyten nicht nur
fiir die primare Hamostase wichtig sind, sondern auch eine entscheidende Rolle bei der Athero-
thrombose, bei der Angiogenese, bei Entziindungsprozessen, beim Wachstum und bei der
Metastasierung von Tumoren und auch bei der Inmunabwehr spielen.*® In den folgenden Unter-
kapiteln sollen die Glykoproteine genauer beleuchtet werden, die in der Transfusionsmedizin

und vor allem in der Thrombozytenserologie relevant sind.

2.3.1 Der Glykoproteinkomplex IIb/Illa (Integrin allb33)

Durch Bindung an Liganden bewirken Integrine Zell-Zell- und Zell-Matrix-Kontakte. Sie bestehen
immer aus zwei Einheiten: einer Alpha- und einer Beta-Kette, die nicht-kovalent miteinander
verbunden sind. Dabei gibt es eine Vielzahl an verschiedenen Kombinationen, wobei es beim
Menschen nur zwei [33-Integrine zu geben scheint, ndmlich im Zusammenspiel mit entweder
einer ollb- oder einer av-Kette. Wahrend das Integrin allbf3 physiologisch nur auf
Thrombozyten, Megakaryozyten, Mastzellen und basophilen Granulozyten exprimiert wird,
kommt avf33 auf vielen Zellen vor, vor allem auf Endothelzellen. Im Folgenden soll das Integrin
allbB3 in Anlehnung an die Ubersichtsarbeiten von Bledzka, Qin und Plow sowie von Clemetson

und Clemetson niher beschrieben werden,***¢

wobei auch die Bezeichnung Glykoprotein-
komplex IIb/Illa verwendet werden kann. Die Klassifizierung der Glykoproteine mittels
romischer Ziffern und Kleinbuchstaben leitet sich vom Bandenverlauf in der SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese ab. Mit etwa 80.000 bis 100.000 Kopien pro Thrombozyt ist allbB3 das
quantitativ vorherrschende Zellmembran-Glykoprotein und reprasentiert etwa 3% der Gesamt-

proteinmasse.*

Aufbau des Integrins allbf33

Sowohl die a- als auch die (3- Kette konnen in einen zytoplasmatischen, einen transmembrandsen
und einen extrazelluliren Abschnitt unterteilt werden. Letztgenannte besteht aus mehreren
Domanen, welche in Anlehnung an die Ubersichtsarbeit von Bledzka, Qin und Plow in Abbildung
3 dargestellt sind.** Vereinfacht kann man sich den extrazelluldren Part von allbB3 auch als zwei
aus der Zellmembran ragende Stiele - jeweils einer pro Kette - vorstellen, auf welchen sich am
distalen Ende ein kugelférmiger Kopf befindet. Dieser setzt sich zusammen aus der 3-Propeller-
Domane der allb-Kette sowie der BA- und Hybrid-Doméane der 3-Kette. Beide Stiele sind faltbar,
was flr die Aktivitatszustdnde des Integrins wichtig ist. Im Ruhezustand liegen die beiden Stiele
dicht beieinander, der Kopf ist abgesenkt, zur Membran gerichtet. Durch ein von innen nach
aufden iibertragenes Signal (englisch: inside-out-signaling) kommt es zur Aktivierung des
Integrins mit Aufstellung des Kopfes, verursacht durch das ,Voneinander-Wegdriften“ der beiden
Stiele. Da sich im Kopfteil die Bindungsstelle befindet, wird diese vermehrt freigelegt und das

Integrin kann seine Liganden, vornehmlich Fibrinogen und vWE, mit einer deutlich hoheren
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Affinitdit binden. Fiir die Wechselwirkung zwischen Ligand und Integrin sind zusatzlich
Metallionen (Mg® und Ca*') wichtig, welche in der BA-Domine der B3-Kette an drei Stellen
eingebettet sind. Die Struktur der transmembrandsen Doméanen der beiden Ketten ist nicht
vollstandig aufgeklart. Man nimmt an, dass sie jeweils als helikale Form vorliegen und sich im
Winkel von etwa 25-30° kreuzen. Beide Ketten interagieren iiber verschiedene Aminosduren
miteinander, eine Interaktion mit weiteren allbf3-Dimeren wird ebenfalls vermutet. Die zyto-
plasmatischen Doméanen beider Ketten sind mit 20 Aminosauren fir allb bzw. 47 fiir 3 recht
kurz und weisen im Gegensatz zu anderen Membranrezeptoren keine intrinsische katalytische
Aktivitdit auf. Mehrere Aminosdurereste bewirken durch elektrostatische und Wasserstoff-
briickenbindungen eine radumliche Nahe beider Ketten im Zytosol, wodurch der Ruhezustand des
Integrins aufrechterhalten wird. Man spricht dabei auch von einer Umklammerung der beiden
zytosolischen Domanen (englisch: clasping). Bestimmte Aminosaure-Motive sind fiir die Bindung

von Stabilisatoren wie Filamin oder Aktivatoren wie Talin-1 oder Kindlin-3 verantwortlich.

Abbildung 3: Aufbau des Integrins allbf3

-Propeller A-Domaéne
p

»Thigh"-Doméane
Hybrid-Domane

PSI-Domaéane

EGF-1-Doméne
EGF-2-Domane
EGF-3-Domane
EGF-4-Doméne

,Calf-1“-Domane

,Calf-2“-Doméane

ollb

Schematische Darstellung nach Bledzka, Qin und Plow (aus
Platelets, 4. Auflage, Kapitel 12 - Integrin allbp3)*

Aktivierung des Integrins allbf33

Eine Vielzahl von Mediatoren (wie ADP, vWE Kollagen, Thrombin) kénnen iiber Bindung oder
Modifikation von spezifischen Rezeptoren Plattchen aktivieren, wobei die dadurch entstehenden
Signale mit Hilfe von sekundiren Botenstoffen ins Zellinnere transduziert werden. Dadurch
kommt es unter anderem zur Formverdnderung der Thrombozyten, zur Steigerung der

Sekretion der enthaltenen Granula und auch zur Aktivierung des Integrins allbf3: Durch eine
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raumliche Anderung der beiden Untereinheiten wird die Affinititit des Fibrinogen-Rezeptors
gegeniiber seinen Liganden veradndert. Im daraus resultierenden hoch-affinen Zustand kann
allbB3 vor allem divalentes Fibrinogen und auch multivalentes vWF binden, was zur

Quervernetzung von Thrombozyten fithrt und somit die Bildung von Aggregaten foérdert.**

Bedeutung des Integrins allbB3 in der Medizin

Storungen in dem hochkomplexen Ablauf der Plattchenaktivierung konnen einerseits zu einer
erhohten Thromboseneigung fithren oder umgekehrt auch eine hamorrhagische Diathese
beglinstigen, wie zum Beispiel bei der Glanzmann-Thrombasthenie. Hierbei fithren Mutationen
in den Genen fiir die allb- oder B3-Kette zu qualitativen oder quantitativen Defekten des
Integrins.®? Die Patienten leiden oft an Schleimhautblutungen, wobei das Krankheitsbild im

Vergleich zum Bernard-Soulier-Syndrom weniger stark ausgepragt ist.

In der Thrombozytenserologie nimmt das Integrin allbp3 eine iibergeordnete Rolle ein: 27 der
aktuell bekannten 35 HPA-Systeme sind durch Polymorphismen in den beiden zugehorigen
Genen bedingt.*® Vor allem das HPA-1-System auf der B3-Kette ist bei Européern fiir einen
Grofsteil der alloimmun verursachten Thrombozytopenien verantwortlich. Dariiber hinaus ist
der Glykoproteinkomplex IIb/Illa auch Zielort von Autoantikérpern beim Krankheitsbild der

autoimmunen Thrombozytopenie (AITP).

2.3.2 Der Glykoproteinkomplex Ib/IX/V

Dieser Komplex kommt mit einer Anzahl von etwa 30.000 Kopien je Plattchen am
zweithaufigsten auf der Thrombozytenmembran vor.*® Dabei ist er im weitesten Sinne als
Heteropentamer zu verstehen, bestehend aus den Untereinheiten GP Iba, GP Ibf, GP IX und GP V,
wobei eine GP-Iba-Untereinheit mittels Disulfidbriicken mit zwei GP-IbB-Untereinheiten
verbunden ist. Auferdem besteht eine nicht kovalente Verbindung des Glykoproteins Ib mit dem
GP IX und - wenn auch deutlich weniger stark - mit dem GP V. Jede Untereinheit wird jeweils von

einem eigenen Gen kodiert und stellt ein eigenes transmembrandses Protein vom Typ I dar.

Der Glykoproteinkomplex Ib/IX/V scheint eine Vielzahl an Funktionen wahrzunehmen:
Bezliglich der Hamostase ist vor allem die Bindung von vWF und die damit einhergehende
Plattchenadhdsion, -aktivierung und -aggregation hervorzuheben. Auch Thrombin kann iiber
den GP-Komplex Ib/IX eine Signaltransduktion auslosen. Diese wird durch die thrombin-
abhingige Spaltung des Glykoproteins V sogar noch verstarkt. Im Zusammenspiel mit weiteren
ligandenbindenden Rezeptoren auf der Thrombozytenmembran bewirkt der GP-Komplex
Ib/IX/V unter anderem die Aktivierung des Integrins allbf33. Zusatzlich scheinen diese
Glykoproteine auch beim Thrombozytenabbau und bei der Thrombozytopoese eine wichtige

Rolle zu spielen: Dunois-Lardé et al. konnten in ihrer Arbeit zeigen, dass die in-vitro-Bildung von
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Thrombozyten deutlich erhoht ist, wenn Megakaryozyten einer erhéhten Scherkraft ausgesetzt
sind.”® Dabei wird angenommen, dass iiber die Interaktion von vWF und dem GP-Komplex
Ib/IX/V auf Megakaryozyten diese mechanischen Kréfte ins Zellinnere transduziert und somit
Prozesse fiir die Proplattchenbildung und Abschniirung dieser ausgelést werden. Dieses
Szenario scheint auch in vivo realistisch zu sein, da im Knochenmark die zytoplasmatischen
Ausldufer von Megakaryozyten in Gefdfie der Mikrozirkulation reichen konnen und die
Proplattchenbildung in den hamatopoetischen Nischen normalerweise nicht gesehen wird. Auch
beim Abbau von Pliattchen im retikuloendothelialen System scheint der GP-Komplex Ib/IX/V

beteiligt zu sein.

Der Ib-IX-Komplex kann auflerdem Angriffspunkt von Autoantikérpern beim Krankheitsbild der
AITP sein. Auch gegen GP V gerichtete Autoantikorper wurden beschrieben.’* Dariiber hinaus
sind SNPs in den fiir die Glykoproteine Iba, Ibf und IX kodierenden Genen fiir die Auspragung
von aktuell vier verschiedenen Alloantigenen verantwortlich: HPA-2a und -2b auf dem GP Iba,
sowie die niedrigfrequenten Antigene HPA-12bw auf dem GP Ibf3 bzw. HPA-31bw auf dem GP
IX.#

2.3.3 Der Glykoproteinkomplex Ia/Ila (Integrin a2 /31)

Dieser Glykoproteinkomplex gehort zur Familie der f1-Integrine und ist nach allbB3 das zweit-
wichtigste auf der Thrombozytenmembran. Es weist mit etwa 4.000 Kopien je Plattchen eine

deutlich geringere Dichte als die GP-Komplexe IIb/IIla und Ib/IX/V auf.*®

Wie andere Integrine auch besteht der Glykoproteinkomplex Ia/Ila aus einer a- und einer -
Kette, namlich a2 und 1. Im Unterschied zu allb besitzt a2 eine zuséatzliche, eingefiigte I-
Domaéane (englisch: inserted domain) im N-terminalen Bereich, die liber den [-Propeller
hinausragt und fiir die Kollagenanlagerung verantwortlich ist. Auch beim Integrin a21 nimmt
man an, dass es in mehreren Konformationszustinden vorkommt, die unterschiedliche

Affinititen zu den Liganden aufweisen.>

Die Hauptfunktion des Glykoproteinkomplex [a/Ila liegt in der Bindung von Kollagen. Da auch
das Glykoprotein VI ein wichtiger Ligand fiir dieses Strukturprotein ist, erscheint es schwierig,
die beiden Reaktionswege klar voneinander zu trennen. Auch der zeitliche Ablauf der Kollagen-

bindung durch diese beiden Rezeptoren kann bisher nicht sicher definiert werden.

Autoantikorper gegen den Glykoproteinkomplex la/Ila sind im Rahmen von Autoimmun-
thrombozytopenien bisher nicht beschrieben worden. Allerdings sind SNPs im Gen fiir die a2-
Kette fiir die Auspragung von fiinf Alloantigenen verantwortlich: HPA-5a, -5b, -13bw, -18bw und

-25bw,** wobei Antikorper aus dem HPA-5-System am haufigsten vorkommen.
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2.3.4 Das Glykoprotein CD109

Im Gegensatz zu den zuvor beschriebenen Membranrezeptoren ist vom Glykoprotein CD109
weniger viel bekannt. Es ist ein Vertreter der a2-Makroglobulin/C3/C4/C5-Familie und wird
vorwiegend auf durch Phytohdmagglutinine aktivierten T-Lymphozyten, durch Thrombin
aktivierten Thrombozyten, Endothelzellen, einigen hdmatopoetischen Progenitorzellen inklusive
Megakaryozytenvorlauferzellen, einer Untergruppe von myoepithelialen Zellen und vor allem
auf malignen Tumorzellen exprimiert.*” Das translatierte Vorlauferprotein wird im endo-
plasmatischen Retikulum mit einem Glykosylphosphatidylinositol-Anker (GPI-Anker) verkniipft,
anschlieféend O-glykolisiert und letztendlich durch Furin in zwei Fragmente gespalten, die
sowohl einzeln als auch als Komplex auf der Zellmembran exprimiert und teilweise sogar
sezerniert werden. CD109 kann sowohl als gebundene als auch als 16sliche Form den TGF-§-
Rezeptor, TGF-f selbst und auch weitere Proteine binden und beeinflusst auf diesem Wege den
TGF-B-Signalweg und scheint dariiber hinaus an der Tumorbildung und -progression sowie an
der Metastasierung von malignen Zellen beteiligt zu sein.*” Ob CD109 in Thrombozyten eine

weitere Funktion besitzt, ist aktuell noch unklar.

Aufgrund der GPI-Verankerung ist das Glykoprotein CD109 wie andere so mit der Zellmembran
verknlipfte Proteine (zum Beispiel DAF und CD59) bei der paroxysmalen néchtlichen Hamo-
globinurie betroffen. Autoantikérper im Rahmen autoimmuner Thrombozytopenien sind bisher
nicht beschrieben worden. Fiir die Thrombozytenserologie spielt CD109 dennoch eine grofie
Rolle, da durch Basenaustausch verursachte Polymorphismen im zugehoérigen Gen fiir die
Auspragung der beiden Alloantigene Gov(a) und Gov(b) verantwortlich sind. In der HPA-
Nomenklatur entsprechen diese HPA-15b bzw. -15a. Antikérper gegen beide Alloantigene sind
verantwortlich fiir alloimmun verursachte Thrombozytenstérungen, vor allem fiir Refraktar-
zustdnde nach Transfusion von Thrombozyten und fiir fetale und neonatale Alloimmunthrombo-
zytopenien. Es wurde dariiber hinaus ein Fall einer posttransfusionellen Purpura beschrieben,
der wahrscheinlich durch einen Antikdrper mit der Allospezifitit Anti-HPA-15a verursacht
wurde.”® Die Detektion von Antikérpern gegen HPA-15a und -15b kann sehr herausfordernd
sein, da die Kopienzahl vom GP CD109 sehr stark vom Aktivierungszustand des Thrombozyten
abhangig ist, es starke interindividuelle Unterschiede beziiglich der Expression gibt und das

Glykoprotein im Laufe der Zeit instabil wird.*’

2.3.5 Das Glykoprotein IV

Das Glykoprotein IV (CD36) spielt wie die zuvor beschriebenen Glykoproteinkomplexe 1Ib/Illa,
la/Ila und Ib/IX/V eine Rolle bei der Plattchenadhédsion und -aktivierung, wobei es die Bindung
der Thrombozyten vor allem an Kollagenfibrillen steuert. Fiir das Glykoprotein IV sind bisher

keine Alloantigene aus den bekannten HPA-Systemen beschrieben worden, allerdings spielt es in
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einzelnen Fallen eine Rolle in der Thrombozytenimmunhidmatologie: Vor allem Personen mit
asiatischer oder afrikanischer Abstammung weisen mit einer Wahrscheinlichkeit von bis zu 10%
eine Defizienz beziiglich GP IV auf*®, wobei es auch zur Immunisierung kommen kann. In der
Literatur wurde dieses Antigen als Nak(a) bezeichnet und die zugehoérigen Isoantikérper konnen
fiir Refraktarzustiande nach Thrombozytentransfusion verantwortlich sein. Auch im Rahmen von
Féllen mit posttransfusioneller Purpura und als Ursache fiir fetale und neonatale isoimmune

Thrombozytopenien sind Anti-Nak(a)-Antikorper publiziert worden.**

2.4 Fragestellungen der vorliegenden Arbeit

Auch wenn bereits viele Teilaspekte der fetalen und neonatalen Alloimmunthrombozytopenie
aufgeklart werden konnten, gibt es weiterhin noch offene Fragen. Ein wichtiger Aspekt fiir
zukiinftige Untersuchungen wird das friihzeitige Erkennen gefdhrdeter Kinder und ihrer Miitter
sein. Eine addquate Risikostratifikation ware aus mehreren Griinden, u. a. aus 6konomischer
Sicht, ebenfalls sinnvoll; v. a. dann, wenn eine Immunprophylaxe mit NAITgam zur Verfiigung

stehen sollte (siehe Abschnitt 2.1.7).

Diese Arbeit mit ihren zwei separaten Studien soll zur Abschatzung des fetalen Blutungsrisikos
beitragen. Dabei wird betrachtet, ob es in den letzten zwdlf Jahren (von 2007 bis 2018)
Veranderungen gab, die serologische und klinische Befunde betreffen. Vor allem das Verhaltnis
von HPA-Antikorperspezifititen und die Assoziation mit intrakraniellen Blutungen sollen dabei
im Mittelpunkt stehen. Diese Befunde sollen anschliefend mit aus vorherigen Studien

erhobenen Daten verglichen werden.

Aufderdem sollen die durch ein Anti-HPA-1a ausgelosten NAIT-Fille genauer analysiert werden:
Anhand der experimentell ermittelten Antikérperkonzentration sollen eventuelle Assoziationen
zu wichtigen klinischen Symptomen - v. a. Blutungszeichen - und dariiber hinaus zur neonatalen
Thrombozytenzahl untersucht werden. So soll geklart werden, ob die Messung der Antikorper-
konzentration von maternalem Anti-HPA-la zur Beurteilung des Blutungsrisikos beim

Neugeborenen geeignet ist.
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3 Methoden und Material

In dieser Arbeit wurden zwei Fragestellungen bearbeitet: Einerseits wurden die vollstindig
vorhandenen Unterlagen zur FNAIT-Diagnostik dahingehend analysiert, welche Spezifititen die
maternalen Antikoérper in den eingesandten Proben mit der Fragestellung einer fetalen oder
neonatalen Thrombozytopenie im Zeitraum von 2007 bis 2018 hatten (Kapitel 3.1). Bei der Anti-
HPA-1a-Studie wurde andererseits untersucht, ob es einen Zusammenhang zwischen der
experimentell bestimmten Konzentration des maternalen HPA-la-Antikérpers und der

Auspragung der Thrombozytopenie beim Kind gab (Kapitel 3.2).

3.1 FNAIT-Studie

Diese Studie ist eine retrospektive Auswertung von Einsendungen und Laborresultaten zu
Patientenproben, die mit dem klinischen Verdacht oder zum Ausschluss einer fetalen oder
neonatalen Alloimmunthrombozytopenie ins thrombozytenserologische Labor des Instituts fiir
Transfusionsmedizin an der Universitdtsmedizin Rostock geschickt worden sind. Dabei wurde

der Zeitraum vom 01.01.2007 bis zum 31.12.2018 berticksichtigt.

3.1.1 Untersuchungsmaterial

Am Institut fiir Transfusionsmedizin der Universitatsmedizin Rostock wird bereits seit mehreren
Jahren die thrombozytenimmunologische Diagnostik bei Neugeborenen mit Thrombozytopenien
durchgefiihrt. Bei der Fragestellung einer FNAIT wurde routineméiflig immer das maternale
Serum im indirekten MAIPA-Ansatz sowohl auf Antikérper gegen die Glykoproteinkomplexe
[Ib/Illa, Ib/IX/V und Ia/Ila als auch gegen HLA-Klasse-I-Merkmale getestet. Fiir Letztgenanntes
wurden im MAIPA-Test ein monoklonaler Antikérper gegen das P2-Mikroglobulin und ein
Poolansatz von Thrombozyten verwendet, welcher aus acht Spendern mit den haufigsten HLA-A-
und HLA-B-Antigenen bestand. Zusatzlich wurden stets mittels kommerzieller SSP-PCR die HPA-
Merkmale fiir HPA-1, -2, -3, -4, -5 und -15 bestimmt. Bei Vorhandensein einer kindlichen
Blutprobe wurde diese Analyse auch fiir das Neugeborene durchgefiihrt. Sollte dariiber hinaus
auch eine paternale Blutprobe eingegangen sein, wurde neben der molekulargenetischen HPA-
Typisierung des Vaters auch ein Kreuztest zwischen maternalem Serum und paternalen
Thrombozyten angesetzt. Auf diese Weise konnen auch Antikérper gegen niederfrequente

Antigene aufgedeckt werden.*

Bei entsprechenden Befundkonstellationen wurden weitere Untersuchungen nachgesetzt: Bei
Inkompatibilitdten im HPA-3-System wurde das maternale Serum im PIFT-Test untersucht, bei

Inkompatibilitdten im HPA-15-System der MAIPA-Test um die Detektion von Antikdérpern gegen
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das Glykoprotein CD109 ergidnzt. Teilweise erfolgte auch eine Spezifizierung der maternalen
HLA-Antikorper. Wenn gentligend Material vorhanden war, wurden dariiber hinaus die
maternalen Thrombozyten auf eine vermehrte IgG-Beladung mittels direktem MAIPA-Test
untersucht. Auflerdem erfolgte zusatzlich zur ABD-Kurzbestimmung jeder eingesandten Probe
eine Bestimmung des Blutbildes und eine grob orientierende Durchsicht des Blutausstriches der
jeweiligen Familienmitglieder, wobei besonders auf morphologische Auffilligkeiten der
Thrombozyten geachtet wurde, wie sie bei Patienten mit hereditiren Thrombozytopenien

vorkommen konnen.

3.1.2 Einschluss- und Ausschlusskriterien

In der Abbildung 4 ist der Ablauf der initialen Bewertung der Daten als Flussdiagramm

dargestellt.

Abbildung 4: Flussdiagramm zur Datenakquirierung der FNAIT-Studie
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Zweitmeinung: n=20

Keine Indikation fur FNAIT: n=17

Folge-/Mehrlingsschwangerschaft: n=14

\/ Diskrepante Daten oder Proben: n=9

FNAIT-Studie: n=292 J

Daten NAIT: n=252 Daten FAIT: n=40
\_/_

FAIT = fetale Alloimmunthrombozytopenie, FNAIT = fetale und neonatale Alloimmunthrombozytopenie,
NAIT = neonatale Alloimmunthrombozytopenie

Von den urspriinglichen 373 Datensitzen mussten insgesamt 81 ausgeschlossen werden. Sehr
haufig betraf es Einsendungen, bei denen bereits in externen Laboren die Diagnose oder
Verdachtsdiagnose einer FNAIT erhoben worden ist und bei denen nur eine erginzende
Labordiagnostik vor Ort vorgenommen werden sollte (n=20). Auch befanden sich Datenséitze
darunter, bei denen letztendlich keine Indikation zur Abklarung einer aktuellen FNAIT bestand

(n=17) oder die aufderhalb des gewdhlten Zeitraums von Anfang 2007 bis Ende 2018 lagen
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(n=21). Ebenfalls wurden die Fille ausgeschlossen, die im Rahmen einer Folge- oder
Mehrlingsschwangerschaft bei bereits bekanntem Alloantikérper untersucht worden sind
(n=14). Bei neun Fillen waren entweder die zugehorigen Patientendaten nicht eindeutig
zuzuordnen oder aber das zu untersuchende Material nicht geeignet wie zum Beispiel aufgrund
hadmolytischer Proben. Auch diese Falle wurden nicht fiir die Studie gewertet (n=9). Insgesamt
konnten somit 292 Datensitze in die FNAIT-Studie eingeschlossen werden. Bei 40 Féllen wurde
die Diagnostik bereits wiahrend der Schwangerschaft eingeleitet, da bei der sonografischen
Vorsorgeuntersuchung intrakranielle Auffilligkeiten beim Feten festgestellt wurden. Diese

Teilgruppe (,FAIT-Abklarung“) wurde separat betrachtet (siehe auch Kapitel 4.1.3 und 5.4).

3.1.3 Statistische Auswertung

Die initiale Zusammenstellung der einzelnen Daten in anonymisierter Form erfolgte mit Excel
von der Fa. Microsoft. Mit dem Programm R, Version 4.0.4 (Ihaka und Gentleman, 1996), wurden

die Daten anschliefend statistisch ausgewertet und entsprechende Grafiken erstellt.®!

Zum Vergleich von Hdaufigkeiten einer dichotomen Variablen in einer Stichprobe wurde der
Binomialtest verwendet.” Mit diesem statistischen Test wurde vor allem gepriift, ob in
entsprechenden Stichproben RhD-negative (Kapitel 4.1.1) oder HPA-1a-negative Miitter (Kapitel
4.1.2) uberzufillig selten bzw. hadufig vertreten waren. Beim Vergleich von ermittelten Haufig-
keiten entsprechender Antikorperspezifititen mit Daten aus historischen Studien (Kapitel 5.2)
kam der exakte Test nach Fisher zur Anwendung.®® Zugehorige 95%-Konfidenzintervalle wurden

jeweils mithilfe der Agresti-Coull-Methode berechnet.**

3.2 Anti-HPA-1a-Studie

Bei dieser Studie wurden von bekannten NAIT-Fillen - verursacht durch ein Anti-HPA-1a -
entsprechende, asservierte Serumproben getestet. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte im
indirekten MAIPA-Ansatz unter Vergleich der Extinktionswerte mit einem Anti-HPA-1a-Standard.
Klinische Daten der Neugeborenen wurden zusammen mit den experimentell gewonnenen

Konzentrationsangaben statistisch ausgewertet.
3.2.1 Indirekter MAIPA-Test

Der indirekte MAIPA-Test (MAIPA = monoklonale antikdrperspezifische Immobilisierung von
Plattchen-Antigenen) ist ein glykoproteinspezifischer ELISA unter Verwendung von spezifischen
monoklonalen Antikorpern, die gegen Epitope von entsprechenden Antigenen gerichtet sind.®
Im Gegensatz zu anderen plattchenspezifischen Testverfahren kann mit dem MAIPA-Test eine
gezielte Immunglobulinbeladung der relevanten Glykoproteine untersucht werden,

unspezifische Anlagerungen werden somit weitestgehend vermieden.®® Im indirekten Ansatz
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kann unter Verwendung von bekannten Testthrombozyten das Serum des Patienten auf das
Vorhandensein von Auto-, Iso- oder Alloantikérpern untersucht werden. Zur Bestimmung einer
Alloantikorper-Spezifitit verwendet man Testthrombozyten mit verschiedenen Alloantigenen.
Da nicht nur Thrombozyten von Spendern, sondern auch von Vitern bei der Abkldrung von
fetalen und neonatalen Alloimmunthrombozytopenien verwendet werden kdnnen, eignet sich
der MAIPA auch zur Detektion von Antikorpern gegen niedrigfrequente oder gar unbekannte
Alloantigene.®® Das Prinzip des indirekten MAIPA-Testes wird in der Abbildung 5 schematisch
dargestellt.

Abbildung 5: Prinzip des indirekten MAIPA-Tests
CHs CHg
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Schematische Darstellung der antikdrperbedingten Immobilisation von plattchenspezifischen Antigenen und der
enzymatischen Reaktion mithilfe eines sekundaren Antikdrperkonjugats beim indirekten MAIPA-Test

Das Glykoprotein IIb/Illa wurde in Anlehnung an die Arbeit von Bledzka, Qin und Plow (aus Platelets, 4. Auflage,
Kapitel 12 - Integrin allbB3)* dargestellt;

GAH = goat-anti-human, GAM = goat-anti-mouse, GP = Glykoprotein, HPA= Humanes Plattchen-Antigen, HRP =
Meerrettichperoxidase, MAH = mouse-anti-human, moAb = monoklonaler Antikérper, poAb = polyklonaler Antikdérper

Dabei wird das zu untersuchende Serum des Patienten in mehreren Ansatzen mit verschiedenen
Testthrombozyten von Spendern mit bekannten Alloantigenen inkubiert. Aufderdem wird fir
jeden Ansatz ein spezifischer monoklonaler IgG-Antikdrper murinen Ursprungs hinzugegeben.
Dieser Maus-Anti-Mensch-Antikérper (englisch: mouse-anti-human monoclonal antibody = MAH-
moAb) ist gegen ein festgelegtes Epitop humaner Glykoproteine gerichtet und bindet an dieses
auf der Zellmembran der Thrombozyten. Durch Hinzugabe eines Solubilisationspuffers wird die
Zellmembran der Thrombozyten zersprengt. Sollte das Serum des Patienten einen plattchen-

spezifischen Antikorper enthalten, befindet sich nach Zentrifugation ein Heterotrimer bestehend
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aus Patientenantikérper, Glykoprotein und Maus-Anti-Human-Antikérper im Uberstand. Dieser
Komplex kann durch einen weiteren Antikérper immobilisiert werden. Dafiir wird ein
polyklonaler Ziege-gegen-Maus-Antikorper (englisch: goat-anti-mouse polyclonal antibody =
GAM-poAb) verwendet, der gegen das Fc-Fragment muriner IgG-Antikérper gerichtet ist und
zuvor auf einer Mikrotiterplatte mit hoher Bindungskapazitit fixiert wurde. Dieses somit
gebundene - nun - Heterotetramer kann wie fiir Immunoassays typisch anschliefend mittels
Konjugat-Substrat-Reaktion nachgewiesen werden. Hierfiir wird ein weiterer Antikdrper,
namlich ein Ziege-gegen-Mensch-Antikorper (englisch: goat-anti-human polyclonal antibody =
GAH-poAb), hinzugegeben, an welchem ein Reporterenzym gekoppelt ist. In den meisten Fallen
handelt es sich bei diesem Immunkonjugat um eine Meerrettichperoxidase (englisch:
horseraddish peroxidase = HRP), die zum Beispiel das Substrat 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin
oxidieren kann. Um die Reaktion abzustoppen, wird in der Regel Schwefelsdure verwendet. Der

Farbumschlag des chromogenen Substrates kann im Photometer quantifiziert werden.

3.2.2 Modifizierung des indirekten MAIPA-Tests

Da nur Seren mit bekannten Anti-HPA-1a-Antikdrpern untersucht wurden, wurde der von Kiefel
beschriebene MAIPA-Test®®*® wie folgt modifiziert: Statt verschiedener Testthrombozyten
wurden stets nur Thrombozyten eines Donors mit dem Phéanotyp HPA-1(a+b-) verwendet.
Aufgrund der Bindung von Anti-HPA-1a an die 33-Kette des Glykoproteinkomplexes Ila/Illa
wurde nur ein monoklonaler Maus-Anti-Mensch-Antikdrper namens ,P2“ bendtigt. Von den
Seren der Probandinnen wurde mittels geometrischer Reihe jeweils eine Verdiinnungsreihe
angelegt. Zur Bestimmung der Konzentration des Antikorpers lief bei jedem Versuch zusatzlich

die Testung einer Verdiinnungsreihe von einem Anti-HPA-1a-Standard mit.

Gerate und Materialien

* Zentrifuge Rotina 48R (Fa. Hettich)

*  Zellzahlgerat KX-21 (Fa. Sysmex)

*  Mikrotiterplatten-Schiittler (Fa. Heidolph)

* Mikrotiterzentrifuge Universal 320 (Fa. Hettich)

*  Wirmeinkubator (37 °C)

* Mikrotiterplattenphotometer HT III (Fa. Anthos Labtec Instruments)

*  Multipette E3 und Multipette Plus (Fa. Eppendorf)

* Mehrkanalpipette Research Plus (Fa. Eppendorf)

* Pipettenspitzen in verschiedenen Grofden (Fa. Eppendorf)

* Achtkanal-Dispenser (Fa. Brand)

* Transferpipetten (Fa. Sarstedt)

*  Mikrotitertestplatte, 96 Kavitaten, runder Boden (Fa. Sarstedt)

* Mikrotitertestplatte, 96 Kavitaten, F-Form mit hoher Bindungskapazitat (Fa. Greiner)
* EDTA-Monovetten (Fa. Sarstedt)

* Polystyrolrohrchen mit Schraubverschluss 12 ml (Fa. Greiner) = PS-Greiner
* Sarstedt-Rohrchen 1,5 ml (Fa. Sarstedt)
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Reagenzien

Natriumazidlésung 0,1%
EDTA-Natriumchloridlésung 0,5%
Rinderalbumin 30% (Fa. Biotest) = BSA
Natriumchloridlésung 0,9% (Fa. Braun)

Ziege IgG anti-Maus IgG (Fc)-unkonj. (Art.-Nr.: 115-005-071; Fa. Dianova) = GAM
Ziege IgG anti-Human IgG (Fc)-HRPO (Art.-Nr.: 109-035-098; Fa. Dianova) = GAH-HRP
CD41-UNLB, P2, 0.2 mg, RUO (Art.-Nr.: IM0145; Fa. Beckman-Coulter) = P2

WHO International Standard Anti-HPA-1a 100IU (Nr: 03/152; NIBSC) = REF
Positives Kontrollserum mit bekanntem Anti-HPA-1a-Antikorper

3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin = TMB One (Fa. Kementec)
Aqua dest.
Schwefelsdure (1,8 mol/1)

Pufferlésungen

Coating-Puffer (pH=9,6)

o Natriumcarbonat, wasserfrei: 1,59 g

© Natriumhydrogencarbonat: 4,20 g

© Natriumazid: 0,20 g

©  mit Aqua dest. zu 1000 ml

PBS-Puffer nach Dulbecco (pH=7,2)

o Natriumchlorid: 8,67 g,

o Kaliumchlorid: 0,20 g,

© Dinatriumhydrogenphosphat - 2 H,0: 1,15 g,

o Kaliumdihydrogenphosphat: 0,20 g,

©  mit Aqua dest. zu 1000 ml

PBS-BSA 2%

o Rinderalbumin 30%: 1 ml

o PBS-Puffer nach Dulbecco pH=7,2: 14 ml
Solubilisationspuffer (pH = 7,4)

© Tris(hydroxymethyl)aminomethan-Hydrochlorid: 1,21 g,
©  Triton X-100: 5 ml

© mit isotonischer Natriumchlorid-Loésung zu 1000 ml
TBS-Puffer

© Tris(hydroxymethyl)aminomethan-Hydrochlorid: 1,21 g
o Triton X-100: 5,0 ml,

o Polysorbat 20 (,Tween 20“): 0,5 ml

© (Calciumchloridlésung (25 mmol/1): 20 ml

© mit isotonischer Natriumchlorid-Loésung zu 1000 ml

Serumproben

Es wurden nur Proben von Miittern beriicksichtigt, die bereits routinemafiig zur Abklarung von
FNAIT-Fallen im Labor im Zeitraum von 2007 bis 2018 untersucht worden sind und von denen
entsprechende Riickstellmuster vorlagen. Fiir die Testung im Rahmen dieser Studie wurde ein

Ethikantrag gestellt, welcher von der Ethikkommission der Universititsmedizin Rostock

bewilligt wurde (Registriernummer: A 2019-0139).
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Referenzmaterial

Zur Konzentrationsbestimmung des Anti-HPA-1a-Antikorpers in den maternalen Seren wurde
ein internationaler Anti-HPA-1a-Standard der WHO mit dem Code ,NIBSC 03/152“ verwendet.
Dabei handelt es sich um eine gepoolte Probe gefriergetrockneter Plasmen von sechs gegen HPA-
la immunisierten Spendern aus dem Vereinigten Konigreich, die keine weiteren Antikorper
gegen HPA- oder HLA-Klasse-I-Antigene aufgewiesen haben.®”” Der Ampulleninhalt wurde nach
Anleitung mit 1 ml Aqua dest. unter vorsichtigem Schwenken rekonstituiert, so dass eine
Konzentration von 100 IU/ml erzielt wurde. Zur mehrfachen Herstellung von Verdiinnungs-

reihen wurde die Antikdérpersuspension zu Proben a 70 pl aliquotiert und bei -30 °C gelagert.

Gewinnung von Testthrombozyten

Vor der eigentlichen Testung miissen Testthrombozyten mittels Differentialzentrifugation so
hergestellt werden, dass sie auch iiber einen ldngeren Zeitraum gelagert werden konnen. Dafiir
wird zunichst eine mit EDTA antikoagulierte Blutprobe eines Spenders (Phanotyp HPA-1(a+b-))
mit Natriumchlorid-Lésung im Verhéltnis 1:1 verdiinnt, um anschliefiend dieses Gemisch mit
geringer Zentrifugalkraft zu zentrifugieren (~ 150 g, 20 min, ungebremst). Der Uberstand, das
plattchenreiche Plasma, wird mit einer Transferpipette vorsichtig in ein PS-Greiner tberfiihrt
und mit 0,5%iger EDTA-Natriumchlorid-Losung aufgefiillt. Anschliefiend erfolgt eine erneute
Zentrifugation (~ 2000 g, 10 min). Der Uberstand wird verworfen und das Pellet zwei Mal mit
Natriumchlorid-Lésung gewaschen, dabei werden die gleichen Zentrifugationsdaten wie zuvor
verwendet. Zum Schluss werden die Thrombozyten in 0,1%iger Natriumazidldosung
resuspendiert. Die Plattchenzahl wird mittels Zellzdhlgerat ermittelt und dokumentiert. Die so
gewonnenen Testthrombozyten sollten fiir mindestens zwolf Stunden bei 4 °C gelagert und

konnen insgesamt bis zu sechs Monate verwendet werden.

Testdurchfiihrung

Zur Beschichtung der Mikrotiterplatte mit hoher Bindungskapazitit mit dem Ziege-gegen-Maus-
IgG-Antikdrper (GAM) wird zunachst eine Losung aus 11 ml Coating-Puffer und 23 pl GAM
hergestellt. Hiervon werden anschliefiend jeweils 100 pl in die einzelnen Kavitidten der
Mikrotiterplatte pipettiert. Die abgedeckte Platte wird {iber Nacht bei 4 °C oder mindestens drei

Stunden bei Raumtemperatur gelagert, um eine ausreichend hohe Bindung zu ermdéglichen.

Von den zu untersuchenden Seren der Probandinnen und vom WHO-Standard Anti-HPA-1a
(REF) werden jeweils Verdiinnungsreihen angelegt. Dafiir werden jeweils 70 pl PBS-BSA in
beschriftete Sarstedt-Rohrchen vorgelegt. 70 ul der unverdiinnten Probe werden in das erste

Rohrchen unter mehrmaligem Mischen pipettiert. Mit einer neuen Pipettenspitze werden aus
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diesem Gefafs erneut 70 pl in das nichste Rohrchen iiberfiihrt. Dieses Vorgehen wird bis zur

letzten Verdiinnungsstufe fortgesetzt.

Pro Testansatz werden 20 x 10° Thrombozyten in die Kavititen der Mikrotiterplatte mit rundem
Boden vorgelegt und einmal mit der isotonischen Natriumchloridlosung gewaschen
(Zentrifugation: ~1.300 g, 2 min). Die Uberstinde werden kriftig ausgekippt und die Platten
kurz umgekehrt auf ein Papierhandtuch gedriickt, um Fliissigkeitsreste aus den Vertiefungen der
Mikrotiterplatte weitgehend zu entfernen. Die Thrombozyten werden anschlief;end umgehend
in 30 pl PBS-BSA resuspendiert. Von den Seren und vom REF bzw. deren Verdiinnungsstufen
werden jeweils 50 pl in die einzelnen Kavitdten hinzupipettiert und mittels Mikrotiterplatten-
Schiittlers vermischt (~ 900 rpm, 2 min). Eine Kontrollzelle mit dem positiven Anti-HPA-1a-
Serum wird als Positivkontrolle mitgefiihrt. Die Ansiatze werden anschlief3end bei 37 °C fiir 30
Minuten inkubiert. Nach einmaligem Waschen mit 50 pl Natriumchlorid-Lésung werden die
Thrombozyten erneut in 30 ul PBS-BSA resuspendiert und mit 10 ul des monoklonalen Maus-
Anti-Human-Antikorpers (P2) versetzt. Es erfolgt eine weitere Inkubation bei 37 °C fiir 30
Minuten. Vor der Solubilisation werden die Thrombozyten drei Mal mit der Natriumchlorid-
Losung gewaschen und jeweils in 30 pl PBS-BSA resuspendiert. Fiir die Lyse der Plattchen
werden 100 pl Solubilisationspuffer in die Kavitdten hinzupipettiert und die Ansatze fiir 30
Minuten bei 4 °C inkubiert. Das Solubilisat wird anschlief3end bei 4 °C zentrifugiert (15.000 g, 30

min).

Die mit GAM-beschichtete Mikrotiterplatte wird vor der weiteren Verwendung fiinf Mal mit TBS-
Puffer gewaschen. Von jedem zentrifugierten Ansatz werden 50 ul des Uberstandes in 200 ul
TBS-Puffer iiberfiihrt. Von dieser Verdiinnung werden je 100 pl als Doppelansatz in Kavitaten
der mit GAM-beschichteten Mikrotiterplatte pipettiert und fiir 90 Minuten bei 4 °C inkubiert.
Sechs bis acht Kavititen ohne Plattchenlysat werden als Leerwerte mitgefiihrt. Nach
finfmaligem Waschen mit TBS-Puffer wird in jede Kavitidt der mit Meerrettichperoxidase
konjugierte Ziege-gegen-Mensch-IgG-Antikérper (GAH) hinzugegeben und fiir 120 Minuten bei 4
°C inkubiert.

Nach sechsmaligem Waschen mit TBS-Puffer wird in jede Kavitdat 100 pl des Substrats TMB One
pipettiert und bei Raumtemperatur im Dunkeln fiir 10 Minuten inkubiert. Die Farbreaktion wird
durch Hinzugabe von 100 pl 1,8 M Schwefelsdure in jede Kavitit gestoppt und anschliefend
sofort im Photometer bei einer Wellenldnge von 450 nm und einer Referenzwellenlédnge von 620
nm gemessen. Die Ergebnisse werden als Extinktionsdifferenzen aus Mittelwert der
Doppelbestimmungen und Leerwert (d. h. Kavititen ohne Plattchenlysat) dargestellt und
protokolliert.

3 Methoden und Material 35



3.2.3 Bestimmung der Antikorperkonzentration

Mit dem modifizierten MAIPA-Test wurden Extinktionen der durch Verdiinnungsreihen
hergestellten Konzentrationen jedes zu analysierenden Serums im Doppelansatz bestimmt. Bei
jedem Ansatz wurde zum Vergleich eine Verdiinnungsreihe des Referenzmaterials mitgefiihrt.
Abbildung 6 zeigt schematisch den sigmoidalen Kurvenverlauf von drei maternalen Seren (y01,

y02 und y03) und vom Referenzmaterial (REF).

Abbildung 6: Kurvenverlaufe von drei Seren im Vergleich zum Referenzmaterial
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Dekadischer Logarithmus der Verdiinnungsstufe

Dabei werden die Extinktionen als Funktion der Verdiinnung grafisch dargestellt. Analog zu den
Arbeiten von Bertrand sowie Ghevaert et al. werden die Kurvenverldufe miteinander
verglichen.®®® Durch lineare Interpolation zwischen jeweils zwei Punkten werden sowohl fiir
das zu untersuchende Serum als auch fiir das Referenzmaterial die interpolierten Verdiinnungs-
werte flir drei zuvor festgelegte Extinktionswerte bestimmt, namlich fir 0,5; 1 und 1,5. Diese
drei Werte wurden gewahlt, da in diesem Bereich die Kurven anndhernd linear verlaufen und
der Anstieg in jedem Punkt relativ konstant bleibt. Aufgrund der festgelegten Konzentration des
unverdiinnten Referenzmaterials mit 100 IU/ml kann mithilfe des Mittelwertes der drei
Differenzen die Konzentration des zu analysierenden Serums berechnet werden. Sollte die
Extinktion der unverdiinnten Probe unter 1,5 liegen, erfolgte eine entsprechende Anpassung der
Mittelung. Bei Werten <0,5 wurde nur der entsprechende Verdiinnungsgrad des Referenz-
materials mit dem am hochsten gemessenen Extinktionswert der zu analysierenden Probe
ermittelt. Flir die beschriebenen Berechnungen der fiir die lineare Interpolation notwendigen

Werte wurde Excel der Fa. Microsoft verwendet.

3 Methoden und Material 36



3.2.4 Klinische Daten der Probanden

Bei einem Teil der untersuchten Proben standen bereits klinische Daten zur Verfiigung, da der
Anforderungsbogen fiir die thrombozytenserologische Diagnostik entsprechende Felder enthielt,
um das Laborergebnis besser interpretieren zu konnen. Zusitzlich wurden von einzelnen
Einsendern auch Arztbriefe mitgeschickt, die Einblick in die perinatalen und peripartalen
Umstinde erlaubten. Fehlende Daten wurden mit Hilfe von Fragebogen eingeholt. Alle Daten
wurden in anonymisierter Form in Excel der Fa. Microsoft zusammengetragen. Angemerkt sei,
dass nur solche Fille in diese Studie aufgenommen worden sind, bei denen zum Zeitpunkt der
Geburt ein Anti-HPA-la im maternalen Serum nachgewiesen werden konnte. Fille HPA-1a-
negativer Miitter, bei denen zunichst kein Antikorper nachzuweisen war (siehe Kapitel 4.2.6),

konnten wegen der fehlenden Konzentrationsbestimmung nicht beriicksichtigt werden.

3.2.5 Statistische Auswertung

Die initiale Zusammenstellung der einzelnen Daten in anonymisierter Form und die Berechnung
der Antikorperkonzentration des maternalen Anti-HPA-1a (siehe Kapitel 3.2.3) erfolgte mit Excel
von der Fa. Microsoft. Die statistische Auswertung einschliefdlich der Erstellung zugehdriger
Grafiken wurde anschliefRend mit dem Programm R, Version 4.0.4 (Ihaka und Gentleman, 1996)

durchgefiihrt.®!

Unterschiede zwischen medianen Werten jeweils zweier unabhangiger Gruppen wurden mit
dem U-Test (Wilcoxon-Rangsummentest) untersucht.”” Mit ihm wurde zum Beispiel gepriift, ob
es einen statistisch signifikanten Unterschied der maternalen Antikérperkonzentration bei der
unterschiedlichen Auspragung von neonatalen Blutungszeichen (siehe Kapitel 4.2.4) und bei der
Therapie mit IVIG (siehe Kapitel 4.2.5) gab. Bei einem Vergleich von mehr als zwei Gruppen
wurde der H-Test (Kruskal-Wallis) verwendet.”* Konnte die Nullhypothese mit diesem Test
abgelehnt werden (p<0,05), wurden anschlieféend paarweise Gruppenvergleiche nach dem
Verfahren nach Conover (1999) untersucht.”> Mit diesem Algorithmus wurde gepriift, ob es
einen Zusammenhang zwischen der maternalen Antikorperkonzentration und der Gabe von
keinem, einem oder mehreren Thrombozytenkonzentraten beim Neugeborenen gab (siehe
Kapitel 4.2.5). Aufierdem sollte mit der Anti-HPA-1a-Studie untersucht werden, ob es eine
statistisch signifikante Korrelation zwischen maternaler Antikorperkonzentration und
neonataler Plattchenzahl gab. Zur Untersuchung des Zusammenhangs dieser beiden Variablen
(sieche Kapitel 4.2.3) wurde der Rangkorrelationskoeffizient von Kendall (Kendalls Tau)

verwendet.”?
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4 Ergebnisse

4.1 FNAIT-Studie

Von den insgesamt 292 Einsendungen waren es - wie in Abbildung 4 (Kapitel 3.1.2) zu sehen -
252 Falle, bei denen aufgrund der postnatal beobachteten Thrombozytopenie eine Abklarung auf
NAIT veranlasst wurde. Die iibrigen 40 Fille waren Einsendungen, die zur Abklarung einer
fetalen Alloimmunthrombozytopenie eingeschickt worden sind. Aufgrund der dort genannten
Besonderheiten wird diese Teilgruppe im Unterkapitel 4.1.3 Untersuchung auf fetale

Alloimmunthrombozytopenie separat betrachtet.

4.1.1 Allgemeine Beobachtungen

Das thrombozytenserologische Labor des Instituts fiir Transfusionsmedizin an der Universitats-
medizin Rostock hatte in dem fiir die Studie festgelegten Zeitraum den Stellenwert eines
Referenzlabores. Es war fiir viele klinische Einrichtungen der Region Mecklenburg und Teile
Vorpommerns die primdre Anlaufstelle bei der Abkliarung von immunologisch bedingten
Thrombozytopenien. Hinzu kamen weitere Einsender aus Kliniken in Hamburg, Kéln, Dortmund
und Itzehoe, wobei nicht alle klinischen Einrichtungen dieser Stadte ihre Verdachtsfille nach
Rostock schickten. Aufgrund dieses rdumlich nicht zusammenhéngenden Einzugsbereichs war
eine Bestimmung der Inzidenz fiir die NAIT nicht moglich. Fiir eine Subpopulation mit insgesamt
61 Einsendungen kann jedoch eine gute Schatzung vorgenommen werden, da aus dem
entsprechenden Einzugsbereich alle Proben an der Universitdtsmedizin Rostock untersucht
worden sind: Fir den Zeitraum von 2007 bis 2018 gab es laut Geburtenstatistik der
Universitatsfrauenklinik in Rostock insgesamt 34.944 Geburten (personliche Kommunikation
mit PD Dr. med. D.M. Olbertz). Bei den 61 Einsendungen mit der Fragestellung einer NAIT wurde
in elf Fallen ein plattchenspezifischer Alloantikdérper nachgewiesen und somit eine serologisch
gesicherte alloimmune Thrombozytopenie des Kindes diagnostiziert. In genau einem Fall wurde
eine intrakranielle Blutung (ICH) festgestellt. Das entspricht einer Inzidenz von etwa 31,5 NAIT-

Fallen bzw. etwa 2,9 ICH-Fallen auf 100.000 Geburten.

In der gesamten FNAIT-Studie wurden 147 Proben von Miittern mit einem méannlichen Neu-
geborenen eingesandt, in 95 Fallen von einem weiblichen. Bei zehn Fillen war eine Angabe zum
Geschlecht aus den erhobenen Daten nicht mdglich. Das Geschlechterverhaltnis lag somit bei
1,55 (méannlich zu weiblich). Das mediane Alter aller Miitter zum Zeitpunkt der Untersuchung
lag bei 30,5 Jahren (Minimum: 18,5 a; 25-Perzentil 26 a; 75-Perzentil 34,5 a; Maximum: 42,4 a).

Das Alter der zugehorigen Partner war diesbeziiglich etwas hoher (Median: 32,7 a; Minimum:
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18,9 a; 25-Perzentil: 28,8 a; 75-Perzentil: 37,5 a; Maximum: 52,6 a). Nur bei 63 der 252 Fille
lagen Informationen zu vorherigen Schwangerschaften der Mutter vor, so dass die folgenden
Angaben nur eingeschrankt beurteilt werden kénnen: In 40 Fallen (63,5%) galten die Miitter als
Nullipara. Bei neun Miittern (14,3%) wurde mehr als eine Schwangerschaft (inkl. Aborte)

angegeben.

Aus jeder eingesandten Blutprobe wurde stets eine ABD-Kurzbestimmung der Erythrozyten
vorgenommen. Die Verhéltnisse der ABO-Merkmale sowohl bei maternalen als auch bei
paternalen Proben stimmen in etwa mit den aus Deutschland bekannten Frequenzen tiberein: Im
Einzelnen waren es bei den maternalen Proben fiir BG 0 37,2%, fiir BG A 41,2%, fiir BG B 15,2%
und fiir BG AB 6,4%. Bei den paternalen Proben waren es fiir BG 0 und BG A jeweils 40,1%, fir
BG B 12% und fiir BG AB 7,8%. Fiir die Haufigkeit des RhD-Merkmals konnte - wie in Abbildung
7 zu sehen ist - in einer ausgewdhlten Untergruppe ein Unterschied zur Gesamtpopulation

gefunden werden.

Abbildung 7: Zusammenhang zwischen RhD-Status der Mutter und Anti-HPA-1a
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Anteil von RhD-positiven (heller Bereich) und RhD-negativen (dunkler Bereich) Miittern
Linker Balken: Maternale Proben, in denen ein Anti-HPA-1a nachgewiesen worden ist.
Rechter Balken: Maternale Proben ohne nachgewiesenes Anti-HPA-1a.
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Miitter, bei denen im Serum ein Antikérper gegen HPA-1a detektiert werden konnte, waren
seltener RhD-negativ, namlich in nur zwei von 44 Fallen (4,5%). Wenn andererseits kein Anti-
HPA-1a im maternalen Serum gefunden wurde, konnte das RhD-Merkmal bei 31 von 208
Probandinnen (14,9%) nicht nachgewiesen werden. Dieser Unterschied ist auch statistisch
betrachtet signifikant, denn das 95%-Konfidenzintervall fiir das Verhéaltnis 2 von 44 Miitter, die
RhD-negativ sind, liegt zwischen 0,42% und 15,97%. Bei angenommener Haufigkeit von 17% in
der Normalbevolkerung’ ergibe sich dabei ein p-Wert von 0,025 (Binomialtest). Aktuellere
Zahlen gehen fiir den mitteldeutschen Raum eher davon aus, dass etwas weniger, namlich 16,5%
aller Personen, RhD-negativ sind (persénliche Kommunikation mit PD Dr. med. F.F. Wagner). Fiir
diese angenommene Phanotypfrequenz ware der gefundene Unterschied weiterhin statistisch

signifikant (p=0,039).
4.1.2 Spezielle Beobachtungen

Zur besseren Beurteilung wurden die im indirekten MAIPA gefundenen Antikdrperspezifititen
in zwei Gruppen aufgeteilt, ndmlich abhingig vom HPA-1a-Status der Mutter. Die Ergebnisse

hierzu sind in der Tabelle 6 dargestellt.

Tabelle 6: Antikorperspezifitdten bei HPA-1a-negativen und HPA-1a-positiven Miittern

HPA-1a-Status der Mutter Antikérperspezifitaten n %
HPA-1a-negativ Anti-HPA-1a 29 54,7
(n=53) Anti-HPA-1a + Anti-HPA-5b + Anti-HLA-Klasse-I 1 19
Anti-HPA-1a + Anti-HLA-Klasse-I 14 26,4
Anti-HPA-5b + Anti-HPA-15b + Anti-HLA-Klasse-I 1 1,9
Anti-HLA-Klasse-I 1 1,9
Keine 7 13,2
HPA-1a-positiv Anti-HPA-1b 1 0,5
(n=199) Anti-HPA-3a 1 05
Anti-HPA-5b 1 0,5
Anti-HPA-5b + Anti-HPA-15b + Anti-HLA-Klasse-I 1 0,5
Anti-HPA-5b + Anti-HLA-Klasse-I 2 1
Anti-HPA-15a 2 1
Anti-GPla/Ila* 1 0,5
Anti-HLA-Klasse-1 62 31,2
Auto-GPIIb/Illa + Auto-GPIb/IX 1 0,5
Keine 127 63,8

* Diese Antikorperspezifitdt wurde nur im Crossmatch unter Verwendung paternaler Thrombozyten gefunden
GP = Glykoprotein
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Angemerkt sei, dass ein Antikdrper gegen ein niederfrequentes Antigen vom Glykoprotein-
komplex Ia/Ila der Ubersicht wegen ebenfalls in diese Tabelle aufgenommen wurde, obwohl er
im Gegensatz zu den anderen dargestellten Antikorpern nur im Crossmatch aus paternalen
Thrombozyten und maternalem Serum zu finden war. Dieser besondere Fall wird im Kapitel
4.1.4 genauer beschrieben. In einem weiteren Fall wurden im indirekten MAIPA-Test freie
Autoantikorper nachgewiesen. Dazu passend waren auch die maternalen autologen Thrombo-
zyten vermehrt mit IgG beladen (direkter MAIPA-Test positiv fiir GP IIb/Illa und Ib/IX). Zwischen
Mutter und Kind bestanden keine Inkompatibilitaten fiir HPA-1, -2, -3, -4, -5 und -15. Dariiber
hinaus lag der gemessene Plattchenwert der Mutter bei 20 Gpt/l. Es ist sehr gut vorstellbar, dass
in diesem Fall die beim Kind beobachtete Thrombozytopenie (24 Gpt/l) durch maternale

Autoantikorper verursacht wurde.

In 135 von 252 Fillen konnte kein entsprechender Antikorper im indirekten MAIPA-Ansatz
nachgewiesen werden (53,6%). HPA-1a-negative Miitter waren dabei mit sieben Fallen (5,2%)
tiberdurchschnittlich haufig vertreten. Das daraus berechnete 95%-Konfidenzintervall liegt
zwischen 2,34% und 10,5%. Bei einer angenommenen Phénotypfrequenz von 2,3% fiir den
Status HPA-1a-negativ’® wire die gefundene Uberreprisentation statistisch signifikant (p=0,037;
Binomialtest). Das in diesen sieben Fillen durchgefiihrte Crossmatch war in allen Fallen
unauffillig. Hierzu zahlt auch der im Kapitel 4.2.6 genauer beschriebene Fall. Fiir 115 der 135 im
indirekten MAIPA unauffilligen Ansatze (85,1%) stand eine paternale Probe zur Verfiigung, so
dass ein entsprechendes Crossmatch fiir die GP IIb/Illa, Ib/IX, Ia/Ila und fir HLA-Klasse-I-
Merkmale durchgefiihrt wurde. In elf Fillen (9,6%) war dabei der HLA-Klasse-I-Ansatz positiv,
wobei es sich mit hoher Wahrscheinlichkeit um Antikorperspezifititen handelt, die nicht im
Poolansatz des indirekten MAIPA vertreten waren. In acht weiteren Fallen (7%) waren mehrere
Glykoproteinansitze der jeweiligen Crossmatch-Untersuchungen auffallig, wobei der GP IIb/Illa-
Ansatz immer mitbeteiligt war. Durch Folgeuntersuchungen konnte gezeigt werden, dass es sich
dabei um isoagglutininbedingte Reaktionen handelte; vor allem durch Anti-A verursacht. Wie
zuvor bereits erwahnt, war bei einem Fall das Crossmatch-Resultat nur mit dem Glykoprotein-
komplex Ia/Ila positiv, der auf das Vorhandensein eines Antikorpers gegen ein niederfrequentes

Antigen hinweist.

Zusammengefasst konnten in 54 Fallen rein plattchenspezifische Alloantikérper in den
maternalen Proben nachgewiesen werden. In drei Seren (5,6%) wurde ein Gemisch mehrerer
Spezifititen gefunden, wobei diese immer ein Anti-HPA-5b enthielten. Mit insgesamt 44 Fillen
(81,5%) war Anti-HPA-1a die am haufigsten gefundene Spezifitit, gefolgt von Anti-HPA-5b in
insgesamt sechs Fallen (11,1%). Die Kombination von Anti-HPA-15a und Anti-HPA-15b kam mit
jeweils zwei Fillen (3,7%) am dritthdufigsten vor. Anti-HPA-1a allein konnte in 43 Fallen

(79,6%) und Anti-HPA-5b in drei Fallen (5,6%) nachgewiesen werden. Weitere Antikorper-
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spezifititen waren - wie in der Tabelle 7 zu sehen - selten. Die Quote fiir serologisch bestatigte
NAIT-Fille betrug 21,4%. In 16 NAIT-Fillen mit nachgewiesenem Anti-HPA-la lagen
Informationen zur Schwangerschaftsanamnese vor. Davon abgeleitet waren 56,3% dieser Miitter

Erstgebarende.

Tabelle 7: Plattchenspezifische Alloantikorper in vermuteten NAIT-Fallen

Spezifitit n % Trc [Gpt/1]* ICH
Anti-HPA-1a 43 79,6 Median: 24, IQA: 13-43, Min.: 2, Max.: 70 Ja, 2 Falle
Anti-HPA-1a + Anti-HPA-5b 1 1,9 16 Nein
Anti-HPA-5b 3 5,6 14, 20,79 Nein
Anti-HPA-5b + Anti-HPA-15b 2 3,7 21,79 Nein
Anti-HPA-15a 2 3,7 23F Nein
Anti-HPA-1b 1 1,9 7 Ja, 1 Fall
Anti-HPA-3a 1 19 20 Nein
Anti-GPIa/Ila* 1 1,9 52 Nein
Total 54 100 Median: 23, IQA: 14-46, Min.: 2, Max.: 79 3 (5.6%)

* Diese Antikorperspezifitdt wurde nur im Crossmatch unter Verwendung paternaler Thrombozyten gefunden;

T Angabe der minimalen postnatalen Thrombozytenzahlen bis maximal Tag 14 nach Geburt, bei mehr als drei Fallen
erfolgt dieses als Median mit Interquartilsabstand (IQA), Minimum (Min.) und Maximum (Max.);  Keine Angabe in
einem Fall; GP = Glykoprotein, Gpt = Gigapartikel, ICH = intrakranielle Blutungen, Trc = Thrombozytenzahl

Die Haufigkeiten der molekulargenetisch bestimmten maternalen HPA-Antigene werden in der
Tabelle 8 aufgelistet. Angemerkt sei, dass sowohl fiir das HPA-4- als auch fiir das HPA-15-System
jeweils eine Untersuchung nicht eindeutig war. Die Allelfrequenzen wurden unter der Annahme,
dass keine weiteren Allele je HPA-System existieren, durch Auszdhlen bestimmt. Auffillig dabei
ist die gefundene Uberreprisentation fiir das das Antigen HPA-1b kodierende Allel mit 30,8%.
Das mithilfe des Binomialtests ermittelte 95%-Konfidenzintervall liegt hierbei zwischen 26,9%

und 34,9%; fiir eine angenommene Frequenz von 16,6% ist der p-Wert < 0,0001.7

Tabelle 8: Maternale HPA-Merkmale bei 252 Fillen mit vermuteter NAIT

a+b- (%) a+b+ (%) a-b+ (%) Allelfrequenzen’
HPA-1 150 (59,5) 49 (19,4) 53 (21) 0,692; 0,308
HPA-2 212 (84,1) 39 (15,5) 1(0,4) 0,919; 0,081
HPA-3 92 (36,5) 122 (48,4) 38 (15,1) 0,607; 0,393
HPA-4 251 (100) 0(0) 0(0) 1,0
HPA-5 211 (83,7) 37 (14,7) 4(1,6) 0,911; 0,089
HPA-15 61 (24,3) 135 (53,8) 55 (21,9) 0,51; 0,49

T Die Allelfrequenzen des entsprechenden HPA-Systems wurden unter der Annahme, dass keine weiteren Allele
vorhanden sind, fiir diese spezielle Stichprobe durch Auszdhlen bestimmt.
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4.1.3 Untersuchung auf fetale Alloimmunthrombozytopenie

In 40 Fillen wurden Proben von schwangeren Frauen untersucht, bei denen im Rahmen der
Vorsorgeuntersuchung intrakranielle Auffalligkeiten des Feten beobachtet worden sind (,FAIT-
Abklarung®, siehe auch Abbildung 4 im Kapitel 3.1.2 Einschluss- und Ausschlusskriterien der
FNAIT-Studie). Bei keiner dieser Schwangeren waren plattchenspezifische oder HLA-Klasse-I-
Antikérper vorbeschrieben und bei keinem Feten wurde eine intrauterine Blutentnahme
durchgefiihrt. Folglich gab es keinen spezifischen Hinweis auf eine Thrombozytopenie oder auf
eine immunologisch bedingte Blutung. Bei all diesen Fallen wurde, um keine Zeit zu verlieren, im
Rahmen einer umfassenden Diagnostik auch eine thrombozytenimmunologische Untersuchung

vorgenomimen.

Bei 17 Fallen lagen keine genaueren Angaben zur Schwangerschaft vor. Von den anderen 23
Fallen galten nur fiinf der untersuchten Schwangeren als Nullipara (21,7%), bei 18 Frauen waren
bereits Schwangerschaften und Aborte vorbeschrieben (78,3%). Das mediane Lebensalter aller
40 untersuchten Frauen lag bei 30 Jahren mit einem Interquartilsabstand von 25 Jahren bis 34
Jahren. Bei der ebenfalls durchgefiihrten Bestimmung der Leukozytenzahl, der Hiamoglobin-
konzentration und der Thrombozytenzahl wurden keine Auffilligkeiten bei den Schwangeren
und den zugehdrigen Partnern gefunden. Die grob orientierende Beurteilung der Blutausstriche
ergab in keinem Fall den Anhalt fiir lichtmikroskopisch erkennbare morphologische

Auffilligkeiten.

Die molekulargenetisch nachgewiesenen Alloantigene der 40 untersuchten Frauen werden in
der Tabelle 9 zusammengefasst. Nur eine der 40 untersuchten Frauen war fiir das Merkmal HPA-
1la negativ. Ob hierbei eine fetomaternale Inkompatibilitit vorlag, ist nicht sicher, da die
Thrombozyten des zugehorigen Partners flir HPA-1 heterozygot, d. h. HPA-1(a+b+), bestimmt

worden sind.

Tabelle 9: Maternale HPA-Merkmale bei 40 Fallen zur , FAIT-Abklarung*“

a+b- (%) a+b+ (%) a-b+ (%) Allelfrequenzen’
HPA-1 28 (70) 11 (27,5) 1(2,5) 0,8375;0,1625
HPA-2 35(87,5) 5(12,5) 0(0) 0,9375; 0,0625
HPA-3 12 (30) 23 (57,5) 5(12,5) 0,5875; 0,4125
HPA-4 40 (100) 0(0) 0(0) 10
HPA-5 32 (80) 7 (17,5) 1(2,5) 0,8875;0,1125
HPA-15 11 (27,5) 19 (47,5) 10 (25) 0,5125; 0,4875

Bei diesen 40 Fallen mit intrakraniellen Auffélligkeiten handelt es sich um eine Untergruppe der FNAIT-Studie, bei
denen eine mogliche fetale Alloimmunthrombozytopenie abgeklart werden sollte.

T Die Allelfrequenzen des entsprechenden HPA-Systems wurden unter der Annahme, dass keine weiteren Allele
vorhanden sind, fiir diese spezielle Stichprobe durch Auszdhlen bestimmt.
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In neun Fallen (22,5%) war das Resultat des indirekten MAIPA-Tests auffallig, wobei bei acht
Frauen HLA-Klasse-I-Antikérper nachgewiesen worden sind (20%). In einem einzigen Fall
(2,5%) gelang der Nachweis eines plattchenspezifischen Antikorpers, namlich Anti-HPA-5b. Fiir
die 31 Falle mit negativem indirekten MAIPA war das Crossmatch aus maternalem Serum und
paternalen Thrombozyten in drei Fallen auffillig: Bei zwei Partnerschaften lag eine ABO-
Majorinkompatibilitdt vor, so dass das Isoagglutinin Anti-A hochstwahrscheinlich fiir den
jeweiligen positiven Ansatz im MAIPA-Ansatz verantwortlich war. Im dritten Fall war das
Crossmatch im MAIPA-Ansatz unter Verwendung eines monoklonalen Antikorpers gegen [(32-
Mikroglobulin positiv. Im Serum der zugehorigen Schwangeren konnte unter Verwendung
weiterer Testverfahren ein Anti-HLA-A23 nachgewiesen werden. Insgesamt konnten folglich bei
neun von 40 Fillen (22,5%) HLA-Klasse-I-Antikorper nachgewiesen werden. Bei 39 Frauen

konnte auch der direkte MAIPA-Test durchgefiihrt werden, der in allen Fallen unauffillig ausfiel.

4.1.4 NAIT durch Antikorper gegen niederfrequentes Antigen

Bei diesem Fall handelt es sich um ein im Jahr 2018 geborenes Madchen, welches das zweite
Kind einer 34-jahrigen Drittgravida war. Komplikationen wahrend der Schwangerschaft traten
keine auf, bei der Mutter wurde aber wegen des Verdachts auf eine Faktor-V-Leiden-Mutation
eine prophylaktische ASS-Therapie wihrend der Schwangerschaft verordnet. Aufgrund der Friih-
geburtlichkeit (35. SSW + 5) erfolgte die stationdre Aufnahme. Im initialen Blutbild am Tage der
Geburt fiel bei dem Madchen eine Thrombozytopenie (84 Gpt/l) und eine Hypoglykdmie auf.
Aufderdem litt die kleine Patientin an einem Frithgeborenenikterus und an einer passageren
Temperaturregulationsstdrung, die mit Fototherapie bzw. neuntdgiger Lagerung im Warmebett
erfolgreich behandelt werden konnten. Eine kurzzeitige CPAP-Atemunterstiitzung war wegen
einer Apnoephase notig. Klinisch fielen wahrend des gesamten stationdren Aufenthaltes keine

Blutungszeichen auf, zudem gab es laborchemisch keinen Anhalt fiir einen Infekt.

Aufgrund der weiterhin bestehenden Thrombozytopenie mit einem Nadir von 52 Gpt/l wurde
eine erweiterte Diagnostik eingeleitet. Innere Blutungen und eine CMV-Infektion konnten dabei
ausgeschlossen werden. In der sonografischen Bildgebung des Schidels wurde ein alters-

entsprechender Befund ohne Anhalt fiir intrakranielle Blutungen erhoben.

Zum Ausschluss einer NAIT wurden kindliche, miitterliche und vaterliche Proben eingeschickt.
In der molekulargenetischen Untersuchung der plattchenspezifischen Alloantigene ergab sich
eine neonatomaternale Inkompatibilitit nur fiir HPA-1b und HPA-3b. Plattchenspezifische
Antikérper konnten im indirekten MAIPA-Test unter Verwendung von monoklonalen Anti-
korpern gerichtet gegen die Glykoproteine Ilb/Illa, Ia/Ila, Ib/IX und V mit dem fiir das
Antikorperscreening verwendete Thrombozytenpanel jedoch nicht detektiert werden. Im

Screeningansatz unter Verwendung eines monoklonalen Antikérpers gegen [32-Mikroglobulin
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wurden HLA-Klasse-I-Antikorper nachgewiesen. Im Crossmatch mit paternalen Plattchen und
maternalem Serum war der Ansatz fiir den Glykoproteinkomplex Ia/Ila (indirekter MAIPA-Test)
stark positiv. Die ABD-Kurzbestimmung ergab fiir die Mutter die Blutgruppe 0 RhD-pos. und fiir
den Vater A RhD-pos. Ein Einfluss durch maternales Anti-A konnte durch Ansitze mit
entsprechenden Testthrombozyten ausgeschlossen werden. Die Mutter wurde molekular-
genetisch HPA-5(a+b+), der Vater HPA-5(a+b-) typisiert, fiir das Antigen HPA-13bw waren beide
Elternteile negativ. Eine Testung bezliglich HPA-18bw und HPA-25bw und eine Sequenzierung
der fiir die beiden Integrinketten kodierenden Gene war zu jenem Zeitpunkt nicht moglich. Die
Diagnose der neonatalen Alloimmunthrombozytopenie bedingt durch einen Antikdrper gegen

ein niedrigfrequentes Antigen auf dem Glykoproteinkomplex la/Ila wurde gestellt.

4.2 Anti-HPA-1a-Studie

4.2.1 Allgemeine Beobachtungen

Tabelle 10 zeigt die wichtigsten klinischen Daten der 35 untersuchten NAIT-Falle inklusive der
jeweils bestimmten Konzentration des maternalen Anti-HPA-la-Antikorpers. Mannliche
Neugeborene waren insgesamt etwas haufiger betroffen (n=19), das Geschlechterverhiltnis
méannlich zu weiblich lag bei 1,19. In 37% der Fille war das Kind im Rahmen einer
Erstschwangerschaft von einer NAIT betroffen (n=13). In etwa einem Drittel kamen die Kinder
durch Sectio caesarea zur Welt (n=11), mehr als zwei Drittel wurden auf natiirlichem Wege
geboren (n=24). Bei vier Fallen kam dabei unterstiitzend die Vakuumextraktion im Sinne einer

assistierten vaginalen Geburt zum Einsatz.

Das Gestationsalter aller Neugeborenen schwankte zwischen 238 und 292 Tagen mit einer
mittleren Schwangerschaftsdauer von 270+14 Tagen. Die Kérpermasse direkt nach Geburt lag
zwischen 1.770 g und 5.020 g mit einem Mittelwert von 3.115 g (Standardabweichung = 718 g),
die Korperldange lag zwischen 44 cm und 58 cm mit einem Mittelwert von 49 cm (Standard-
abweichung = 3 cm). Die APGAR-Scores von 33 Neugeborenen nach einer Minute waren sehr
variabel mit Werten zwischen 2 und 10, der Median lag jedoch bei 9 (Interquartilsabstand: 8-9).
Nach zehn Minuten waren alle APGAR-Scores - mit Ausnahme von zwei Neugeborenen, fiir die
keine Werte vorlagen - grofier oder gleich 9 (Median 10, Werte werden nicht in der Tabelle 10
gezeigt). Dass es sich fast ausschliefdlich um ansonsten gesunde Kinder handelt, zeigt auch die
Auswertung der pH-Werte aus der Nabelschnurarterie: In 96,9% der Fille war der pH-Wert
normwertig oder leicht azidotisch (n=31), in nur einem Fall lag eine mittelgradige Azidose vor
(pH=7,18). Fortgeschrittene oder gar schwere Azidosen wurden nicht beschrieben, bei drei

Féllen konnten keine pH-Werte mitgeteilt werden.
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Tabelle 10: Ubersicht zu den 35 durch Anti-HPA-1a verursachten NAIT-Fillen

Geschl. Ak-Konz. Trc (Erstb.) Trc (Min.) Petechien Himatome ICH Grav. Geb.weg Gestationsalter Apgar1l pHNSA KM Lange n(THK) IVIG
w 37,21 18 18 ja nein unsicher NV SVG 280 NV NV NV NV 1 ja
w 2,4 60 60 nein nein nein 1 SC 256 9 7,36 2240 46 0 nein
m 12,49 40 40 ja nein nein 3 SC 279 9 7,35 5020 58 1 ja
m 11,45 34 34 ja nein nein 1 SVG 268 9 7,25 3450 52 0 nein
w 0,45 11 5 nein nein nein 1 SVG 273 2 7,27 3040 48 3 nein
m 0,25 19 19 ja nein nein 1 SVG 272 9 7,33 3500 48 1 ja
w 8,94 22 22 ja nein nein 1 AVG 287 8 7,18 3655 51 1 nein
w 44,23 44 44 ja nein nein 3 SC 271 9 7,33 4250 52 1  nein
m 1,65 76 54 nein ja nein 1 SVG 274 9 NV 2290 47 0 nein
m 64,58 32 32 ja nein nein 1 SVG 292 7 7,2 3485 53 0 nein
w 142,56 2 2 ja ja nein 2 SVG 275 9 7,28 2730 48 2 ja
m 67,05 12 12 nein ja ja 2 SC 253 9 7,35 2220 45 NV*  nein
w 163,35 11 8 ja ja nein 4 SVG 270 9 73 3360 48 1  nein
w 13,85 8 8 ja ja nein 3 SC 267 8 7,27 3200 52 3 ja
m 62,12 16 16 ja nein nein 4 SVG 265 8 73 3480 48 0 nein
w 77,5 83 83 ja ja unsicher 2 AVG 289 NV NV 3250 51 0 nein
m 25,44 60 50 nein nein nein 2 SVG 282 9 7,23 4060 52 0 nein
w 21,12 24 24 ja nein nein 2 SVG 238 9 7,32 2070 49 1  nein
m 12,08 20 20 ja nein nein 1 SC 240 8 7,35 2010 45 1  nein

Fortsetzung ndchste Seite



Geschl. Ak-Konz. Trc (Erstb.) Trc (Min.) Petechien Himatome ICH Grav. Geb.weg Gestationsalter Apgar1l pHNSA KM Linge n(THK) IVIG

m 30,39 8 8 ja ja ja 1 SVG 278 9 7,22 2490 48 5 ja
m 3,8 32 32 ja nein nein 3 SVG 272 8 7,3 2700 48 1 ja
w 1,05 16 13 nein nein nein 2 AVG 279 9 7,32 3560 53 1  nein
w 11,18 77 73 nein nein nein 1 SVG 279 9 7,32 3710 NA 0 nein
w 24,56 13 13 ja nein nein 2 SC 246 8 7,29 2630 48 1  nein
m 35,1 42 42 nein nein nein 2 SVG 262 9 7,37 3230 50 0 nein
m 3,95 39 36 nein nein nein 1 SVG 277 9 7,29 3380 48 0 nein
m 46,04 56 54 nein nein nein 4 SVG 252 9 7,44 3330 49 0 nein
w 58,22 35 24 ja nein nein 4 SC 260 9 7,34 2730 49 1 ja
m 108,22 23 23 ja ja nein 2 SVG 282 9 7,39 3470 51 1 nein
m 30,13 40 40 ja nein nein 2 SVG 268 10 7,48 2530 49 0 nein
m 24,17 49 31 nein nein nein 1 SC 259 10 7,34 1770 44 1  nein
w 2,33 24 24 nein nein nein 4 SC 243 6 7,28 2550 45 0 ja
m 14,16 34 30 nein nein nein 2 SC 278 7 7,21 3100 52 0 ja
w 29,52 24 24 ja ja nein 2 AVG 285 9 7,26 3150 50 1 nein
m 31,15 13 11 ja ja nein 1 SVG 282 7 7,31 4280 52 1 ja

Geschl. = zur Geburt bestimmtes Geschlecht, Ak-Konz. = Konzentration des Anti-HPA-1a-Antikorpers [[U/ml], Trc (Erstb.) = erste gemessene Thrombozytenzahl [Gpt/1], Trc (Min.) = Minimum
der Thrombozytenzahl [Gpt/l1], Petechien = Vorhandensein von Petechien [ja/nein], Himatome = Vorhandensein von Himatomen aufier intrakraniellen Himatomen [ja/nein], ICH =
Vorhandensein von intrakraniellen Himatomen [ja/nein], Grav. = Anzahl der Schwangerschaften inkl. Indexschwangerschaft, Geb.weg = Geburtsweg, Gestationsalter =
Schwangerschaftsdauer [d], Apgar 1 = Apgarwert nach einer Lebensminute, pH NSA = pH-Wert aus Nabelschnurarterie, KM = Kérpermasse zur Geburt [g], Lange = Kérperlange zur Geburt
[cm], n(THK) = Anzahl transfundierter Thrombozytenkonzentrate, IVIG = Gabe von intravenésen Immunglobulinen [ja/nein]

* = Massivtransfusion, genaue Angabe von Thrombozytenkonzentraten nicht mdglich; AVG = assistierte vaginale Geburt, Gpt = Gigapartikel, IU = internationale Einheiten, NV = nicht
verfiigbar, SC = Sectio caesarea, SVG = spontane vaginale Geburt



Alle 35 Neugeborenen wiesen zum ersten Zeitpunkt einer Blutbildanalyse eine Thrombo-
zytopenie (< 150 Gpt/l) auf, in 57,1% der Fille (n=20) war diese sogar als Kkritisch fiir
intrakranielle Himatome zu betrachten (< 30 Gpt/l). Bei zwolf Kindern wurde der Nadir der
Thrombozytenzahlen erst im weiteren Verlauf gesehen: Bei fast allen Kindern war das innerhalb
der ersten vier Lebenstage, nur in einem Fall war das Minimum erst am neunten Tag postnatal
zu verzeichnen. In 11,4% aller beschriebenen NAIT-Fille (n=4) lag der Plattchenwert sogar
unterhalb von 10 Gpt/l. In 22 Féllen konnten postnatal vereinzelte oder multiple Petechien
beobachtet werden (62,8%), in zehn Fallen traten Hamatome auf (28,6%), in zwei Fillen sogar
intrakranielle Blutungen (5,7%). Bei zwei weiteren Fillen konnten intrakranielle Himatome
nicht sicher ausgeschlossen werden. Zwolf der Kinder erhielten beziiglich der NAIT keine
weitere Therapie, d. h. keine Transfusion von Thrombozytenkonzentraten (THK) und keine Gabe
von intravendsen Immunglobulinen (IVIG). In 40% der Fille wurde keine Transfusion von
Thrombozytenkonzentraten (THK) veranlasst (n=14), in 45,7% der Falle wurde genau ein THK
(n=16) und in 14,3% der Falle mehr als ein THK (n=5) transfundiert. Die Abbildung 8A zeigt den
Zusammenhang zwischen dem Ausmafd der Thrombozytopenie (erkennbar an der minimal

bestimmten Thrombozytenzahl) und der Zahl der transfundierten Thrombozytenkonzentrate.

Abbildung 8: Zusammenhang zwischen neonataler Thrombozytenzahl und Therapie
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Zusammenhang zwischen neonataler Thrombozytenzahl und Transfusionsstrategie (A) und zwischen neonataler
Thrombozytenzahl und Gabe von intravendsem Immunglobulin (B)
Gpt = Gigapartikel, IVIG = intraven6se Immunglobuline, THK = Thrombozytenkonzentrate

Diese drei Teilgruppen haben zueinander signifikant unterschiedliche Antikoérper-
konzentrationen: fiir ,0 THK" zu ,1 THK" ist p=0,00015; fiir ,,0 THK“ zu ,,>1 THK" ist p<0,00001
und fiir ,1 THK“ zu ,>1 THK" ist p=0,00187 (Verfahren nach Conover). Die Thrombozyten-
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konzentrate waren in allen 21 Fallen unausgewahlt. Aufgrund der Haufigkeit des Antigens HPA-
1a ist davon auszugehen, dass die verabreichten Praparate alle oder fast alle HPA-1a positiv
waren. Transfusionsreaktionen wurden keine berichtet. In 28,6% aller NAIT-Félle wurden
intravenods Immunglobuline (IVIG) appliziert (n=10). Der Zusammenhang zwischen neonataler
Thrombozytenzahl und IVIG-Gabe wird in der Abbildung 8B dargestellt. Auch hier besteht ein
signifikanter Unterschied des Plattchenwertes beziiglich stattgefundener und fehlender
intravendser Applikation der Immunglobuline (p=0,019; Wilcoxon-Rangsummentest). In acht
Féllen erfolgte die Gabe unterstiitzend zur Transfusion von Thrombozyten, bei zwei Kindern war

es die alleinige Therapieform der NAIT.

4.2.2 Antikorperkonzentrationen von maternalem Anti-HPA-1a

Die im modifizierten MAIPA-Ansatz ermittelten Konzentrationen fiir maternales Anti-HPA-1a
sind in Tabelle 10 aufgefiihrt. Es wurden Werte zwischen 0,25 IU/ml und 163,35 IU/ml
bestimmt, mit einem Median von 24,56 1U/ml (Interquartilsabstand: 10,06 IU/ml - 45,13 [U/ml).
In drei Fallen lag die Anti-HPA-1a-Antikérperkonzentration iiber 100 IU/ml. Die Abbildung 9

zeigt die Haufigkeitsverteilung.

Abbildung 9: Haufigkeitsverteilung der ermittelten Antikérperkonzentrationen
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4.2.3 Antikorperkonzentration und Thrombozytopenie

In der Abbildung 10 wird der Zusammenhang zwischen maternaler Antikérperkonzentration
und neonataler Thrombozytenzahl dargestellt, wobei nur die zuerst gemessenen Plattchenwerte
(zwischen dem ersten und vierten Lebenstag) bertcksichtigt worden sind. Man kann erkennen,
dass es keinen engen Zusammenhang zwischen der Anti-HPA-1a-Konzentration bei der Mutter
und den fetalen Thrombozytenzahlen gibt (Kendalls Tau -0,081, p=0,495). Auch unter Beriick-
sichtigung des Minimums fiir den Plattchenwert besteht keine Korrelation zwischen Thrombo-

zytopenie und Anti-HPA-1a-Konzentration (t=-0,078, p=0,513).
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Abbildung 10: Neonatale Thrombozytenzahl und maternale Anti-HPA-1a-Konzentration
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4.2.4 Antikorperkonzentration und Blutungszeichen

Die Abbildung 11 zeigt den Zusammenhang zwischen der im maternalen Serum bestimmten
Konzentration des Anti-HPA-la-Antikérpers und den verschiedenen Auspragungen von
Blutungszeichen, d. h. Petechien, Himatome (exkl. intrakranielle Himatome) und intrakranielle
Blutungen (ICH). Bei Neugeborenen mit Petechien waren (verglichen mit Neugeborenen ohne
Petechien) die entsprechenden miitterlichen Anti-HPA-1a-Konzentrationen iiberzufillig hoher
(p=0,031; Wilcoxon-Rangsummentest), dies gilt auch fiir Neugeborene mit Hamatomen
(p=0,012). Fiir intrakranielle Blutungen kann wegen der niedrigen Fallzahl (n=2) dieser

Unterschied nicht bewertet werden.

4.2.5 Antikorperkonzentration und Therapie

Die Abbildung 12A zeigt den Zusammenhang zwischen der Antikorperkonzentration des
maternalen Anti-HPA-1a-Antikorpers und der Gabe von Thrombozytenkonzentraten (THK),

wobei zwischen keinem, einem oder mehr als einem THK unterschieden wurde.

Es besteht kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen diesen beiden Parametern
(p=0,816; Kruskal-Wallis H-Test). Auch in Bezug auf die Therapie mit intravendsen Immun-
globulinen besteht kein signifikanter Unterschied der Antikorperkonzentration (p=0,844;

Wilcoxon-Rangsummentest). Der Zusammenhang wird in der Abbildung 12B dargestellt.
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Abbildung 11: Zusammenhang zwischen Antikérperkonzentration und Blutungszeichen
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ICH = Intrakranielle Himorrhagien, IU = Internationale Einheiten

Abbildung 12: Zusammenhang zwischen Antikdrperkonzentration und Therapie
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IVIG = intravendse Immunglobuline, IU = internationale Einheiten, THK = Thrombozytenkonzentrate
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4.2.6 NAIT mit initial nicht festgestelltem Anti-HPA-1a

Bei einem madannlichen Neugeborenen wurde im Jahr 2012 eine schwere Thrombozytopenie
beobachtet, obwohl direkt nach der Geburt serologisch kein thrombozytirer Antikdrper im
maternalen Serum nachgewiesen werden konnte. Dabei handelte es sich um das erstgeborene
Kind einer HPA-la-negativen 30-jahrigen Frau, die wahrend der Schwangerschaft keine
Auffilligkeiten aufwies. Zur Geburt (34+3 SSW) zeigte das méannliche Frithgeborene multiple
Petechien am Kopf und mehrere Himatome an den unteren Extremitaten. Die APGAR-Werte (1
min, 5 min bzw. 10 min postnatal) betrugen 7, 8 und 9. Aufer einer pulmonalen Adaptations-
storung - am ehesten bedingt durch die Friihgeburtlichkeit - waren zunichst keine weiteren
Komplikationen beobachtet worden, vor allem keine Infektzeichen. In der ersten Blutbildanalyse
fiel eine schwere Thrombozytopenie auf (14 Gpt/l), so dass umgehend ein Thrombozyten-
konzentrat transfundiert wurde. Am dritten Lebenstag erreichte die Thrombozytenzahl ihren
Nadir mit 12 Gpt/], so dass zusatzlich ab dem fiinften Thrombozytenkonzentrat eine begleitende
intravendse Gabe von Immunglobulinen (1 g/kg Korpermasse pro Tag) veranlasst und
anschlieffend vor jeder weiteren Plattchengabe wiederholt wurde. Ab dem sechsten
Thrombozytenkonzentrat wurden nur noch HPA-la-negative Praparate transfundiert. Unter
dieser kombinierten Therapie stabilisierten sich die Plattchenwerte zunehmend, ab dem 44.
Lebenstag waren sie normwertig. Der Verlauf und die Transfusionsstrategie wird in Abbildung

13 gezeigt.

Abbildung 13: Verlauf der Thrombozytenzahl und Transfusionsstrategie
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Die sonografische Bildgebung des Schadels ergab zu keiner Zeit den Verdacht auf intrakranielle
Blutungen, bei den ophthalmologischen Untersuchungen konnten jedoch beidseits strichférmige

bis flachige Blutungen der Retina nachgewiesen werden. Diese waren im weiteren Verlauf
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riickldufig und das Neugeborene konnte am 37. Lebenstag aus der stationdren Behandlung

entlassen werden.

Bei Verdacht auf NAIT wurden kindliche, miitterliche und vaterliche Proben untersucht. Die
Antikorperdiagnostik erfolgte mittels etabliertem MAIPA-Verfahren®, wobei unter Verwendung
von monoklonalen Antikorpern gerichtet gegen die Glykoproteine IIb/Illa, 1a/Ila, Ib/IX und V
sowie gegen B2-Mikroglobulin keine plattchenspezifischen Antikérper oder solche gegen HLA-
Klasse-I-Merkmale im miitterlichen Serum detektiert werden konnten. Das Crossmatch mit
vaterlichen Thrombozyten im indirekten MAIPA-Ansatz war ebenfalls unauffillig. Auch
zusdtzliche Testungen mit einem kommerziellem ELISA-Ansatz (PAKPLUS® von LIFECODES,
Immucor) oder mit einem modifizierten Plattchensuspensions-Immunofluoreszenztest (PSIFT) -
wie beschrieben von von dem Borne et al.”® - blieben unauffillig. Bei der molekulargenetischen
Bestimmung der wichtigsten HPA-Allele mittels kommerzieller SSP-PCR (HPA Ready Gene, Fa.
Inno-train) wurde eine HPA-la-Inkompatibilitit zwischen Mutter und Kind bestétigt. In der
erweiterten Diagnostik konnte zusatzlich gezeigt werden, dass die Mutter homozygot fiir das
Allel DRB3*01:01 ist. In der mikroskopischen Untersuchung von kindlichen, miitterlichen und
vaterlichen Blutausstrichen konnten - abgesehen von der Thrombozytopenie des Kindes - keine
weiteren Auffilligkeiten beobachtet werden. Bis zum 68. postnatalen Tag wurden Proben der
Mutter eingeschickt und untersucht: Plattchenspezifische Antikorper konnten zu keiner Zeit

nachgewiesen werden.

Finf Jahre spater stellte sich die Mutter zu einer genetischen Beratung bei erneutem
Kindeswunsch vor. Zu diesem Zeitpunkt konnte im indirekten MAIPA ein stark reagierender
Antikorper gegen HPA-1a nachgewiesen werden. Somit konnte abschliefiend die Diagnose einer

durch Anti-HPA-1a vermittelten NAIT beim ersten Kind gestellt werden.
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5 Diskussion

Mit den beiden Studien (FNAIT-Studie und Anti-HPA-1la-Studie) sollte einerseits untersucht
werden, ob sich im Vergleich zu historischen Daten Verdnderungen bei den serologischen
Befunden und vor allem bei den Antikorperspezifititen fetaler und neonataler Alloimmun-
thrombozytopenien ergeben haben und andererseits, ob es bei Fillen mit involviertem Anti-
HPA-1a einen Zusammenhang zwischen der maternalen Antikérperkonzentration und der Klinik
bzw. Thrombozytenzahl der Neugeborenen gibt, um somit eventuell einen geeigneten Surrogat-
marker fiir die Risikostratifizierung zukinftiger NAIT-Falle zu finden. In den beiden Studien
wurden insgesamt 292 Fille mit Verdacht auf FNAIT und insbesondere 35 durch Anti-HPA-1a

verursachte neonatale Alloimmunthrombozytopenien vorgestellt.

5.1 Allgemeine Erkenntnisse der FNAIT-Studie

Fiir eine Subpopulation (61 Einsendungen) konnte eine Inzidenz von etwa 31,5 NAIT-Fallen auf
100.000 Geburten (~1:3.177) bestimmt werden. Aufgrund des retrospektiven Charakters der
FNAIT-Studie muss dieser Wert jedoch kritisch betrachtet werden. Eine Vielzahl von Fallen bleibt
wegen fehlender systematischer Bestimmung von Blutbild und plattchenspezifischen Alloanti-
korpern bei allen Geburten unerkannt. Daher iiberrascht es nicht, dass sich der Wert sehr von
den in prospektiven Analysen angegebenen Inzidenzen von etwa 1:800 bis 1:2.000
unterscheidet.? Diese Diskrepanz konnten auch Davoren et al. in ihrer retrospektiven Analyse
von 1992 bis 2000 beobachten. Sie ermittelten in der irischen Bevélkerung eine NAIT-Inzidenz

von etwa 1:16.500 Geburten.”’

Insgesamt wurde in der aktuellen Studie bei mehr méannlichen Neugeborenen eine alloimmune
Thrombozytopenie diagnostiziert (Geschlechterverhaltnis mannlich zu weiblich 1,55). Dieses
Ungleichgewicht wurde auch in weiteren Publikationen beschrieben wie zum Beispiel in der
bereits 1989 erschienenen Arbeit von Mueller-Eckhardt et al. (Verhiltnis 1,44)”%, in der von
Tiller et al. aus dem Jahr 2013 (Verhiltnis 2)° und in der von Sachs et al. aus dem Jahre 2020
(Verhaltnis 2,6).” Auch bei Fillen mit intrakraniellen Blutungen waren mannliche Neugeborene
haufiger als weibliche betroffen. Die genauen Ursachen fiir dieses Ungleichgewicht konnten

bisher nicht eruiert werden.

5.2 Vergleich mit historischen Daten

Um die in der FNAIT-Studie gefundenen Plattchen-relevanten Antikérper mit bekannten Daten

zu vergleichen, wurden folgende Publikationen analysiert: Kroll et al. aus dem Jahre 1998,
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Davoren et al. aus dem Jahre 2004 und Ghevaert et al. aus dem Jahre 2007.%°"% Die Tabelle 11
fasst die wichtigsten Daten zusammen. Es handelt sich dabei um Daten aus Deutschland,
Wisconsin (USA) bzw. Siidengland (UK) mit einer jeweils vergleichbaren ethnischen Zusammen-

setzung der zugrunde liegenden Population.

Tabelle 11: Vergleich serologischer NAIT-Befunde mit historischen Daten

HPA-Spezifitit FNAIT-Studie Kroll et al.* Davoren et al.*! Ghevaert et al.*
n % n % n % n %
Solitar 51 94,4 404 97,3 1126 96,9 193 96,5
HPA-1a 43 79,6 304 73,3 922 79,3 150 75,0
HPA-1b 1 1,9 3 0,7 43 3,7 1 0,5
HPA-2a
HPA-2b 3 0,7 1 0,1
HPA-3a 1 1,9 8 1,9 20 1,7 2 1,0
HPA-3b 9 0,8
HPA-4a 2 0,2
HPA-4b 1 0,2 2 0,2
HPA-5a 2 0,5 12 1,0 1 0,5
HPA-5b 3 5,6 79 19,0 109 9,4 31 15,5
HPA-6bw 1 0,1
HPA-8bw 1 0,2
HPA-12bw 1 0,2
HPA-13bw 1 0,2
HPA-14bw 1 0,2
HPA-15a 2 3,7
HPA-15b 8 4,0
GP Ia/Ila 1 1,9
GP IV (CD36) 5 0,4
Ak-Gemisch 3 56 11 2,7 36 31 7 3,5
HPA-1a + 5b 1 1,9 11 2,7 22 19 5 3,0
HPA-1b + 3a 4 0,3
HPA-1b + 5a 1 0,1
HPA-1b + 5b 5 0,4
HPA-3a + 5b 1 0,1
HPA-3b + 2b 1 0,1
HPA-5b + 15b 2 3,7 2 1,0
HPA-1a+3a+2b 1 0,1
HPA-1b + 3a + 5a 1 0,1
Detektionsrate 54 21,4% 415 NV 1162 31,0% 200 17,4%

Ak = Antikorper, CD = Cluster of differentiation, GP = Glykoprotein, NV = nicht verfiigbar, bedingt durch fehlende
Angabe der insgesamt untersuchten Proben

Studien aus dem siidamerikanischen, afrikanischen und asiatischen Raum wurden wegen der
abweichenden Allelfrequenzen beziiglich der wichtigsten HPA-Systeme nicht berticksichtigt.
Warum dieses sinnvoll ist, zeigt beispielhaft die 2004 publizierte Arbeit von Ohto et al.** Bei
dieser grofden Studie aus dem asiatischen Raum mit insgesamt 24.630 untersuchten maternalen

Proben wurden die meisten Fille einer FNAIT durch Anti-HPA-5b (168 Fille) und Anti-HPA-4b
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(49 Falle) verursacht. Die letztgenannte Spezifitdt ist in Populationen europaischer Herkunft
eine absolute Raritit, was vor allem daran liegt, dass die Phanotypfrequenz fiir das

korrespondierende Alloantigen nahe bei Null liegt.

In der aktuellen FNAIT-Studie und bei den oben genannten drei historischen Publikationen
wurde in den meisten der serologisch bestatigten Falle nur eine plattchenbezogene Allospezifitat
gefunden, ein Gemisch aus mehreren HPA-Antikdrpern war selten: aktuell 5,6% (mit 95%-
Konfidenzintervall: 1,3% - 15,7%), historisch 2,7%-3,5%. Dabei ist auffallig, dass Anti-HPA-5b
der haufigste Antikorper in Seren ist, in denen mehr als eine Spezifitit gefunden wurde: Bei Kroll
et al, Ghevaert et al. und auch bei der aktuellen FNAIT-Studie enthielten alle Antikérpergemische
ein Anti-HPA-5b, bei Davoren et al. kam es in 83,3% aller Fille vor. In allen vier Studien waren
die am haufigsten gefundenen Antikorper solche, die gegen HPA-1a oder HPA-5b gerichtet
waren. Der Anteil fiir Anti-HPA-1a war in allen vier Studien relativ konstant und lag insgesamt
zwischen 75,9% und 81,5%, fiir Falle mit solitirem Antikérpernachweis zwischen 73,3% und
79,6%. Warum Antikoérper gegen HPA-la bei fetalen und neonatalen Alloimmunthrombo-
zytopenien (und auch bei der PTP) um ein Vielfaches haufiger vorkommen als solche gegen HPA-
1b, ist noch nicht komplett geklart. Bei transfundierten Patienten scheint das Verhaltnis eher
umgekehrt zu sein, wie zum Beispiel die Arbeit von Kiefel et al. aus dem Jahre 2001 zeigt: In den
20 Fallen mit plattchenspezifischen Antikérpern wurden solche gegen HPA-1b sechs Mal
nachgewiesen, gegen HPA-1a nur in einem Fall.®** In den meisten Fillen mit nachgewiesenem
Anti-HPA-1b (n=4) waren damals Manner betroffen, eine gleichzeitige Typisierung von HLA-DR
fand zum damaligen Zeitpunkt nicht statt. HLA-Klasse-II-Merkmale scheinen jedoch einen
Einfluss auf die Alloimmunisierung bei Miittern zu haben, die in FNAIT-Falle involviert sind, wie
die Arbeit von Wu et al. zeigt.* Fir die humorale Immunantwort - also fiir die Bildung von
Antikorpern gegen kérperfremde Strukturen - sind sowohl adaquate B- als auch T-Zellantworten
notig. Fir letztgenannte muss eine entsprechende Antigenprdsentation durch spezialisierte
Zellen erfolgen, was nur durch eine ausreichend starke Bindung des kdérperfremden Peptids im
Klasse-1I-MHC-Molekiil moéglich ist. Wu und Kollegen konnten zeigen, dass die fiir den HPA-1-
Polymorphismus verantwortliche Aminosdure an Position 33 des Integrins 3 einen enormen
Einfluss auf diese Bindungsfihigkeit hat. Leucin (HPA-la) sorgt fiir einen Anker in der
Peptidbindungsstelle des MHC-Molekiils DR52a, wahrend Prolin (HPA-1b) dieses nicht vermag.
Ahlen et al. konnten in ihrer Arbeit bestétigen, dass bei Vorhandensein von Leucin an Position 33
und dessen Prasentation iiber DR52a entsprechende T-Zellantworten generiert werden, die zur
Aktivierung von B-Lymphozyten fiihren.?® Dass DR52a bzw. das zugrunde liegende Allel HLA-
DRB3*01:01 einen Einfluss auf die Alloimmunisierung in FNAIT-Fillen hat, gilt heutzutage als
unumstritten: Wienzek-Lischka et al. konnten dies in ihrer aus dem Jahre 2017 stammenden
Publikation erneut zeigen®’, die systematische Analyse von Kjeldsen-Kragh et al. bestitigt diese

Annahme: Bei Miittern, die das Allel HLA-DRB3*01:01 nicht tragen, liegt das Quotenverhaltnis
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(englisch: odds ratio) fiir eine Alloimmunisierung gegen HPA-1a bei 0,05 (95%-Konfidenz-
intervall: 0-0,6).%® Diese beiden Punkte - starke Assoziation zwischen FNAIT und DR52a sowie
erhohte Bindungsfahigkeit und somit Antigenprasentation liber DR52a - bieten eine magliche
Erklirung fiir die deutliche Uberprisentation von Antikérpern gegen HPA-1a in sowohl der
aktuellen als auch in den historischen Studien. Eine HLA-Klasse-1I-Typisierung bei
transfundierten Patienten mit nachgewiesenen Alloantikérpern gegen die beiden Antigene aus
dem HPA-1-System koénnte zusatzliche Erkenntnisse zum beobachteten Ungleichgewicht

bringen.

Fiir die Antikorperspezifitit Anti-HPA-5b ist ein deutlicher Unterschied zwischen der aktuellen
FNAIT-Studie und den historischen Daten zu erkennen. In den damaligen Arbeiten wurde diese
Spezifitiat als solitdrer Antikorper in 9,4% bis 19% der Fille gefunden, wahrend sie in der
aktuellen Studie in nur 5,6% der Falle vorkam (95%-Konfidenzintervall: 1,4%-16.5%). Bezogen
auf die Studie von Kroll et al. ist dieser Unterschied sogar signifikant (p=0,012; exakter Test nach
Fisher). Eine mogliche Ursache fiir die in der FNAIT-Studie gefundene Unterreprasentation von
Anti-HPA-5b konnte sein, dass Neugeborene mit niedrigen Plattchenwerten zunehmend
sorgfaltiger auf eine andere Ursache einer Thrombozytopenie untersucht werden, bevor eine
thrombozytenimmunologische Untersuchung veranlasst wird. Eine weitere Erklarung ware, dass
in der aktuellen Studie auch Antikorper gegen das HPA-15-System einbezogen worden sind.
Berry et al. schlussfolgerten aus ihren Daten, dass HPA-15-Alloantigene eine &dhnliche
Immunogenitit aufweisen wie die aus dem HPA-5-System.® In der aktuellen FNAIT-Studie wurde
nur in drei Seren Anti-HPA-5b als alleinige Spezifitat gefunden, in drei Fallen kam es zusammen
mit anderen plattchenspezifischen Antikorpern vor, davon zwei Mal mit Anti-HPA-15b. Diese
Kombination wurde in der Studie von Ghevaert et al,, in der im Gegensatz zu Kroll et al. und
Davoren et al. ebenfalls Antikorper gegen HPA-15 untersucht worden sind, auch in zwei von

sieben Fillen mit Antikorpergemischen gefunden.®

Warum Antikorper gegen HPA-15a und HPA-15b tberhaupt eine Alloimmunthrombozytopenie
und auch Refraktirzustdnde nach Thrombozytengabe auslosen konnen, ist aktuell noch nicht
vollstindig geklart, da das die Alloantigene tragende Glykoprotein CD109 bisher nur auf
aktivierten Thrombozyten nachgewiesen wurde.*®*** Hier scheint ein deutlich komplexerer
immunologischer Pathomechanismus - eventuell unter Einbeziehung anderer Zellen -
vorzuliegen. Zumindest wurde CD109 auch auf aktivierten T-Lymphozyten, hdmatopoetischen
Vorlduferzellen, aus denen sich auch Megakaryozyten entwickeln, und auf Endothelzellen

nachgewiesen.*

Auch die geringe Haufigkeit von gegen den Glykoproteinkomplex Ib/IX gerichteten Antikérpern
ist noch nicht vollig geklart. In der aktuellen Studie wurde kein solcher Antikérper gefunden, in

den historischen Daten waren sie ebenfalls eine Raritat (0,1%-0,7%). Das konnte daran liegen,
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dass die Alloantigene weniger immunogen sind oder die korrespondierenden Antikorper
weniger stark durch den neonatalen Fc-Rezeptor (FcRn) transportiert werden, wie Kaplan,
Bertrand und Ni in ihrer Ubersichtsarbeit zusammenfassen.® Es ist auch denkbar, dass die
Symptome deutlich schwacher im Vergleich zu anderen Alloantikérpern ausfallen und somit
perinatal gar nicht bemerkt werden, oder - genau umgekehrt - so schwerwiegend sind, dass sie
bereits wahrend der Schwangerschaft frithzeitig zum intrauterinen Fruchttod fiithren. Dartiber
hinaus wird der Glykoproteinkomplex Ib/IX/V nur auf Thrombozyten und Megakaryozyten
exprimiert.””! Das Fehlen dieser Proteinen auf Trophoblasten konnte somit auch ein Grund fiir
die seltene Alloimmunisierung gegen Merkmale des HPA-2-Systems sein, wie Xu et al. in ihrer

Arbeit vermuten.’?

Ein weiterer interessanter Aspekt von Ubersichtsarbeiten mit plittchenspezifischen feto-
maternalen Inkompatibilitdten ist die Detektionsrate, d. h. der Anteil serologisch bestatigter
NAIT-Félle im Verhéltnis zur Gesamtzahl eingesandter Proben. Die Rate liegt in der aktuellen
FNAIT-Studie in dem Bereich von fritheren Untersuchungen (aktuell 21,4%, historisch 17,4%-
31%). Vergleicht man aber die Studien unter dem Gesichtspunkt der Beriicksichtigung von
Glykoprotein IV (GP 1V, CD36), fillt auf, dass die Detektionsrate hoher ist, wenn auch GP IV
einbezogen wurde (ohne GP IV 17,4%-21,4%, mit GP IV 31%). Eine Isoimmunisierung bei
entsprechender GP-1V-Defizienz wird vor allem bei Personen mit asiatischer oder afrikanischer
Herkunft beobachtet.*®** Aufgrund weiter zunehmender globaler Migrationsbewegungen
erscheint es sinnvoll, dieses Glykoprotein bei entsprechendem Verdacht auch in die Diagnostik
einzubeziehen. Eine einfach durchzufiihrende Screeninguntersuchung konnte der Nachweis von
fehlendem loslichen CD36 im Plasma entsprechender Miitter sein, wie zum Beispiel von
Phuangtham et al. vorgeschlagen.”® Ein weiteres wichtiges Mittel zur Erhohung der Detektions-
rate ist das Crossmatch aus paternalen Thrombozyten und maternalem Serum. Der in Kapitel
4.1.4 beschriebene Fall zeigt eindrucksvoll, dass nur mithilfe dieses Ansatzes ein Antikdrper
gegen ein niederfrequentes Antigen auf dem Glykoproteinkomplex la/Ila bestimmt werden
konnte. Auch wurde der erst vor Kurzem von Hopkins et al. publizierte erste Fall einer Anti-HPA-
6b-bedingten NAIT im Vereinigten Konigreich nur durch die Verwendung paternaler Thrombo-
zyten nachgewiesen.”* Beide Aspekte, das heifdt Beriicksichtigung von GP IV und Durchfiithrung
eines Crossmatch-Ansatzes, sind bereits in die Empfehlung der thrombozytenimmunologischen
Arbeitsgruppe der International Society of Thrombosis and Haemostasis zur Diagnostik beim

Verdacht auf FNAIT eingeflossen.?

5.3 Intrakranielle Himorrhagien

Die am meisten gefiirchtete Komplikation fetaler und neonataler Thrombozytopenien ist das

Auftreten intrakranieller Himorrhagien (ICH). Sie wurden in der FNAIT-Studie in insgesamt drei
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Fallen beobachtet. Zwei Mal wurde ein Anti-HPA-1a nachgewiesen, ein Mal ein Anti-HPA-1b. Bei
54 NAIT-Féllen mit plattchenspezifischen Alloantikérpern entspricht dieses einer Rate von 5,6%.
Dieser Wert ist niedriger als die von Ghevaert et al. beschriebenen 13% aus dem Jahre 2007.%
Dieses konnte daran liegen, dass zu dem damaligen Zeitpunkt wichtige Erkenntnisse aus der
Studie von Kjeldsen-Kragh et al. in die Organisation der Geburtsabldufe gefihrdeter Kinder
eingeflossen sind. Die Autoren konnten mit ihren Daten zeigen, dass eine geplante Sectio
caesarea etwa zwei bis vier Wochen vor dem eigentlich errechneten Geburtstermin statistisch
signifikant seltener zu schweren Blutungszeichen bei den Neugeborenen fiihrte.?* Die Autoren
begriindeten dies folgendermafien: Bei an Hamophilie leidenden Kindern fiihrt die nattirliche
Geburt deutlich haufiger zu intrakraniellen Blutungen. Das heifdt, dass der vaginale Geburtsweg
als deutlich traumatischer als der Kaiserschnitt angesehen wird. Durch die Verkiirzung der
Schwangerschaft ist dariiber hinaus der Fetus weniger lang dem maternalen Antikorper
ausgesetzt. Zusatzlich kann sich die angeschlossene Blutbank bei einem geplanten
Geburtstermin besser darauf vorbereiten, kompatible und ausreichend viele Thrombozyten-
praparate vorzuhalten. Dadurch sollen lidnger andauernde Thrombozytopenien unter dem
kritischen Wert von 30 Gpt/l vermieden werden. Eine Limitation der FNAIT-Studie beziiglich der
Rate intrakranieller Blutungen war jedoch die nicht aktive Abfrage neonataler Blutungszeichen.
Vielmehr konnten und sollten die anfordernden Kliniker auf dem zugehorigen Anforderungs-
schein entsprechende klinische Komplikationen mitteilen. Folglich kénnte die Anzahl nicht
erfasster ICH hoher als die angegebenen 5,6% sein. Unabhangig davon zeigte die aktuelle FNAIT-
Studie, dass Anti-HPA-1a weiterhin der am haufigsten gefundene Antikorper bei NAIT-Fillen mit

intrakraniellen Blutungen ist.

5.4 Fetomaternale Inkompatibilitit

Bei 40 Féllen der FNAIT-Studie war der Verdacht auf genau solche intrakranielle Haimorrhagien
der Ausloser fiir eine erweiterte Diagnostik (,FAIT-Abklarung® siehe auch Abbildung 4 im
Kapitel 3.1.2 Einschluss- und Ausschlusskriterien der FNAIT-Studie). Hier waren es keine
erniedrigten Thrombozytenzahlen oder direkten Blutungszeichen, sondern intrauterin
gefundene Auffilligkeiten bei der sonografischen Feindiagnostik, die zur Abkladrung einer
fetomaternalen Inkompatibilitiat fiihrten. Die mittels SSP-PCR bestimmten maternalen Allel-
frequenzen wurden mit historischen Daten verglichen. Fiir die Systeme HPA-1, 2, 3, 4 und 5
wurde dabei die Publikation von Kiefel et al. aus dem Jahre 1993 genutzt, da sie trotz des
serologischen Ansatzes die grofdte Anzahl von Probanden fiir eine vergleichbare Population
aufweist.” Fiir HPA-15 wurde die Arbeit von Ertel et al. aus dem Jahre 2005 genutzt.*” Die 95%-
Konfidenzintervalle fiir die involvierten 40 Félle zeigen, dass es keine statistisch signifikanten

Unterschiede zu den vorbeschriebenen Allelfrequenzen gab, die zugehoérigen p-Werte lagen
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dabei zwischen 0,616 und 1 (Binomialtest). Im Gegensatz zu den Fillen mit postnataler

Abklarung einer Thrombozytopenie lag somit kein Ungleichgewicht fiir ein HPA-Alloantigen vor.

Die Detektionsrate fiir plattchenspezifische Antikérper in dieser 40 Fille umfassenden
Untergruppe war mit 2,5% sehr gering: Es wurde nur in einem einzigen maternalen Serum ein
Anti-HPA-5b gefunden. Ob dieser den in der 27. SSW gefundenen Hydrocephalus beim Feten
verursacht hat, ist unklar Eine Typisierung des Feten beziiglich HPA-5b wurde nicht
durchgefiihrt, und weitere anamnestische Daten - vor allem zu vorherigen Schwangerschaften -
lagen nicht vor. In der Publikation von Refsum et al. aus dem Jahre 2018 wurde eine dhnliche
Studiengruppe betrachtet: Alle nach der 32. Schwangerschaftswoche geborenen Kinder mit
intrakraniellen Blutungen, die in Schweden von 2003 bis 2012 in dem zugehdrigen Register
erfasst worden sind, wurden dafiir analysiert.”® Von insgesamt 286 betroffenen Neugeborenen
konnte in 105 Fillen das zugehorige maternale Serum untersucht werden. Die dort gefundene
relative Haufigkeit von plattchenspezifischen Antikorpern ist mit 2,9% vergleichbar hoch wie die
in der hier vorliegenden Untergruppe der FNAIT-Studie. In drei Fallen wurden plattchen-
spezifische Antikérper nachgewiesen (Anti-HPA-1a, Anti-HPA-5b und ein Gemisch aus Anti-
korpern gegen HPA-5b und HPA-15a). Wahrend bei den Fillen mit Anti-HPA-1a und Anti-HPA-
15a schwere Thrombozytopenien (<50 Gpt/1) beim Kind auftraten, war die Plattchenzahl im Fall
des solitiren Anti-HPA-5b nur moderat erniedrigt. Mogliche kausale Zusammenhange konnten
jedoch nicht weiter untersucht werden, da HPA-Typisierungen der Neugeborenen auch in jener
Studie nicht vorlagen. Die Autoren konnten aber zeigen, dass bei Fallen mit intrakraniellen
Blutungen schwere Thrombozytopenien insgesamt nur selten auftraten (8,5%) und dass
klassische Griinde wie Asphyxia neonatorum und traumatische Entbindungen viel haufiger
anzufinden waren. Intrakranielle Blutungen bei FNAIT-Fillen mit nachgewiesenem Antikorper
gegen HPA-5b sind jedoch beschrieben worden.®”*® Die retrospektive Untersuchung von
Rousseau, Goldman und David aus dem Jahre 2004 weist allerdings darauf hin, dass Anti-HPA-5b
eine geringere Kklinische Relevanz als zum Beispiel Anti-HPA-1a hat.”” Bei den in ihrer Studie
vorgestellten 31 Fallen waren 78% aller Fille asymptomatisch. In keinem Fall lag eine
intrakranielle Blutung vor. Andere Blutungszeichen und schwerere Thrombozytopenien wurden
dann beobachtet, wenn neben Anti-HPA-5b auch ein Antikérper gegen HPA-1a im maternalen
Serum vorlag. Allerdings hat die Studie auch gezeigt, dass bei der einzigen Folgeschwangerschaft
mit solitdrem Anti-HPA-5b die Thrombozytopenie beim nachstem Geschwisterkind ausgepragter
war (Nadir: 27 Gpt/l im Vergleich zu 83 Gpt/1). Die Autoren zeigten auch, dass die Detektionsrate
an Anti-HPA-5b-bedingten NAIT-Féllen vor allem dann hoch war, wenn die Bestimmung der
Thrombozytenzahl aus Nabelschnurblut routinemafig durchgefiihrt wurde, was auf einen
Zufallsbefund hinweisen konnte. Dazu passend kamen Alm et al. in ihrer erst kiirzlich
erschienenen Ubersichtsarbeit iiber den Einfluss von Anti-HPA-5b in vermuteten FNAIT-Fillen

zu dem Ergebnis, dass diese Antikorperspezifitit keine schweren Thrombozytopenien oder
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Blutungskomplikationen verursacht.”® Dariiber hinaus fanden sie nur schwache Hinweise dafiir,
dass ein kleiner Teil der schwangeren Frauen mit nachgewiesenem Anti-HPA-5b ein Neu-

geborenes mit einer milden Thrombozytopenie zur Welt bringt.

Bei der geringen Detektionsrate in der hier untersuchten Untergruppe der FNAIT-Studie konnte
man annehmen, dass eine thrombozytenserologische Abklarung bei Miittern mit intrauterin
gefundenen Auffilligkeiten in den sonografischen Vorsorgeuntersuchungen nicht zielfiihrend sei.
Dabei muss jedoch bedacht werden, dass die Anzahl von 40 Fillen sehr Klein ist. Aufderdem
wurden in der Literatur Fille mit einer bereits wiahrend der Schwangerschaft auftretenden
intrakraniellen Blutung und spéteren neurologischen Komplikationen beschrieben.* Diese und
die daraus resultierenden Kosten fiir das Gesundheitssystem konnten durch eine genaue
Diagnosestellung bei nachfolgenden Schwangerschaften eventuell vermieden werden. Ob jedoch
eine primarprophylaktische Untersuchung zur Vermeidung von plattchenspezifischen Alloimmu-
nisierungen zielfilhrend ist, muss aufgrund der geringen Anzahl von HPA-Antikérpern bei
Neugeborenen mit intrakraniellen Blutungen kritisch betrachtet werden. Die Autoren der oben
beschriebenen Studie von Refsum et al. sind der Auffassung, dass es kosteneffizienter sei,
Komplikationen wie die Neugeborenen-Asphyxie und traumatische Entbindungen zu vermeiden

als ein Screening-Programm fiir HPA-Alloimmunisierungen zu etablieren.’

5.5 Einfluss von HLA-Klasse-I-Antikorpern

Neben dem einzigen Fall eines Anti-HPA-5b wurden in der oben genannten ausgewadhlten
Subpopulation der FNAIT-Studie bei neun Fillen (22,5%) HLA-Klasse-I-Antikorper nach-
gewiesen. Diese Haufigkeit wurde mit einer dhnlichen Dimension (23,8%) auch in der oben
beschriebenen Studie von Refsum et al. bei Neugeborenen mit intrakraniellen Blutungen
beschrieben.” Von den neun Fillen zur ,FAIT-Abklarung“ gelang der Nachweis von HLA-Klasse-I-
Antikorpern insgesamt acht Mal im indirekten MAIPA-Ansatz mit standardmaf3ig verwendeten
Testthrombozyten, in einem Fall nur im Crossmatch mit paternalen Blutplattchen. Bei
Folgeuntersuchungen konnte hierbei die Allospezifitit Anti-HLA-A23 bestimmt werden. Zu dem
damaligen Zeitpunkt wurde fiir den HLA-spezifischen Ansatz des indirekten MAIPA-Tests ein
Poolansatz mit Plattchen von acht bekannten Thrombozytenspendern gewahlt, die fiir HLA-A
und HLA-B typisiert waren. Dadurch sollten die hdufigsten Antigenspezifititen abgedeckt
werden. Dariiber hinaus lief beim regelmafig durchgefiihrten Crossmatch zwischen maternalem
Serum und paternalen Thrombozyten ebenfalls ein Ansatz mit einem monoklonalen Antikoérper
gegen das [32-Mikroglobulin. Somit war ein Vergleich der mit diesen beiden Untersuchungs-
ansdtzen gefundenen Haufigkeiten von HLA-Klasse-I-Antikdrpern moglich. Unter der Annahme,
dass die eingesandten paternalen Proben stets die Vater in den aktuellen und vorherigen

Schwangerschaften waren, sollte der HLA-Crossmatch-Ansatz die sensitivere Methode
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darstellen, da Schwangerschaften ein deutlich héheres Risiko zur Alloimmunisierung gegen

HLA-Klasse-I-Merkmale aufweisen als zum Beispiel vorherige Transfusionen.”

In der Tat wurden in der gesamten FNAIT-Studie elf der 79 nachgewiesenen HLA-Klasse-I-
Antikorper nur im Crossmatch-Ansatz gefunden. Die daraus abgeleitete Sensitivitat fiir den HLA-
Ansatz im indirekten MAIPA-Test betragt somit 86,1%. Eine hohere Sensitivitat konnte durch die
Verwendung eines weiteren Poolansatzes oder durch die Erhéhung der Spenderanzahl mit
Aufnahme weiterer HLA-Klasse-I-Merkmale im Poolansatz erreicht werden. Nach dem Ende der
FNAIT-Studie wurde im thrombozytenserologischen Labor in der Tat ein neunter Spender in den
Pool aufgenommen, um somit das Spektrum an Alloantigenen zu erhohen. Zukiinftige
Auswertungen miissen zeigen, ob sich dadurch die Sensitivitat tatsachlich erhoht hat. Luminex-
basierte Testansitze haben ebenfalls eine hohe Detektionsrate fiir HLA-Klasse-I-Antikorper, sind
aber in der Gesamtschau deutlich kostenintensiver als der HLA-Ansatz des indirekten MAIPA-
Tests. Aufderdem konnte in der Studie von Jackman et al. gezeigt werden, dass HLA-Antikorper,
die nur im Luminex-basierten Testverfahren detektiert wurden, nicht zu einer erhohten
Refraktaritit nach Thrombozytengabe fiihrten.'® Der HLA-Ansatz des indirekten MAIPA-Tests

scheint somit eine kostensparende und sichere Alternative darzustellen.

Dariiber hinaus wird der Einfluss von HLA-Klasse-I-Antikorpern bei fetalen und neonatalen
Alloimmunthrombozytopenien kontrovers diskutiert. In der Literatur wurden bereits viele
vermutete FNAIT-Félle publiziert, die einen kausalen Zusammenhang zwischen gegen paternale
HLA-Klasse-I-Merkmale gerichtete Alloantikorper und neonataler Thrombozytopenie
postulierten. Andere Ursachen konnten haufig nicht sicher ausgeschlossen werden, so dass ein
zufdlliger Nachweis dieser Antikdrper ebenfalls moglich ist. In der 2020 erschienenen ersten
systematischen Analyse zu diesem Sachverhalt von Sachs et al. kamen die Autoren zum Schluss,
dass HLA-Klasse-I-Antikérper nicht zum klinischen Bild einer FNAIT fiihren.”® Sie stellten dabei
nochmal heraus, dass eine Refraktaritit nach Thrombozytengabe definitiv durch Antikérper
gegen HLA-Merkmale verursacht werden kann, da in diesem von ihnen genannten host-vs-graft-
Szenario die HLA-Antikorper nur gegen die allogenen Thrombozyten gerichtet sind. Im
umgekehrten, also sogenannten graft-vs-host-Szenario, scheinen die vielfach exprimierten
loslichen und auf fast allen Korperzellen vorkommenden HLA-Merkmale eine protektive

Wirkung auf die autologen Thrombozyten des Kindes auszuiiben.

5.6 Einfluss von RhD auf NAIT-Falle mit Anti-HPA-1a

Ein liberraschender Befund dieser Arbeit ist der niedrigere Anteil von RhD-negativen Miittern
bei Anti-HPA-1a-bedingten NAIT-Fallen. Eine solche Beobachtung ist bisher nicht beschrieben
worden. Der gefundene Unterschied ist statistisch signifikant (p=0,039 bei der Annahme einer

Phanotypfrequenz von 16,5% fiir RhD-negativ in der allgemeinen Bevodlkerung). Um

5 Diskussion 62



auszuschliefen, dass es sich um einen Zufallsbefund handelt, sollte diese Fragestellung in einer

neuen Stichprobe tiberpriift werden.

Sollte dieser Befund bestitigt werden konnen, stellt sich die Frage, warum RhD-negative Frauen
offenbar seltener im Rahmen einer Schwangerschaft gegen HPA-1a immunisiert werden. Es ist
eher unwahrscheinlich, dass das Antigen RhD bzw. sein Fehlen einen direkten Einfluss auf HPA-
la bzw. dagegen gerichtete Antikorper hat. Die zugehorigen Gene liegen auf verschiedenen
Chromosomen (RHD auf Chromosom 1, ITGB3 auf Chromosom 17).°*'°> Hinzu kommt, dass RhD
nur auf Erythrozyten und erythroiden Vorlduferzellen exprimiert wird.'”® Eine mogliche
Erklarung fiir die wenigen RhD-negativen Miitter konnte die bei ihnen routinemafiig
vorgesehene Immunprophylaxe mit polyklonalem Anti-D sein. Die Injektion erfolgt in vielen
Landern nicht nur postpartal, sondern bereits wiahrend der Schwangerschaft (in Deutschland in
SSW 27+0 bis 29+6)*, um die Immunisierungswahrscheinlichkeit gegen RhD zu reduzieren.'**
Es wurden dariiber hinaus Einzelfallbeschreibungen mit einer Koinzidenz von maternalem Anti-
D und Anti-HPA-1a publiziert, bei denen die Thrombozytopenie des Neugeborenen deutlich
milder als erwartet ausgefallen ist.'®'% Seit mehr als 25 Jahren kommt polyklonales Anti-D
humanen Ursprungs auch bei der autoimmunen Thrombozytopenie (AITP) zum Einsatz.'®”'%
Der Wirkmechanismus hierbei und auch bei der Unterdriickung der Primarimmunisierung
gegen RhD im Rahmen der klassischen Anti-D-Prophylaxe ist noch nicht vollig geklart. Eine
einfache Hypothese bei der AITP waire das Ausschopfen der Kapazititen des retikulo-
endothelialen Systems durch opsonierte Erythrozyten, so dass Blutplattchen weniger stark
abgebaut werden.'”” Coopamah, Freedman und Semple konnten in ihrer Arbeit zeigen, dass Anti-
D-Immunglobuline der Klasse G iiber ihren Fc-Part einen leukozytdren Oxidationssturm
auslosen, der anschlieBend die Erythrozytophagozytose unterdriickt.’® Dabei stieg die
Konzentration des anti-inflammatorischen Zytokins Interleukin-1-Rezeptor-Antagonist deutlich
an. Dies widre eine mogliche Erklarung fiir den inhibitorischen Einfluss von Anti-D auf
Primdrimmunisierungen. Die Studie von Kaufman et al. aus dem Jahre 2013 unterstiitzt diese
These der nicht-spezifischen Immunsuppression.''® Die Autoren konnten zeigen, dass sich RhD-
negative Miitter, die planmafiig eine prapartale Anti-D-Prophylaxe erhalten haben, signifikant
seltener gegen HLA-Merkmale immunisierten. Falls therapeutisch verabreichtes Anti-D wirklich
einen Einfluss auf den Anteil von RhD-negativen Miittern mit Anti-HPA-1a-Antikérpern haben
sollte, konnte durch zukiinftige prospektive Studien analysiert werden, welcher Effekt
(Inhibition der Primdrimmunisierung oder eher Abschwiachung der Thrombozytopenie) im
Vordergrund steht. Hierfiir bietet sich die in den Niederlanden geplante Studie mit dem Namen
HPA-screening in pregnancy (HIP) an, die bereits von Winkelhorst et al. vorgestellt wurde."'! Aus
vor allem organisatorischen Griinden werden hierbei nur Miitter eingeschlossen, die RhD-

negativ oder Rhc-negativ sind. Da in den Niederlanden aktuell zwar eine Anti-D- aber (noch)
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keine Anti-c-Immunprophylaxe durchgefiihrt wird, ware eine entsprechende Analyse der sich

daraus ableitenden Subpopulationen, die in etwa gleichgrof? sein sollten, hochst interessant.

5.7 Allgemeine Erkenntnisse der Anti-HPA-1a-Studie

Die HIP-Studie weist weitere wichtige Vorteile auf: Sie ist prospektiv, verblindet und rein
beobachtend geplant, so dass eine Vielzahl an grundlegenden Daten fetomaternaler
Inkompatibilititen ohne iatrogene Beeinflussung analysiert werden kann. Die Informationen
dieser Studie sollen primar dazu dienen, eine zukiinftige Risikostratifikation zum Erkennen vor
allem schwerwiegender NAIT-Falle zu etablieren. Im Mittelpunkt stehen dabei solche, die durch
Alloantikoérper gegen HPA-la ausgelost werden. Die in der aktuellen Anti-HPA-1a-Studie
gewonnenen Daten waren zwar rein retrospektiv, konnten aber auch zeigen, dass vor allem
gesunde Kinder betroffen waren: Das Geburtsgewicht lag im Mittel bei 3.115 g + 718 g, die
Korperldnge bei 49 cm * 3 cm. Der Median des APGAR-Wertes nach einer Minute lag bei 9
(Interquartilsabstand: 8-9), und in keinem einzigen Fall konnte eine fortgeschrittene oder gar
schwere Azidose bei der Bestimmung des pH-Wertes aus der Nabelschnurarterie ermittelt
werden. Somit waren es vor allem Blutungszeichen, die zur weiteren Abklarung fiihrten: In
62,8% aller Fille wurden Petechien beobachtet, in 28,6% traten Himatome auf und in 5,7%
sogar intrakranielle Blutungen, wobei bei zwei weiteren Neugeborenen solche nicht sicher
ausgeschlossen werden konnten. In 60% der Fille wurde mindestens ein Thrombozyten-
konzentrat transfundiert. Dabei wurden stets unausgewahlte Praparate appliziert. Dass darunter
stabile Plattchenwerte erreicht wurden, deckt sich mit der 2006 publizierten Studie von Kiefel et
al. mit einer vergleichbaren Studiengrofde. Dort konnte mit diesem Vorgehen bei 24 von 27
Neugeborenen eine moderate oder sogar signifikante Anhebung des Thrombozytenwertes

erzielt werden.?®

Es konnte zudem in der Anti-HPA-1a-Studie gezeigt werden, dass mehr als die Halfte der Kinder
Thrombozytenzahlen unter 30 Gpt/l aufwiesen, was als kritischer Wert fiir intrakranielle
Blutungen angesehen wird.? Bei etwa jedem neunten Kind lag der Nadir fiir den Plattchenwert
sogar unterhalb von 10 Gpt/l, was zusdtzlich dafiir spricht, dass Anti-HPA-1a die Antikérper-
spezifitdat mit den schwersten Verldaufen von NAIT-Féllen in Populationen europaischer Herkunft

ist und somit im Fokus einer Risikostratifikation stehen sollte.

5.8 Einfluss der Antikorperkonzentration von Anti-HPA-1a

Seit Jahren wird zur Vorhersage des Schweregrades einer FNAIT ein passender Surrogatmarker
gesucht. Dabei wurde auch immer wieder die Antikorperhéhe - sei es als Titer oder als

Konzentration - in den Mittelpunkt gestellt, teilweise mit sehr gegensatzlichen Erkenntnissen.
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Die Abbildung 10 im Kapitel 4.2.2 zeigt den in der Anti-HPA-la-Studie vorliegenden
Zusammenhang zwischen Plittchenwert und Antikérperkonzentration. Eine signifikante
Korrelation konnte dabei weder fiir die erstgemessene noch fiir die minimale Thrombozytenzahl
gefunden werden (t=-0,081, p=0,495 bzw. t=-0,078, p=0,513; Kendalls Tau). Zu ahnlichen
Ergebnissen kamen sowohl Ghevaert et al. als auch Sainio et al. in ihren jeweiligen Arbeiten, die
ebenfalls 97 bzw. 72 Fille einer durch Anti-HPA-1a-bedingten FNAIT untersuchten.®''* Bei
beiden Studien bestand kein signifikanter Zusammenhang zwischen Antikérperkonzentration
und Thrombozytenzahl. Im Gegensatz dazu konnte u. a. in folgenden Arbeiten eine gewisse
Korrelation zwischen beiden Grof3en gefunden werden: Bertrand et al. im Jahre 2006, Killie et al.
im Jahre 2007, Bertrand, Petermann und Kaplan im Jahre 2014 (allesamt retrospektiv) sowie
Killie et al. im Jahr 2008 und Bessos et al. im selben Jahr (beide prospektiv/unausgewéhlt).!**-1*
Dabei wurden unterschiedliche Schwellenwerte fiir die Antikérperkonzentration ausgegeben,
die jeweiligen diagnostischen Parameter wie zum Beispiel positiver und negativer
Vorhersagewert wiesen jedoch eine hohe Spannweite auf. Im Jahr 2019 wurde dieser
Sachverhalt durch Kjer et al. in einem Review systematisch analysiert.'® Dafiir schlossen die
Autoren eine Vielzahl an Studien ein, unter anderem auch die oben genannten. Sie kamen dabei

zu folgenden Erkenntnissen:

* Die Quantifizierung von HPA-la-Antikorpern zur Korrelationsanalyse ist am besten
durch den glykoproteinspezifischen indirekten MAIPA-Test moglich, reine ELISA-
Verfahren und der PIFT eignen sich nicht dafiir, da ebenfalls im Serum vorhandene HLA-

Klasse-I-Antikorper das Resultat verfalschen kénnen.

* Unter bestimmten Bedingungen kann die Hohe der Antikérperkonzentration zur
Auswahl des Geburtswegs und zur Bereithaltung HPA-kompatibler Thrombozyten-

konzentrate herangezogen werden.

* Bei Folgeschwangerschaften mit vorherigen Fallen einer FNAIT besteht eine signifikante
Korrelation zwischen maternaler Antikorperkonzentration und fetaler Plattchenzahl
(p<0,05). Das Ausmafd der Schwere der fetalen bzw. neonatalen Alloimmunthrombo-
zytopenie kann aufgrund niedriger positiver und negativer Vorhersagewerte jedoch nicht

sicher im Vorfeld bestimmt werden.

Die maternale Antikorperkonzentration kann zusammengefasst zwar unter bestimmten Voraus-
setzungen das Ausmafé der Thrombozytopenie beim Neugeborenen abschitzen, als praxis-

tauglicher Vorhersagewert geniigt sie aber nicht.

Der im Kapitel 4.2.6 beschriebene Fall ist ein gutes Beispiel dafiir, dass schwere neonatale
Thrombozytopenien sogar dann auftreten kdnnen, wenn keine im indirekten MAIPA-Test
messbare Antikorperkonzentration vorliegt. Er zeigt ebenfalls eindrucksvoll, dass der

serologische Nachweis thrombozytiarer Antikdrper nicht das alleinige Mittel zur Diagnose-
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stellung einer NAIT sein kann. Bei entsprechenden klinischen Kriterien (gesundes Neugeborenes
ohne Infektzeichen mit isolierter Thrombozytopenie) und vor allem bei nachgewiesenen HPA-
la-Inkompatibilititen zwischen Mutter und Kind sollte stets an eine alloimmun bedingte
Thrombozytopenie des Neugeborenen gedacht werden, auch wenn kein plattchenspezifischer
Alloantikorper gefunden werden kann. Eine mogliche Erklarung fiir den initial nicht gelungenen
Nachweis des Antikérpers gegen HPA-la konnte in seiner geringen Aviditat, d. h. geringen
Bindungsfihigkeit gegeniiber dem Alloantigen, liegen. Socher et al. haben in ihrer Arbeit iiber
niedrig-avide HPA-la-Alloantikorper zwei ahnliche Féille beschrieben.'” Dort gelang der
Nachweis nur mithilfe der Oberflachen-Plasmonenresonanz-Technologie (englisch = surface
plasmon resonance, SPR). Die Autoren vermuteten, dass die zahlreichen Waschprozesse im
MAIPA-Ansatz (siehe Kapitel 3.2.2, Abschnitt Testdurchfiihrung) fiir die fehlende Detektion solch
niedrig-avider Antikérper verantwortlich sein konnten. In der aktuellen FNAIT-Studie war in 135
von 252 Fallen der indirekte MAIPA-Ansatz unauffillig. Davon waren sieben Miitter (5,2%) fiir
das HPA-1a-Antigen negativ. Das sind etwas mehr als doppelt so viele Fille wie statistisch zu
erwarten wire (95%-Konfidenzintervall: 2,34%-10,5%, p=0,037 bei angenommener Auftretens-
wahrscheinlichkeit von 2,3%; Binomialtest). Es ist somit gut vorstellbar, dass hierbei niedrig-
avide oder aus anderen Griinden nicht nachweisbare Antikorper gegen HPA-1a zum klinischen
Bild der NAIT beigetragen haben, ohne dass sie im MAIPA-Ansatz detektiert wurden. In der
Studie von Peterson et al. mit 61 vergleichbaren Fallen konnte in immerhin 18 ,MAIPA-
negativen“ maternalen Proben (29,5%) ein in der SPR-Technologie reagierender Anti-HPA-1a-
Antikorper nachgewiesen werden.'®® Dass solch niedrig-avide Antikérper zur Zerstérung von
Plattchen fiihren, wurde bereits im Mausmodell gezeigt.'*>'*! Die SPR-Technologie ist jedoch ein
aufwendiges Verfahren, wofiir nur die isolierte IgG-Fraktion des maternalen Serums genutzt
werden kann und dariiber hinaus gereinigte Glykoproteine fiir den Testansatz benétigt werden.
Somit eignet sich diese Methode eher weniger fiir die Routine-Diagnostik, sondern bleibt aktuell

nur Speziallaboren vorenthalten.

5.9 Zukiinftige Risikobewertung

Abgesehen von der Thrombozytopenie wird das klinische Bild der FNAIT vor allem durch
Blutungszeichen definiert. In der Anti-HPA-1a-Studie konnte zwar keine Korrelation zwischen
Antikorperkonzentration und Thrombozytenzahl gefunden werden, dafiir ergab sich aber ein
statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen der Hohe der maternalen Antikorper-
konzentration und den Blutungszeichen beim Neugeborenen: In Fillen mit Petechien und
Hamatomen war die Konzentration des Anti-HPA-1a-Antikorpers iiberzufillig hoher (p=0,031
bzw. p=0,012; Wilcoxon-Rangsummentest). Einschrankend muss jedoch angemerkt werden, dass

die Fallzahl relativ klein ist, fiir intrakranielle Blutungen konnte deswegen auch keine Aussage
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getroffen werden. Dennoch stehen diese Beobachtungen im Einklang mit den Ergebnissen der
Studie von Sainio et al. aus dem Jahre 2013. Die Autoren konnten sowohl fiir milde (v. a.
Petechien) als auch fiir schwerwiegende Blutungen (vor allem ICH) ebenfalls eine statistisch
signifikante Korrelation zur maternalen Antikorperkonzentration aufzeigen (p=0,002 bzw.
p=0,035)." In seiner Ubersichtsarbeit aus dem Jahre 2020 kommt Sachs ebenfalls zu der
Erkenntnis, dass die im MAIPA-Test bestimmte Anti-HPA-1a-Antikérperkonzentration in Zukunft
einen Anteil an der Risikostratifikation von immunisierten Miittern haben konnte.'** Allerdings
haben seiner Meinung nach zwei weitere Faktoren ein ebenso hohes oder sogar hoheres
Potential fiir die Risikobewertung: das Glykolysierungsmuster von Anti-HPA-la und die
Funktionsfahigkeit von verschiedenen Antikdrper-Subtypen. Beim letztgenannten wird es vor
allem der Einfluss auf Endothelzellen sein, der seiner Meinung nach eine Abschatzung beziiglich
des Risikos fiir intrakranielle Himatome ermdoglichen kénnte. Zum erstgenannten Faktor: Der Fc-
Teil von IgG ist fiir die biologische Aktivitdt des Antikdrpers verantwortlich. Dabei scheint auch
die angeheftete Zuckerkette relevant zu sein.'® Kapur et al. konnten in ihrer Arbeit zeigen, dass
in FNAIT involvierte Anti-HPA-1a-IgG1-Antikérper wenig Fucose im Fc-Part aufweisen.'®*
Dariiber hinaus schien der Fucose-Anteil auch indirekt proportional mit der Schwere des
klinischen Bildes und vor allem mit dem Auftreten von intrakraniellen Blutungen zu korrelieren
(p=0,02). Dieser Zusammenhang konnte in einer Studie mit 166 Anti-HPA-1a-bedingten FNAIT-
Fillen in Finnland bestitigt werden.'® Weitere Autoren wie zum Beispiel Kjeldsen-Kragh und
Bengtsson betrachten die Fc-Fukosylierung ebenso als interessanten Kandidaten fiir die Risiko-
stratifizierung.”® In der letztgenannten Arbeit wird auch der oben genannte Punkt der Anti-
korpersubtypen erwdhnt: Anti-HPA-1a-Antikorper scheinen nicht einheitlich zu sein. Die
polyklonal reagierenden Antikdrper kénnen nochmals unterteilt werden: Zum Typ 1 gehdren
solche, die nur mit den Aminosauren reagieren, die mit dem HPA-1-Polymorphismus in der PSI-
Domaéane benachbart sind. Die Antikdrper, die auch Aminosduren aus der EGF-1-Doméane zur
Bindung benétigen, werden zum Typ II gezdhlt.'*® Letztgenannte scheinen dabei einen
inhibitorischen Einfluss auf die Liganden-Rezeptor-Funktion des GP-Komplexes IIb/Illa
auszuiiben. Eine daraus resultierende abgeschwichte Fibrinogen-Bindung konnte einen Grund
fiir eine erhohte Blutungsneigung darstellen. Laut Sachs sind diese inhibierenden Antikorper
zwar selten, sollten aber bei der Risikostratifikation berticksichtigt werden.'?* Dariiber hinaus
konnten Santoso et al. in ihrer 2016 erschienenen Arbeit zeigen, dass die Bindung der HPA-1a-
Antikorper teilweise auch von Aminosauren der zugehdrigen a-Kette im Sinne eines Compound-
Antigens abhingig sind.'”” Dabei unterschieden die Autoren drei Untergruppen: Anti-B3, Anti-
avf33 und Anti-allbpf3. Wahrend erstgenannte Spezifitiat nur eine entsprechende Peptidsequenz
auf der B3-Kette bendtigt, brauchen die beiden letztgenannten ebenso Bindungsstellen auf der
av- bzw. allb-Kette des GP-Komplexes IIb/Illa. Das Integrin allbf3 kommt - wie in Kapitel 2.3.1

dargestellt - vor allem auf Thrombozyten vor (Fibrinogenrezeptor), avf3-Integrine werden
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ebenfalls auf Thrombozyten - wenn auch in deutlich geringer Anzahl - exprimiert, werden aber
vor allem auf Endothelzellen gefunden (Vitronektin-Rezeptor).** Damit kénnte auch erklirt
werden, wie Anti-HPA-1a-Antikorper in FNAIT-Fallen zur Stérung der endothelialen Integritat
und auch zu intrakraniellen Blutungen unabhingig vom Schweregrad der Thrombozytopenie
beitragen. Vor allem der Subtyp Anti-avf3 kam in der Studie von Santoso et al. liberzufallig

127 Djese Erkenntnisse miissen aber noch in

haufig bei Féllen mit intrakraniellen Blutungen vor.
unabhangigen, grofieren und idealerweise prospektiven Studien bestitigt werden, bevor ein
routinemafiiger Einsatz in der Diagnostik erfolgen kann. Die Kombination der drei Faktoren
Glykolysierungsmuster, Subtypen-Bestimmung und Antikérperkonzentration von Anti-HPA-1a
konnte aus aktueller Sicht ein potentiell mdéglicher Ansatz fiir eine zukiinftige Risikobewertung
von fetalen und neonatalen Alloimmunthrombozytopenien sein. Sollte sich diese Annahme in

zukiinftigen Studien bestatigen, muss jedoch noch gezeigt werden, ob die Untersuchungen durch

Standard- oder Referenzlabore umgesetzt werden konnen.
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6 Zusammenfassung

Die fetale und neonatale Alloimmunthrombozytopenie ist eine seltene Erkrankung, was die
geringe Anzahl von 292 Verdachtsfillen innerhalb von zwolf Jahren in der hier vorliegenden
FNAIT-Studie erkldrt. Obwohl inzwischen grundlegende Zusammenhdnge bekannt sind, gibt es
immer noch viele ungeklarte Fragen bei diesem Krankheitsbild. Unumstritten erscheint, dass
Anti-HPA-1a neonatale Thrombozytopenien in Populationen europiischer Herkunft am
haufigsten auslost. In der FNAIT-Studie konnte diese Spezifitit in tUber 80% der Fille mit
plattchenspezifischen Antikérpern gefunden werden. Sie scheint auch die schwersten Verlaufe
einer FNAIT zu verursachen: Bei jedem neunten Kind in der Anti-HPA-la-Studie lagen die
Thrombozytenwerte zwischenzeitlich unter 10 Gpt/l. Dariiber hinaus konnte bei zwei von drei
NAIT-Féllen mit intrakraniellen Blutungen ein Antikérper gegen HPA-1a nachgewiesen werden.
Im Vergleich zu historischen Daten konnten in der FNAIT-Studie Antikdrper mit der Allo-
spezifitit Anti-HPA-5b insgesamt seltener gefunden werden. Diese Spezifitit wurde relativ
betrachtet nur etwas haufiger detektiert als solche Antikdrper, die gegen die beiden HPA-15-
Alloantigene gerichtet sind. Andere Antikorperspezifititen waren dariiber hinaus selten. Eine
weitere Auffilligkeit der hier vorliegenden FNAIT-Studie war, dass Miitter, die in Anti-HPA-1a-
induzierte neonatale Alloimmunthrombozytopenien involviert waren, seltener RhD-negativ
typisiert wurden als zu erwarten ware. Ob diese gefundene Unterreprasentation einen Hinweis
auf eine mogliche Beeinflussung von Therapie bzw. Prophylaxe geben konnte, muss in Studien
mit grofieren Fallzahlen (wie z. B. in der HPA-in-pregnancy-Studie von Winkelhorst et al.) und

auch prospektiven Untersuchungen genauer analysiert werden.

Fiir durch Anti-HPA-1a verursachte FNAIT-Falle gibt es bisher keinen guten Surrogatmarker, der
die Schwere des Krankheitsbildes vorhersagen kann. Das liegt hochstwahrscheinlich daran, dass
der Pathomechanismus der FNAIT deutlich komplexer zu sein scheint als zum Beispiel der von
Anti-D-bedingten Fillen eines MHN. Dennoch wird es auch in Zukunft wichtig sein, das Risiko fir
schwerwiegende Verlaufe so frith wie moglich einschitzen zu kdnnen, um eine entsprechende
Prophylaxe oder Therapie durchzufiihren. Es wurden bereits zahlreiche Versuche unternommen,
um eine Korrelation zwischen Antikoérperhohe - sei es als Titer oder Konzentrationsangabe - und
dem Klinischen Bild der Alloimmunthrombozytopenie beim Kind herzustellen. Die in der hier
vorliegenden Anti-HPA-1a-Studie ermittelte postpartale Antikorperkonzentration schien zwar
keinen Einfluss auf den Schweregrad der neonatalen Thrombozytopenie zu haben, aber es
bestand eine signifikante Korrelation zwischen Anti-HPA-la-Konzentration und Blutungs-
zeichen. Diese relativ einfach durchzufiihrende Untersuchungsmethode konnte somit zukiinftig
Bestandteil einer Risikostratifizierung werden. Die Ergebnisse dieser Studie konnten aber auch

zeigen, dass eine alleinige Betrachtung der Anti-HPA-1la-Antikérperkonzentration nicht
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ausreichend zu sein scheint, um insgesamt die Schwere des Verlaufs einer fetalen oder
neonatalen Alloimmunthrombozytopenie vorherzusagen. Zusatzliche Parameter, die aktuell
Thema vielversprechender Studien sind, konnten dazu beitragen: Hierzu gehoren vor allem der
Grad der Fucosylierung des Fc-Teils von Anti-HPA-1a-IgG, die Bestimmung von Antikorper-
Subtypen und die damit einhergehende Funktionsfihigkeit von verschiedenen Anti-HPA-1a-

Antikorpern.
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7 Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzung Erklarung

ABD Untersuchung auf die Blutgruppenmerkmale A, B und RhD

AITP Autoimmunthrombozytopenie

ASS Acetylsalicylsaure

AVG Assistierte vaginale Geburt

BG Blutgruppe

BSA Bovines Serumalbumin

CDh cluster of differentiation = ,Unterscheidungsgruppe”

CMV Cytomegalievirus

CPAP continuous positive airway pressure = kontinuierlicher positiver Atemwegsdruck
DAF Decay accelerating factor = Komplementzerfall-beschleunigender Faktor

DNA deoxyribonucleic acid = Desoxyribonukleinsdure

EDTA ethylenediaminetetraacetic acid = Ethylendiamintetraessigsaure

EGF epidermal growth factor = epidermaler Wachstumsfaktor

ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay = enzymgekoppelter Inmunadsorptionstest
EONT early-onset neonatal thrombocytopenia = friih einsetzende neonatale Thrombozytopenie
Fa. Firma

FcyR Immunglobulin G bindender Fc-Rezeptor

FcRn Neonataler Fc-Rezeptor

FAIT Fetale Alloimmunthrombozytopenie

FNAIT Fetale und neonatale Alloimmunthrombozytopenie

GAH goat-anti-human = Ziege-gegen-Mensch

GAM goat-anti-mouse = Ziege-gegen-Maus

GP Glykoprotein

GPI Glykosylphosphatidylinositol

Gpt Gigapartikel

GvHD graft versus host disease = Transplantat-gegen-Wirt-Erkrankung

HIP HPA-screening in pregnancy = HPA-Friiherkennung in der Schwangerschaft (Studienname)
HLA Humanes Leukozyten-Antigen

HPA Humanes Plattchen-Antigen

HRP horseradish peroxidase = Meerrettichperoxidase

ICH Intrakranielle Himorrhagie(n)

IQA Interquartilsabstand

IgG Immunglobulin G

IgM Immunglobulin M
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Abkiirzung
ISBT
U
IVIG
LONT
MAH
MAIPA
MHN
moAb
mRNA
MRT
NAIT
NEC
NIN
NSA
PBS
PCR
PIFT
poAb
PSI
PTP
REF
RES
RhD
SC
SNP
SPR
SSP
SSW
SVG
TAR
TBS
TGF-f3
THK
Trc
vWF

WHO

Erkliarung

International Society of Blood Transfusion = Internationale Gesellschaft fiir Bluttransfusion
international unit = internationale Einheit

Intravenése Immunglobuline

late-onset neonatal thrombocytopenia = spat einsetzende neonatale Thrombozytopenie
mouse-anti-human = Maus-gegen-Mensch

Monoklonale antikérperspezifische Immobilisierung von Plattchen-Antigenen
Morbus haemolyticus neonatorum

monoclonal antibody = Monoklonaler Antikérper

messenger ribonucleic acid = Boten-Ribonukleinsaure
Magnet-Resonanz-Tomografie

Neonatale Alloimmunthrombozytopenie

Nekrotisierende Enterokolitis

Neonatale Inmunneutropenie

Nabelschnurarterie

phosphate-buffered saline = Phosphatgepulfferte Salzlosung

polymerase chain reaction = Polymerase-Kettenreaktion
Plattchen-Immunfluoreszenztest

polyclonal antibody = polyklonaler Antikérper

Plexin-Semaphorin-Integrin

Posttransfusionelle Purpura

Referenzmaterial (bezieht sich auf Anti-HPA-1a-Standard der WHO mit Nr. 03/152)
Retikuloendotheliales System

Antigen D aus dem Rh-System (ISBT-Nr.: 004.001)

Sectio caesarea

single nucleotide polymorphism = Einzelnukleotid-Polymorphismus

surface plasmon resonance = Oberflachen-Plasmonenresonanz

sequence specific primer = sequenzspezifischer Primer

Schwangerschaftswoche

Spontane vaginale Geburt

thrombocytopenia with absent radius = Thrombozytopenie-Radiusaplasie (Syndrom)
Tris-buffered saline = Tris-gepufferte Salzlésung

Transforming Groth Factor beta = Transformierender Wachstumsfaktor beta
Thrombozytenkonzentrat

Thrombozyten

von-Willebrand-Faktor

World Health Organization = Weltgesundheitsorganisation
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11

Thesen

Die im Rahmen der Dissertation vorgestellte Methode der Konzentrationsbestimmung
im indirektem MAIPA-Test ist eine fiir die Quantifizierung von Anti-HPA-1a-Antikorpern
der Immunglobulinklasse IgG gut geeignete ELISA-Technik.

Die fetale und neonatale Alloimmunthrombozytopenie ist eine seltene Erkrankung, die in
den meisten Fillen mild verlduft. Schwere Verldufe mit intrakraniellen Veranderungen
und neurologischen Spatfolgen werden bei Europdern hauptsachlich durch Anti-HPA-1a

verursacht.

Die relativen Haufigkeiten der Antikérperspezifititen, die eine FNAIT verursachen
konnen, haben sich im Vergleich zu historischen Daten kaum verdandert. Der Antikorper
Anti-HPA-5b wurde jedoch in der aktuellen Studie seltener nachgewiesen. Eine mogliche
Erklarung hierfiir konnte sein, dass seit einigen Jahren auch Antikérper gegen

Alloantigene aus dem HPA-15-System berticksichtigt werden.

Zur Beurteilung einer moglichen Alloimmunthrombozytopenie sollte stets die
molekulargenetische Bestimmung der wichtigsten plattchenspezifischen Alloantigene
erfolgen, um Inkompatibilititen, vor allem im HPA-1-System friihzeitig zu erkennen. Bei
niedrig-aviden Alloantikdrpern kann es vorkommen, dass sie erst nach mehreren
Wochen oder gar erst Jahren detektiert werden konnen. Eine zukiinftige Alternative
kénnte die Oberflachen-Plasmonenresonanz-Technologie darstellen, die jedoch sehr

aufwendig ist.

Bei der Testung von Anti-HLA-Klasse-I-Antikdrpern im indirekten MAIPA-Ansatz scheint
ein Poolansatz mit acht bekannten Spendern eher nicht ausreichend zu sein. Es sollte
betrachtet werden, inwiefern entsprechende Modifikationen eine Steigerung der

diagnostischen Effizienz erbringen konnten.

Miitter, die in einer durch Anti-HPA-1a verursachten NAIT involviert waren, sind seltener

RhD-negativ als solche, bei denen kein Anti-HPA-1a nachgewiesen werden konnte.
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7. Das Crossmatch aus paternalen Thrombozyten und maternalen Serum ist ein geeignetes
Mittel zur Detektion von Antikérpern gegen niederfrequente Antigene, welche bei
Routineuntersuchungen oftmals nicht nachgewiesen werden. Dieses Verfahren eignet

sich auch zur Detektion neuer Antigene.

8. Es besteht kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen der postpartal
gemessenen Konzentration des maternalen Anti-HPA-1a-Antikérpers und der neonatalen

Thrombozytenzahl.

9. Zwischen dem Vorhandensein von sowohl Petechien als auch Hamatomen beim
Neugeborenen und der maternalen Anti-HPA-la-Antikérperkonzentration konnte ein

statistisch signifikanter Zusammenhang gezeigt werden.
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