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 1 
Einleitung 

 

1.1. Thrombozytopenie und Blutungen bei Neugeborenen 

Mit einer Inzidenz von 1% ist die neonatale Thrombozytopenie eine eher seltene 

Erkrankung (Uhrynowska et al., 1997). Eine schwere neonatale Thrombozytopenie tritt 

mit einer Inzidenz von 0,15% auf (Kamphuis et al., 2014). Dennoch zählt die neonatale 

Thrombozytopenie zu den häufigsten hämatologischen Störungen des Neugeborenen auf 

den Kinderintensivstationen und kann mit schwerwiegenden Blutungen einhergehen. 

Definitionsgemäß spricht man ab Werten unter 150 x 109/l von einer Thrombozytopenie. 

Als milde Thrombozytopenie bezeichnet man Thrombozytenwerte zwischen 100 - 149 x 

109/l, eine schwere Thrombozytopenie liegt bei Werten unter 50 x 109/l vor. Es gelten, je 

nach Reifegrad der Neugeborenen adaptierte Referenzwerte (Cremer et al., 2016; Dame, 

2018). Eine der schwerwiegendsten klinischen Folgen der Thrombozytopenie ist die 

durch Beeinträchtigung der primären Hämostase verursachte Blutung.  Diese kann sich 

von Petechien über Hämatome bis hin zu schweren Blutungen innerer Organe 

präsentieren (Kjeldsen-Kragh, 2020; Uhrynowska et al., 1997).  

Thrombozyten werden im Knochenmark aus Megakaryozyten gebildet, deren Produktion 

und Reifung von Zytokinen und Chemokinen reguliert werden. Einmal aus dem 

Knochenmark in das periphere Blut übergetreten, überlebt ein Thrombozyt im 

Durchschnitt 7-10 Tage (Konkle, 2018). Eine Thrombozytopenie des 

Fetus/Neugeborenen kann verschiedene Ursachen haben. Ähnlich wie bei Erwachsenen 

können eine Bildungsstörung, ein vermehrter extravasaler Verlust oder intravasaler 
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Abbau sowie eine Umverteilung der Thrombozyten mögliche Ursachen der 

Thrombozytopenie sein (Cremer et al., 2016; Sola-Visner et al., 2008).  

Neonatale Thrombozytopenien sind häufig durch eine hypoxische oder toxische Genese 

bedingt. Infektionen, Sepsis und/oder eine disseminierte intravasale Gerinnung können 

die Ursache sein. Bei länger bestehenden Thrombozytopenien sind auch angeborene 

Störungen, eine Knochenmarkinsuffizienz oder andere Differentialdiagnose zu 

berücksichtigen (Morrone, 2018). Eine Fehlverteilung der Thrombozyten mit 

resultierender Thrombozytopenie wird meistens durch eine vergrößerte Milz verursacht 

(Konkle, 2018). Der intravasale Abbau kann sowohl immunologisch als auch nicht 

immunologisch bedingt sein (Schmock & Perkins, 2014). Zu den immunologisch 

bedingten Ursachen des intravasalen Abbaus gehört die fetale und neonatale 

Alloimmunthrombozytopenie (FNAIT). Sie stellt einer der häufigsten Ursachen einer 

isolierten Thrombozytopenie bei sonst gesunden Neugeborenen dar (Kamphuis et al., 

2014). 

Die FNAIT ist Gegenstand der Untersuchung der vorliegenden Doktorarbeit und wird in 

den folgenden Kapitelabschnitten näher erläutert. Die Untersuchung hat zum Ziel, einen 

neuen in vitro Phagozytose-Assay hinsichtlich seiner Eignung zur Diagnostik und 

Risikostratifizierung zu evaluieren. 
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1.2. Fetale und neonatale Alloimmunthrombozytopenie (FNAIT) 

Bei einer Alloimmunthrombozytopenie kommt es durch Kontakt mit fremden 

Thrombozytenantigenen zur Immunisierung mit resultierender Antikörperbildung.            

Die Alloantikörper reagieren mit verschiedenen Glykoprotein-Varianten (GP-Varianten) 

der Thrombozytenmembran (Sachs et al., 2012). Die fetale und neonatale 

Alloimmunthrombozytopenie (FNAIT) ist eine Blutungsstörung des Fetus und des 

Neugeborenen. Sie ist der häufigste Grund für eine isoliert auftretende Thrombozytopenie 

bei sonst gesunden Feten oder Neugeborenen (Burrows RF, 1993). Laut einer 

Metaanalyse prospektiver Screening- und Interventionsstudien tritt die Immunisierung 

gegen HPA-1a mit einer Inzidenz von 1 in 500 Schwangeren auf, wobei 40 von 100.000 

(1:2500) Neugeborene eine schwere Thrombozytopenie von <50G/l durch eine FNAIT 

entwickelten (Kamphuis et al., 2014). Mit circa 75% werden bei Kaukasiern am 

häufigsten Antikörper gegen das Humane Plättchen Antigen 1a (HPA-1a) gebildet. 

Frauen mit dem Genotyp HPA-1b/1b tragen das Risiko Anti-HPA-1a Antikörper 

auszubilden und nachfolgend eine FNAIT zu entwickeln (Sachs et al., 2012). Bei etwa 

10% der Kinder mit FNAIT tritt eine intrakranielle Blutungen (ICH) auf (Kamphuis et 

al., 2014). 

 

1.2.1. Pathophysiologie 

Die FNAIT wird durch Immunisierung der Mutter während der Schwangerschaft 

verursacht. Sie entsteht durch die Inkompatibilität der mütterlichen 

Thrombozytenantigene mit denen des Fetus. Nach der maternalen Exposition mit dem 

paternal vererbten Thrombozytenantigen des Fetus kann es zur mütterlichen 

Antikörperproduktion kommen (Sachs et al., 2014). Es werden verschiedene Hypothesen 

zur Immunisierung der Mutter während der Schwangerschaft diskutiert. Fetale 

Thrombozyten können bereits in der 16. Schwangerschaftswoche Glykoproteine 

aufweisen (Gruel et al., 1986). Der Übertritt fetaler Thrombozyten in die mütterliche 

Zirkulation könnte durch Traumata, Infektionen und Plazentaanomalien sowie peripartal 

auftreten. Die Möglichkeit einer Immunisierung über einen fetomaternalen Blutübertritt 

ist jedoch nicht belegt (Curtis, 2015).  

Auch die Mikrovilli der Synzytiotrophoblasten der Plazenta exprimieren ab dem 1. 

Trimester das Integrin β3, welches HPA-1a und andere HPA-Antigene trägt (Kumpel et 
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al., 2008). Es wird daher eine Immunisierung über den direkten mütterlichen Blutkontakt 

zu den Synzythiotrophoblasten der fetalen Plazenta vermutet. Ferner wird diskutiert, ob 

Mikropartikel, ausgelöst durch Regenerationsprozesse der Plazenta, im Stande sind, in 

das mütterliche Blut zu gelangen und somit die Mutter pränatal zu immunisieren (Kumpel 

& Manoussaka, 2012). Diese Hypothese könnte eine Erklärung für das häufige Auftreten 

der FNAIT bereits in der ersten Schwangerschaft sein (Jin et al., 2019; Kumpel et al., 

2008). 

 

Die b3-Integrinkette, auf der das HPA-1a-Antigen liegt, bildet Heterodimere mit der av- 

sowie der aIIb-Integrinkette. Abb. 1 zeigt die möglichen Wege der mütterlichen 

Immunisierung gegen das fetale HPA-1a-Antigen. 

  

Abb. 1 Schematische Abbildung der Plazenta 

Mögliche Alloimmunisierung der HPA-1a-negativen (-) Mutter durch das HPA-1a-Antigen (+) des Fetus 
über die Plazenta. Man erkennt die Expression des HPA-1a-Antigens auf dem αv𝛽3-Integrin der 
Synzytiotrophoblasten. Eine Immunisierung der HPA-1a-negativen (-) Mutter kann durch einen direkten 
Kontakt des mütterlichen Blutes mit dem Synzytiotrophoblasten oder durch Abgabe von Mikropartikeln 
der Trophoblasten in das mütterliche Blut sowie durch fetmomaternalen Übertritt von Thrombozyten in 
die mütterliche Zirkulation geschehen. Verwendet mit Genehmigung, von (Xu, Fu et al., 2021); die 
Genehmigung wurde über das Copyright Clearance Center, Inc. erteilt. 

Sobald die thrombozytären Antikörper der Mutter der Immunglobulinklasse IgG gebildet 

sind, können diese über den neonatalen Fc-Rezeptor (FcRn) auf Synzythiotrophoblasten 

in den kindlichen Kreislauf gelangen (Leach et al., 1996; Simister et al., 1996). 

Nach Übertritt der Antikörper in den kindlichen Kreislauf kann die Bindung an die 

kindlichen Thrombozyten zu einer Phagozytose der opsonierten Thrombozyten und somit 

zu einer Thrombozytopenie führen. Dies kann ein erhöhtes fetales und neonatales 
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Blutungsrisiko zur Folge haben  (Sachs et al., 2012; Vos et al., 2020). Neben der 

Induktion des Thrombozytenabbaus, können die gebildeten Antikörper auch durch 

Unterdrückung der Megakaryopoese die Thrombozytopenie verstärken (Liu, Z, Bussel, 

JB et al., 2015).           

Abgesehen von dem Abbau der Thrombozyten, könnten die gebildeten Antikörper auch 

einen Einfluss auf die fetalen Endothelzellen haben. So kann die Bildung eines speziellen 

Antikörpersubtyps gegen αvβ3 auf Endothelzellen die kindliche Angiogenese hemmen 

(Santoso et al., 2016). Antikörper dieses Subtyps sind mit intrakraniellen Blutungen 

(ICH) assoziiert. 

 

1.2.2. Thrombozytäre Alloantigene 

Thrombozyten exprimieren eine Vielzahl von Alloantigenen auf ihrer 

Membranoberfläche. Neben den auch auf Erythrozyten und Leukozyten exprimierten 

ABO-Blutgruppen und humanen Leukozyten Antigenen (HLA) tragen Thrombozyten die 

für die FNAIT bedeutenden und plättchenspezifischen humanen Plättchenantigene 

(HPA) (Curtis & McFarland, 2013). 

 

1.2.2.1. HPA-Antigene und -Antikörper 

Die Ursache der FNAIT ist eine Alloimmunisierung der Mutter gegen 

plättchenspezifische Antigene (HPA). Die Epitope der Antigene befinden sich auf 

Glykoproteinen der Thrombozytenmembran. Bisher sind 36 unterschiedliche HPA-

Antigene, die auf vier Glykoprotein-Komplexen in Erscheinung treten, beschrieben: 

GPIIb/IIIa (αIIbß3), GPIb-V-IX (CD42a-d), GPIa/IIa (α2ß1) und CD109. Benannt 

wurden die HPA-Antigene nach ihrer Entdeckungsreihenfolge (Versiti, 2020; von dem 

Borne & Décary, 1990). HPA-1 ist neben HPA-2, -3, -4, -5 und -15 eines der sechs 

biallelischen Antigensysteme. Hochfrequente HPA-Antigene werden mit dem 

Buchstaben a, seltenere Antigene mit b bezeichnet (Metcalfe et al., 2003; Versiti, 2020). 

Die Allelfrequenzen der HPA-Antigene zeigen große Unterschiede in verschiedenen 

ethnischen Populationen. In der europäischen Bevölkerung ist HPA-1a das wichtigste 

Antigen. Antikörper gegen HPA-1a sind für etwa 80% der FNAIT Fälle verantwortlich. 

In asiatischen Populationen treten dagegen Anti-HPA-1a-Antikörper sehr selten auf, da 
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der Genotyp HPA-1bb sehr selten vorkommt (Ghevaert, Campbell, Stafford et al., 2007; 

Mueller-Eckhardt et al., 1989; Sachs et al., 2014).  

 

 

Tabelle 1 Klassifikation ausgewählter HPA-Antigene (https://www.versiti.org/products-services/human-
platelet-antigen-hpa-database) 

 

Das HPA-1-System ist durch eine Punktmutation mit konsekutivem 

Aminosäureaustausch von Leucin zu Prolin an Position 33 der PSI-Domäne der β3-

Untereinheit charakterisiert. Das HPA-1a-Allel (Leucin33) wird zu einem HPA-1b-Allel 

(Prolin33, biallelischer Polymorphismus) (Newman et al., 1989; Zhou et al., 2018). Einer 

Metaanalyse zufolge wiesen 2,1 % der europäischen Schwangeren den Genotyp HPA-

1b/1b auf, 9,7% ebendieser Schwangeren entwickelten Anti-HPA-1a Antikörper 

(Kamphuis et al., 2010). 

HPA-1a und eine Vielzahl weiterer HPAs werden auf dem aIIbb3 Integrin (CD41/CD61) 

auf der Thrombozytenoberfläche exprimiert. Auf einem Thrombozyten werden etwa 

80.000 aIIbb3-Moleküle detektiert (Wagner et al., 1996). Der αIIbβ3-Komplex fungiert 

als Rezeptor für Fibrinogen, welcher zur Thrombozytenaggregation erforderlich ist 

(Bennett, 2005).  Während nur wenige hundert αvβ3 Komplexe auf Thrombozyten 

vorkommen (Coller et al., 1991), exprimieren Endothelzellen mit etwa 50.000 Kopien 

pro Zelle deutlich mehr αvβ3 Komplexe auf ihrer Oberfläche (Wihadmadyatami et al., 

2016; Xu, Chen et al., 2021). 

System Antigen Synonym Glykoprotein Aminosäure-

austausch 

Genhäufigkeit 

bei Kaukasiern 

HPA-1 HPA-1a 

HPA-1b 

Zwa, PlA1 

Zwb, PlA2 

GPIIIa Leucin33 

Prolin33 

0,877 

0,113 

HPA-2 HPA-2a 

HPA-2b 

Kob 

Koa, Siba 

GPIbα Threonin145 

Methionin145 

0,943 

0,057 

HPA-3 HPA-3a 

HPA-3b 

Baka, Leka 

Bakb 

GPIIb Isoleucin843 

Serin843 

0,471 

0,529 

HPA-4 HPA-4a 

HPA-4b 

Yukb, Pena 

Yuka,Penb 

GPIIIa Arginin143 

Glutamin143 

1,000 

0,000 

HPA-5 HPA-5a 

HPA-5b 

Brb,Zavb 

Bra,Zava 

GPIa Glutaminsäure505 

Lysin505 

0,929 

0,071 
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Abb. 2 Schematische Darstellung der HPA-tragenden Integrine und der unterschiedlichen Antikörper 

a.) Dargestellt ist das αIIbβ3-Integrin auf Plättchen, das u.a. HPA-1,-3 und -4 trägt. Die jeweiligen 
Aminosäureaustausche für die HPA-Antigene sind angegeben.  b) Dargestellt ist das αvβ3-Integrin auf 
Endothelzellen, das HPA-1 und -4 trägt. Die jeweiligen Aminosäureaustausche für die HPA-Antigene sind 
angeben. Auf beiden Abbildungen sind die unterschiedlichen Antikörpertypen, die bei einer Immunisierung 
entstehen können, illustriert.  Verwendet mit Genehmigung von (Xu, Fu et al., 2021); die Genehmigung 
wurde über das Copyright Clearance Center, Inc. erteilt. 

 

Aktuelle Studien zeigen, dass es nach Immunisierung der Mutter zur Ausbildung 

mehrerer Subtypen von Anti-HPA-1a-Antikörper kommen kann. Diese richten sich gegen 

unterschiedliche Epitope. Der Typ-I-Antikörper reagiert mit der PSI-Domäne der β3-

Untereinheit. Wohingegen der Typ-II-Antikörper gleichzeitig an der PSI- und der 

epidermalen Wachstumsfaktor-1(EGF-1)-Domäne bindet. Typ-II-Antikörper reagieren 

somit im Komplex mit der PSI- und EGF-1-Domäne (Holzwarth et al., 2020; Zhi et al., 

2018).  

Ferner kann es zur Bildung von anti-HPA-1a Antikörpern gegen das Integrin αvβ3 

kommen. Dieser Integrinkomplex-spezifische Antikörper wurde als Typ-III Antikörper 

bezeichnet (Santoso et al., 2016). Anti-HPA-1a-Antikörper gegen den αvβ3-Komplex 

wurde gehäuft bei Fällen mit FNAIT gefunden, bei denen es zur Ausbildung einer ICH 

kam. Es wird deshalb ein Zusammenhang des Auftretens von αvβ3-Antikörper mit der 

Blutungskomplikation vermutet. Anti-HPA-1a Antikörper gegen avβ3 sind in der Lage, 

a) Plättchen          b) Endothel 
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an Endothelzellen zu binden (Kroll et al., 2005; Santoso et al., 2016). Durch eine Integrin 

avβ3-vermittelte Adhäsion der Endothelzelle an die extrazelluläre Matrix wird der 

Angiogenese-Prozess unterstützt. Antikörper gegen avβ3 auf Endothelzellen können eine 

endotheliale Apoptose während der Angiogenese induzieren und damit die vaskuläre 

Integrität beeinträchtigen (Dardik & Salomon, 2021; Erdreich-Epstein et al., 2005). Die 

aktuellen Daten deuten darauf hin, dass die Beeinträchtigung der Angiogenese eine 

entscheidende Rolle bei der Entwicklung einer ICH bei FNAIT spielt, weniger die 

Thrombozytopenie allein. Ein additiver Effekt ist jedoch plausibel, da eine 

fetale/neonatale ICH im Rahmen einer FNAIT fast immer mit sehr niedrigen 

Thrombozytenzahlen (< 30 x 109/l) assoziiert ist (Santoso et al., 2016; Xu, Fu et al., 2021; 

Yougbaré et al., 2015).  

 

1.2.2.2. HLA-Antigene und -Antikörper 

Es gibt einzelne Fallberichte, die von einer Assoziation zwischen mütterlichen 

Antikörpern gegen HLA-Klasse I-Antigene mit FNAIT berichten (Taaning, 2000).  

Neben den humanen Plättchenantigenen exprimieren Thrombozyten auch humane 

Leukozyten Antigene. Es werden jedoch nur HLA-Antigene der Klasse I, nicht der 

Klasse II auf Thrombozyten exprimiert (Curtis & McFarland, 2013). Die Thrombozyten 

stellen mit etwa 20.000 HLA-Molekülen pro Zelle die größte Anzahl an HLA-

Antigenen im Blut dar (Pereira et al., 1988). HLA-Antigene zeigen eine hohe 

Antigenvariabilität zwischen unterschiedlichen Individuen (Kao et al., 1990). Während 

der Schwangerschaft kommt es bei 20-46% der schwangeren Frauen zu eine 

Immunantwort mit Entwicklung von Anti-HLA-Antikörpern (Masson et al., 2013). Die 

Rolle der Anti-HLA-I-Antikörper in der Pathogenese der FNAIT ist umstritten. Der 

aktuellen Studienlage nach besteht kein additiver Effekt auf die Schwere der FNAIT 

durch das zusätzliche Vorhandensein von HLA-Antikörpern (Sachs et al., 2020). 
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1.2.3. Mononukleäres Phagozyten System (MPS) 

Das mononukleäre Phagozyten System (MPS) umfasst eine Vielzahl von Körperzellen, 

die alle zur Phagozytose und Speicherung von Partikeln befähigt sind. Sie werden im 

Knochenmark gebildet und als unreife Monozyten ins periphere Blut freigesetzt. Nach 

einer durchschnittlichen Transitzeit im Kreislauf von 25 Stunden extravasieren sie ins 

Gewebe, wo sie sich zu residenten Makrophagen differenzieren. Vorläuferzellen aus dem 

Knochenmark, Monozyten aus dem peripheren Blut und Makrophagen bilden gemeinsam 

ein funktionell heterogenes System aus Zellen und stellen einen essenziellen Teil des 

angeborenen Immunsystems dar (Burke & Lewis, 2002). 

 

1.2.3.1. Phagozytose der antikörperbeladenen Thrombozyten 

Der Abbau der antikörperbeladenen Plättchen kann auf verschiedene Weise ausgelöst 

werden. Zellen besitzen eine Vielzahl unterschiedlicher Mechanismen, um Partikel zu 

internalisieren.  Die Aufnahme von Partikeln kann über Pinozytose, rezeptor-vermittelte 

Endozytose und Phagozytose erfolgen (Aderem & Underhill, 1999). Der Großteil des 

Plättchenabbaus wird über die Fc-Rezeptor-vermittelte Phagozytose induziert (Norris et 

al., 2021). Es konnte nachgewiesen werden, dass sowohl die Antikörperproduktion als 

auch der Thrombozytenabbau zu einem großen Anteil in der Milz stattfinden (Kuwana et 

al., 2002). Trotz der vorherrschenden Meinung, dass der Abbau der Anti-HPA-1a-

opsonierten Thrombozyten größtenteils durch die Fcγ-Rezeptoren der Milzmakrophagen 

stattfindet (McMillan et al., 1974), zeigen sich vermehrt Hinweise, dass auch periphere 

mononukleäre Zellen eine wichtige Rolle in der antikörpervermittelten 

Thrombozyteneliminierung spielen (Kuwana et al., 2009; Norris et al., 2021; Wiener et 

al., 2003). IgG-opsonierte Thrombozyten werden sowohl von den Fc- als auch ggf. von 

den Komplementrezeptoren des Monozyten-Makrophagen-Systems erkannt und 

daraufhin phagozytiert (Grozovsky et al., 2010). Die Fcγ-Rezeptor-vermittelte 

Phagozytose der Makrophagen erfolgt überwiegend über FcRI- und FcRIII-Rezeptoren 

(Norris et al., 2021).   
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1.2.4. Klinische Präsentation der FNAIT 

Die Klinik der FNAIT kann sich sehr variabel gestalten. Sie reicht von asymptomatischen 

Fällen bis hin zu schweren Verläufen mit Blutungen innerer Organe und Kindstod. Die 

am häufigsten auftretenden Symptome des Kindes sind Petechien (90%), Hämatome 

(66%), Teerstuhl (30%), Hämoptysen (8%) sowie retinale Blutungen (7%) und Hämaturie 

(3%) (Mueller-Eckhardt et al., 1989).  

 

 

 

 

 

 

 

Die intrakranielle Blutung (ICH) ist nach den kutanen und  mukokutanen Blutungen eine 

der häufigsten Blutungskomplikationen (Sachs et al., 2021). Die intrauterine oder 

postnatale ICH stellt, angesichts der damit verbundenen Mortalität sowie dem Risiko 

lebenslanger Behinderung, eine der gefürchtetsten Komplikationen dar (Bonacossa & 

Jocelyn, 1996; Vos et al., 2023). Die Wahrscheinlichkeit einer ICH als Folge der Bildung 

von HPA-1a-Antikörper beträgt etwa 10 bis 20% (Kamphuis et al., 2010; Mueller-

Eckhardt et al., 1989). 

Studien zufolge treten intrakranielle Blutungen in über 80% der Fälle bereits vor der 

Geburt des Kindes auf. Zwei Drittel der Blutungen treten am Ende des zweiten Trimesters 

auf und zeigen darüber hinaus häufig ein schlechtes klinisches Outcome (Bussel et al., 

1997; Tiller et al., 2013). Die perinatale Sterblichkeit bei FNAIT-Patienten mit ICH liegt 

bei 30-50% (Tiller et al., 2013; Winkelhorst et al., 2019). Laut einer Metaanalyse kommt 

es bei 60% der Kinder mit ICH zu schweren neurologischen Schädigungen (Winkelhorst 

et al., 2019). Um die schwerwiegenden Komplikationen einer ICH durch frühzeitige 

Prophylaxe verhindern zu können, müssten Risikoschwangerschaften rechtzeitig 

identifiziert werden (Sachs et al., 2012; Tiller et al., 2013).  

Abb. 3 Mögliche klinische Präsentation einer FNAIT  

Abbildung von generalisierten Blutergüssen, Suffusionsblutungen und Petechien bei einem 
Neugeborenen. Nachdruck aus (Silva et al., 2011) mit Genehmigung der BMJ Publishing Group Ltd. 
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1.2.5. Diagnostik und Risikostratifizierung 

In Anbetracht eines fehlenden pränatalen Screenings wird eine FNAIT meist unerwartet, 

unter der Geburt oder kurz nach der Entbindung diagnostiziert. Der Verdacht auf eine 

FNAIT manifestiert sich durch klinische und labortechnische Befunde, wobei der 

Säugling meist eine isolierte Thrombozytopenie und/oder Blutungssymptome aufweist. 

Bei einem betroffenen Kind mit Blutungsstigmata, asymptomatischer Thrombozytopenie 

oder bei einem vorher erkrankten Geschwisterkind sollte umgehend eine serologische und 

molekulare Diagnostik eingeleitet werden (Sachs et al., 2012; Sola-Visner et al., 2008; 

Winkelhorst et al., 2017). 

Die serologische Untersuchung ermöglicht den Nachweis thrombozytenspezifischer 

Antikörper im mütterlichen Serum. In der Regel wird hierfür der monoklonale 

antikörperspezifische Immobilisationstest für plättchenspezifische Antigene (MAIPA) 

eingesetzt (Campbell et al., 2007; Kiefel et al., 1987). Eine serologische 

Verträglichkeitsprobe (Crossmatch) zwischen dem Serum der Mutter und den 

Thrombozyten des Vaters (oder des Kindes) kann die Diagnostik ergänzen. Dies hilft 

insbesondere für die Aufklärung einer fetomaternalen Unverträglichkeit durch seltene 

Antigensysteme (Kroll et al., 2005). Weiterhin gehört eine molekulare Diagnostik der 

HPA-Antigene der Mutter, des Vaters und des Kindes zur standardmäßigen Diagnostik 

einer FNAIT. Mögliche Inkompatibilitäten können durch die HPA-Genotypisierung 

festgestellt werden (Winkelhorst et al., 2017).  

 

FNAIT ist eine unterdiagnostizierte Erkrankung. So bleiben viele Fälle ohne 

Screeninguntersuchung unentdeckt (Davoren et al., 2002). Laut einer Szenarioanalyse 

von de Vos et al. könnte ein antenatales Screening auf Anti-HPA-1a Antikörper in den 

Niederlanden auf lange Sicht kosteneffizient sein. Ein pränatales Screening könnte ein 

rechtzeitiges, prophylaktisches Eingreifen ermöglichen und das Auftreten von schweren 

Komplikationen, wie die ICH verhindern (Vos et al., 2022). Zur nicht-invasiven 

Risikostratifizierung des Schweregrades einer Thrombozytopenie und/oder einer Blutung 

werden mehrere Faktoren diskutiert (Sachs, 2020). Eine invasive Risikostratifizierung 

durch Nabelschnurpunktion ist wegen der damit verbundenen Risiken, insbesondere einer 

Blutung bei fetaler Thrombozytopenie und dem Risiko einer Boosterung des mütterlichen 

Antikörpers, verlassen worden (Sachs et al., 2021). Der Antikörpertiter wird in vielen 

Zentren zur Risikostratifizierung verwendet. Eine systematische Untersuchung zeigt, 
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dass hohe Antikörpertiter mit einem schweren Verlauf assoziiert sind (Kjaer et al., 2019). 

Die Autorin zeigt jedoch auch, dass aufgrund der geringen positiven Vorhersagewerte der 

untersuchten Studien der Antikörpertiter kein ausreichender Parameter ist, um eine 

„schwere FNAIT“ sicher vorherzusagen oder die pränatale Behandlung zu steuern 

(Ghevaert, Campbell, Stafford et al., 2007; Kjaer et al., 2019). Überdies existieren ferner 

Berichte von Fällen mit schweren Blutungen, bei denen im mütterlichen Blut kaum 

Antikörperspiegel nachweisbar waren (Bessos et al., 2005).  

Die fetale Thrombozytenzahl scheint ein bedeutender Faktor zur Risikostratifizierung zu 

sein (Ghevaert, Campbell, Walton et al., 2007). Es sind allerdings Fälle mit ICH 

beschrieben, bei denen die Thrombozytenzahl im Referenzbereich oder nur gering 

erniedrigt waren (Bussel et al., 2010; Kamphuis et al., 2014; Vos et al., 2020). Darüber 

hinaus entwickelt nicht jedes Neugeborene mit niedrigen Thrombozytenwerten eine 

intrakranielle Blutung (Sachs et al., 2012). Dies lässt den Zusammenhang zwischen der 

niedrigen Thrombozytenzahl und dem Auftreten von ICH schwach erscheinen (Sachs, 

2020).  

Santoso et al. konnten 2016 eine Korrelation zwischen der Interaktion der gebildeten 

Antikörper mit den Endothelzellen und dem Auftreten einer ICH zeigen. Die Bestimmung 

der Zusammensetzung der Anti-HPA-1a-Antikörper-Subtypen der Mutter könnte daher 

einen möglichen prädiktiven Faktor darstellen (Santoso et al., 2016). 

Als ein weiterer prädiktiver Marker mit Assoziation zum Blutungsrisiko wird das 

Glykosylierungsmuster des Fc-Teils von Alloantikörpern diskutiert. Das Fehlen eines 

Fucoserestes auf dem Fc-Teil des Antikörpers beeinflusst die Affinität und die Bindung 

der Antikörper an die IgG-Fc-Rezeptoren der Phagozyten (Kapur et al., 2014; Sonneveld 

et al., 2016).  

Weiterhin wird der HLA DRB3*01:01 Status der Schwangeren als potenzieller 

Risikofaktor diskutiert (Kjeldsen-Kragh & Ahlen, 2020). Interessanterweise entwickelte 

nicht jede HPA-1a-negative Schwangere bei Inkompatibilität des HPA-1a-Antigens des 

Kindes Antikörper gegen dessen Antigen. Dies deutet darauf hin, dass der 

immunologische Hintergrund der Mutter eine mögliche Rolle bei der Entwicklung einer 

FNAIT spielt (Kjeldsen-Kragh et al., 2007). Zwischen dem genannten Genotyp und dem 

Risiko der Entwicklung von Alloantikörpern bei HPA-1a inkompatiblen 

Schwangerschaften besteht eine positive Korrelation (Kjeldsen-Kragh & Ahlen, 2020). 

Die Bestimmung des HPA-1a-Phänotyps scheint jedoch weniger mit dem Schweregrad 
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der FNAIT, als mit dem Risiko der Entwicklung einer FNAIT assoziiert zu sein 

(Wienzek-Lischka et al., 2017). 

 

Bis heute ist kein zuverlässiges, nicht-invasives diagnostisches Mittel verfügbar, welches 

die Risikostratifizierung einer FNAIT und ihrer schwerwiegenden Komplikationen sicher 

zulässt (Sachs, 2020).  

Der bisher zuverlässigste, nicht-invasive Prädiktor für den Schweregrad einer FNAIT und 

der damit verbundenen ICH ist das Vorhandensein einer in utero ICH bei einem 

Geschwisterkind. Bei dem Auftreten einer ICH bei vorangegangenen Geschwisterkindern 

besteht ein Risiko von 69-85 % bei nachfolgenden Schwangerschaften erneut eine 

pränatale ICH zu entwickeln (Bussel et al., 2010; Radder et al., 2003). Darüber hinaus 

zeigten in einer norwegische Studie 71% der Kinder von Folgeschwangerschaften, bei 

ausgeprägter Thrombozytopenie in der ersten Schwangerschaft, ebenfalls eine schwere 

Thrombozytopenie (Tiller et al., 2016).  

 

 

1.2.6. Prophylaxe und Therapie der FNAIT 

Das prophylaktische oder therapeutische Vorgehen ist abhängig vom Zeitpunkt des 

Verdachts der FNAIT und wird in ein pränatales und ein postnatales Management 

eingeteilt. Sowohl pränatal als auch postnatal hat die Prophylaxe zum Ziel, das Risiko 

von schweren Blutungen und einer ICH zu reduzieren (Vos et al., 2020). Die momentan 

wichtigsten Ansätze der Blutungsprophylaxe umfassen die Gabe von 

Thrombozytentransfusionen, sowie die mütterliche Verabreichung von intravenösem 

Immunglobulin (IVIG) (Liebermann et al., 2019; Vos et al., 2020). Invasive Verfahren 

wie die Ultraschall-gestützte fetale Blutprobe (FBS- fetal blood sample) mit 

anschließender intrauteriner Plättchentransfusion (IUPT) von HPA-kompatiblen 

Thrombozyten rückten aufgrund der Invasivität und der damit verbundenen Risiken 

immer mehr in den Hintergrund. Sie sind der Behandlung der betroffenen Feten 

vorbehalten, welche auf eine nicht-invasive Behandlung nicht ansprechen (Overton et al., 

2002; Winkelhorst et al., 2017). 

Da die FNAIT aufgrund der fehlenden Screeningprogramme meistens erst perinatal, 

durch niedrige Thrombozytenzahl des Neugeborenen oder Blutungen, entdeckt wird, zielt 

die Behandlung hier meist auf die möglichst schnelle Steigerung der Thrombozytenzahl 
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mit Hilfe von Thrombozytenkonzentraten ab (Baker et al., 2019; Liebermann et al., 2019; 

te Pas et al., 2007). Ab Thrombozytenwerten unter 30 x109/l ohne Blutungszeichen und 

bei akuten Blutungszeichen werden dem Neugeborenen Thrombozytenkonzentrate, wenn 

möglich HPA-kompatibel, verabreicht (Liebermann et al., 2019; Querschnitts-Leitlinie 

zur Therapie mit Blutkomponenten und Plasmaderivaten).  

Da gegenwärtig kein adäquater Marker zur Vorhersage der Auftretenswahrscheinlichkeit 

von schweren Blutungen existiert (Sachs, 2020), wird bei Schwangeren mit 

vorangegangener FNAIT mit bekannten thrombozytenspezifischen Alloantikörpern 

und/oder einem antigenpositiven Fetus eine prophylaktische 

Schwangerschaftsbehandlung eingeleitet. Die präventive, antenatale Therapie stützt sich 

auf die wöchentliche Gabe von IVIG. Die aktuelle Leitlinie empfiehlt die mütterliche 

Gabe von 1g/kg Körpergewicht pro Woche bis zur Entbindung. Bei 

Hochrisikoschwangerschaften soll die Behandlung zwischen der 12. und 16. 

Schwangerschaftswoche, bei Niedrigrisikoschwangerschaften zwischen der 20. und 22. 

Schwangerschaftswoche begonnen werden (Liebermann et al., 2019).  

IVIG ist ein kostenintensives, humanes Blutprodukt (European Commission Research 

and Innovation DG. Final Report Summary - PROFNAIT, 2022). Die genaue Wirkweise 

des IVIGs im Rahmen einer FNAIT ist, trotz vieler Hypothesen, bis heute unklar 

(Wabnitz et al., 2020). Ferner sind dosisabhängig unerwünschte Arzneimittelwirkungen 

der Mutter, darunter grippeähnliche Symptome und Herzkreislaufstörungen wie 

Hypotonien oder Arrhythmien, beschrieben (Daniel et al., 2012; Guo et al., 2018; Rossi 

et al., 2016; Wienzek-Lischka et al., 2020). Hervorzuheben ist, dass die aktuellen 

Empfehlungen nicht auf placebokontrollierten, doppeltverblindeten klinischen Studien, 

sondern auf Expertenmeinungen und kleinen Fallserien beruhen. Die Anwendung von 

IVIG bei FNAIT geschieht trotzdem häufig als „off-label-use“ (Kjeldsen-Kragh, 2020). 

Vor dem Hintergrund der unzulänglichen Risikostratifizierung wird IVIG heute 

vermutlich zu häufig eingesetzt. Die fetale Blutungsprophylaxe mit IVIG ist 

wahrscheinlich nur bei Hochrisikopatientinnen von Nutzen (Kjeldsen-Kragh et al., 2023). 

Die Nachteile der IVIG-Prophylaxe führten zur Suche nach alternativen 

Therapiemöglichkeiten. Einer der neuen therapeutischen Ansätze befasst sich mit der 

Verwendung von Alloantikörpern mit fehlender Effektorfunktion. Die IgG-Moleküle 
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tragen in der schweren Kette der konstanten CH2-Domäne der Fc-Region eine N-

Glykosylierung an der Position 297 (Asn-297) (siehe Abb. 4) (Boune et al., 2020). 

 

 

Abb. 4 Schematische Darstellung der Struktur eines nativen Immunglobulins (IgGs)  

Dargestellt ist die vereinfachte Struktur eines nativen Immunglobulins (IgG). Abgebildet ist eine 
Glykankette, die am Asparaginrest der schweren Kette des Fc-Teils gebunden ist. Nachgedruckt aus 
(Bakhtiar, 2012) mit Genehmigung  der American Chemical Society. 

Die Modifizierung der Antikörper durch Abspaltung der N-gebundenen Glykane führt zu 

einer Änderung des Fc-Teils (Feige et al., 2009). Die modifizierten Antikörper sind 

hierdurch nicht mehr in der Lage, mit dem fetalen Fcγ-Rezeptor auf Makrophagen zu 

interagieren. Die Effektorfunktion - eine Fc-vermittelte Phagozytose zu induzieren – ist 

damit erloschen (Feige et al., 2009; Nimmerjahn & Ravetch, 2008). Ghevaert et al. 

entwickelten einen humanen, rekombinanten Anti-HPA-1a-Antikörper (B2G1 delta nab). 

Dieser Antikörper trägt eine modifizierte konstante Region, die nicht an die Fcγ-

Rezeptoren binden kann (Ghevaert et al., 2013). Ebenfalls kann durch eine 

Deglykosylierung von Anti-HPA-Antikörpern die Effektorfunktion verändert werden. 

Durch die unveränderte Fähigkeit der deglykosylierten Antikörper, die Plazenta über den 

Fcn-Rezeptor zu passieren, ist es möglich, das Therapeutikum direkt der Mutter zu 

injizieren (Bakchoul et al., 2013; Nimmerjahn & Ravetch, 2008). Die Antikörper ohne 

Effektorfunktion könnten die pathogenen mütterlichen Antikörper blockieren. Das 
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skizzierte Prinzip einer fetalen Blutungsprophylaxe befindet sich noch im Stadium der 

präklinischen Forschung. 

FNAIT wird am häufigsten durch die Bildung maternaler Anti-HPA-1a Alloantikörper 

verursacht. Die reaktiven Anti-HPA-1a Antikörper binden nach plazentarem Transport in 

die fetale Zirkulation an die kindlichen Plättchen, welche über das Monozyten-

Makrophagen-System über FcgR-vermittelte Phagozytose eliminiert werden. Die 

konsekutive Thrombozytopenie kann schwerwiegende fetale Blutungskomplikationen 

hervorrufen. Die Bestimmung der Anti-HPA-1a Antikörper im mütterlichen Serum sowie 

der HPA-1a-Antigene auf väterlichen Thrombozyten dient der Diagnosestellung einer 

FNAIT. Die Höhe der Anti-HPA-1a-Konzentration lässt jedoch keinen zuverlässigen 

Rückschluss auf den Schweregrad der FNAIT und das Auftreten schwerwiegender 

Blutungen zu. Bis heute gibt es keinen verlässlichen diagnostischen Parameter mit dem 

der Schweregrad der FNAIT sicher vorausgesagt werden kann. Daher gibt es bis heute 

kein Screeningprogramm für FNAIT im Rahmen der Mutterschaftsvorsorge. Aktuelle 

Leitlinien empfehlen für das Management einer Folgeschwangerschaft mit FNAIT in der 

Vorgeschichte eine Blutungsprophylaxe mit IVIG. Der Einsatz von IVIG ist vermutlich 

nur für einen kleinen Prozentsatz der immunisierten Schwangeren von Nutzen; eine 

verlässliche Risikostratifizierung könnte Überbehandlung vermeiden. 
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1.3. Fragestellung 

Die fetale und neonatale Alloimmunthrombozytopenie (FNAIT) wird durch mütterliche 

Antikörper gegen fetale humane Plättchen-Antigene (HPA), am häufigsten 

Anti- HPA- 1a-Antikörper, hervorgerufen. Nach Transport der mütterlichen Antikörper 

in die fetale Zirkulation binden die Alloantikörper an fetale Thrombozyten, die 

anschließend von Phagozyten eliminiert werden. Schwere Verlaufsformen führen zu 

einer ausgeprägten Thrombozytopenie mit fetaler intrakranieller Blutung. Bis heute ist 

die Bestimmung des fetalen Blutungsrisikos bei Vorliegen mütterlicher Anti-HPA-1a-

Antikörper nicht möglich. Im Rahmen dieser Arbeit soll ein in vitro Phagozytose-Assay 

von Anti-HPA-1a-opsonierten Thrombozyten im Vollblut (WHOPPA- whole blood 

platelet phagocytosis assay) entwickelt werden. Dieser funktionelle Assay soll den 

Abbau von opsonierten Thrombozyten ex vivo nachstellen.  Die Quantifizierung der 

Thromobytenphagozytose ex vivo könnte den Schweregrad der fetalen 

Thrombozytopenie vorhersagen und der Therapiesteuerung dienen. Ferner soll diese 

Methode helfen, die Mechanismen des Thrombozytenabbaus bei der FNAIT besser zu 

verstehen und mögliche Inhibitoren zu testen.  

Ein möglicher und viel diskutierter Ansatz zur fetalen Blutungsprophylaxe ist die 

Verwendung allospezifischer Antikörper, deren Fc-Teil nicht mehr an die Rezeptoren von 

Makrophagen binden und somit keine Phagozytose der antikörperbeladenen 

Thrombozyten auslösen können.  Mit dem zu etablierenden Assay soll daher außerdem 

die Fähigkeit von modifizierten Antikörpern gegen HPA-1a, als kompetitive Inhibitoren 

die in vitro Phagozytose von antikörperbeladenen Thrombozyten zu hemmen, untersucht 

werden.  

 



KAPITEL 2  MATERIAL UND METHODEN 

18 
 

 

 

2 
Material und Methoden 

 
 

2.1. Material 

2.1.1. Geräte und Software 

Gerät Typ/Modell Hersteller/Lieferant 

Automatischer 

Hämatologie 

Analysator 

Sysmex KX21N Sysmex Europe GmbH, 

Norderstedt, D 

Elektrophoresesystem Consort E833 Elektrophoresis 

Power Supply 

Consort, Turnhout, BEL 

Blotgerät Fastblot B34 Biometra, Göttingen, D 

Durchflusszytometer BD FACS Canto II BD Biosciences, USA 

Vortexer RS-VA15 Phoenix Instrument GmbH, 

Garbsen, D 

Zentrifugen Rotina 380 

Heraeus Pico 17 

Hettich, Tuttlingen, D 

Thermo Scientific, Osterode, D 

Proteinbestimmung NanodropR ND 1000 

Spektralphotometer 

Nanodrop Technologies, 

Wilmington, USA 

Dokumentationssystem Alpha Innotech FluorChem 

FC2 

Biozym scientific, Oldendorf, D 

Tabelle 2 Geräte  
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2.1.2. Verbrauchsmaterial 

Material Typ Hersteller/Lieferant 

Röhrchen für 

WHOPPA 

FACS-Röhrchen 

Konisch, 4,5 ml PP Röhrchen 

Sarstedt, Nürnbrecht, D 

Reagiergefäße Micro tube 0,5ml/ 1.5 ml/ 2ml Sarstedt, Nürnbrecht, D 

Probenröhrchen 13ml-Röhrchen 

Falcon Röhrchen (15ml,50ml) 

Sarstedt, Nürnbrecht, D 

Greiner Bio-One, 

Kremsmünster, A 

Dialysekasetten Slide-A-LyzerR Dialysis Casette 

0.5-3 ml /3.500 MWCO 

0.1-0-5 m/ 7.000 MWCO 

Thermo Scientific, Rockford, 

USA 

Filter 0,45µm Minisart Sartorius, Göttingen, D 

PVDF-Membran Immobilon-P Merck Millipore, Carrigtwohill, 

Ireland 
Tabelle 4 Verbrauchsmaterial 

2.1.3. Chemikalien 

Chemikalien und Reagenzien Hersteller/Lieferant 

Anticoagulant citrate Dextrose Solution Ph 

EUR (ACD) Solution A 

Terumo BCT, München, D 

PBS 1x w/o Calcium, w/o Magnesium Anprotec, Bruckberg, D 

PBS 10x w/o Calcium, w/o Magnesium Anprotec, Bruckberg, D 

EDTA, TitriplexR III Merck, Darmstadt, D 

SYTOXR blue dead cell stain In Vitrogen, Paisley, UK 

pHrodo Red, SE Life Technologies, Darmstadt, D 

Endoglycosidase S New England Biolabs, Frankfurt, D 

10x GlycoBuffer New England Biolabs, Frankfurt, D 

Software Hersteller 

FACS Diva Software 8.0.1 BD Biosciences, Heidelberg, D 

GraphPad Prism 9.1.1 GraphPad Software, Boston, MA , 

USA 
Tabelle 3 Software 
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Page Ruler Prestained Protein Ladder Thermo Fisher Scientific, Vilnius, 

Lithuania 

Biotinylated Lens culinaris lectin (LCA) Vector Laboratories, Burlingame, USA 

Peroxidase labelled streptavidin Vector Laboratories, Burlingame, USA 

ECLR Prime Western Blotting Detection 

Reagent 

Millipore Corporation, Billerica, USA 

Prostaglandin E1 Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D 

HBSS + Ca + Mg PAN Biotech, Aidenbach, D 

Ammoniumchlorid AppliChem, Darmstadt, D 

Kaliumhydrogencarbonat Roth, Karlsruhe, D 

96% Eisessig Merck, Darmstadt, D 

Methanol Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

100% Ethanol Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

25% Glutaraldehyd Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

Na2S2O3 + 5H2O Roth, Karlsruhe, D 

2,5 M Na-Acetat Roth, Karlsruhe, D 

Silbernitrat Merck, Darmstadt, D 

37% Formaldehyd Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

Na2CO3 Roth, Karlsruhe, D 

SDS Roth, Karlsruhe, D 

TRIS-Puffer Roth, Karlsruhe, D 

Ammoniumpersulfat Sigma Aldrich, Taufkirchen, D 

Temed SERVA Elektrophoresis, Heidelberg, D 

37% HCL Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

Rotiphorese 10x SDS-PAGE SERVA Elektrophoresis, Heidelberg, D 

Albumin bovine Fraction V SERVA Elektrophoresis, Heidelberg, D 

DL-Dithiothreitol (DTT) Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

MagStrep „type3“ XT beads Iba GmbH, Göttingen, D 

Buffer BXT; Strep-TactinRXT Elution Buffer Iba GmbH, Göttingen, D 

VE-Wasser Hausanlage 

Zitronensäure, >99,5% Roth, Karlsruhe, D 
Tabelle 5 Chemikalien 
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2.1.4. Antikörper 

2.1.4.1. Monoklonale Antikörper  

Die monoklonalen Antikörper SZ21 und 26.4 wurden vor dem Deglykosylieren und der 

Verwendung im WHOPPA mit Hilfe des Melon Kits aufgereinigt. Alle weiteren 

monoklonalen Antikörper konnten ohne vorherige Reinigung verwendet werden.  

 

 

 

 

 

 

Antikörper Hersteller/Lieferant 

APC Anti-human CD14 (clone HCD14) Biolegend, London, UK 

Pacific Blue Anti-CD16 (clone 3G8) Biolegend, London, UK 

FITC- Polyclonal rabbit anti-human 

IgG (Rabbit F(ab)2) 

Dako, Glostrup, DNK 

AP3 Institut für klinische Immunologie und 

Transfusionsmedizin, Gießen, D 

SZ21 Immunotech SAS, Marseille, F 

B2G1 Department of Medical Biology, University 

of Tromsø, NOR  

B2G1 delta nab Department of Medical Biology, University 

of Tromsø, NOR  

26.4 NHS Blood and Transplant, Cambridge, UK 

Purified mouse IgG1 Ancell Corporation, Bayport, USA 

Purified mouse IgG2a BioCytex, Marseille, France 

Alexa FluorTM488 donkey Anti-mouse 

IgG 

Life technologies Corporation, Eugene, OR 

Peroxidase-AffiniPure Donkey Anti-

Mouse IgG (H+L) 

Jackson, ImmunoResearch, PA, USA 

Tabelle 6 Monoklonale Antikörper 
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2.1.4.2. Humane Seren 

Es wurde ein Standard aus humanen polyklonalen Anti-HPA-1a Antikörpern verwendet. 

Das Standardserum wurde vom Nationalen Institut für biologische Standards und 

Kontrollen (NIBSC 03/152, Potters Bar Hertfordshire, UK) erworben. Der Anti-HPA-1a-

Standard wurde aus Seren von sechs verschiedenen mit HPA-1a immunisierten Frauen 

hergestellt.  

Acht unterschiedliche Spenderseren mit HLA-Antikörpern mit breiter Panel Reaktivität 

(PRA > 40%) wurden für die Herstellung eines polyklonalen Anti-HLA Klasse-I 

Standards gepoolt. Die Abwesenheit von Anti-HPA-1a-Alloantikörpern in den 

verwendeten Seren wurde durch den MAIPA bestätigt. Hierzu wurden phänotypisierte 

Thrombozyten als Testzellen verwendet. Als negative Kontrolle wurden Seren von drei 

unterschiedlichen männlichen Spendern mit der Blutgruppe AB zusammengefügt.  

Ferner wurden zwei Gruppen von Seren von verschiedenen Frauen mit FNAIT 

untersucht. Die Seren beider Gruppen beinhalteten Anti-HPA-1a-Antikörper.  Die erste 

Serumgruppe enthielt HPA-1a-Antikörper ohne HLA-Klasse I Antikörper (N=7), die 

zweite Gruppe mit HLA-Klasse I Antikörper (N=8). Das Vorhandensein der Antikörper 

in den verschiedenen Seren wurde zuvor im Routinelabor getestet. Darüber hinaus wurde 

das Serum einer Mutter getestet, deren Kind an einer ICH erkrankte.  
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Laufende 

Nummer 
Serum HPA-1a Antikörper 

(Screening; CM)1 

 
HLA Class I 
Antikörper 
Panel Reactive 

Antibodies (PRA in 
LCT) or OD’s 

1 61853/19 + (0.165; 0.086) - 

2 46771/15 + (2.653;      n.t) - 

3 56843/18 + (1.913; 1.285) - 

4 43086/14 + (2.937; 1.285) - 

5 62921/19 + (2.909;     n.t) - 

6 43277/14 + (1.170;     n.t)  - 

7 53860/17 + (1.582;     n.t) - 

8 61602/19  +(2,372)  + (0,342) 

9 61453/19 + (1,477) + (0,359) 

10 65313/20 + (2,924) + (0,825) 

11 64657/20 +(2,561) +(1,232) 

12 65545/20 +(3,011) +(0,369) 

13 64275/20   +(0,599) + (1,915) 

14 62537/19 +(2,422) +(0,268) 

15 56522/20 +(2,861) +(0,265) 

16 1959/18 - + (84%; not 
tested) 

17 556/20 - + (47%; 44%2) 

18 124/19 - + (49%; 67%2) 

19 170/19 - + (36%; 41%2) 

20 201/19 - + (36%; 48%2) 

21 1223/16 - + (85%; not 
tested) 

22 2800/17 - + (98%; not 
tested) 

23 150/19 - + (72%; 82%2) 

31 Serum einer Mutter mit Kind mit ICH  
Tabelle 7 Seren mit Ergebnissen aus dem Routine Labor 

1) OD in MAIPA obtained by screening and crossmatch (CX); 2) DTT treated  
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2.1.5. Kits 

Zweck Kit-Name Hersteller/Lieferant 

IgG-

Isolierung 

Melon Gel IgG spin purification Kit Thermo Scientific, 

Langensebold, D 
Tabelle 8 Kits 

2.2. Methode 

2.2.1. Probenmaterial 

Blutproben von Spendern und Spenderinnen mit ausgewählten Blutgruppenmerkmalen 

wurden in der Blutbank in Gießen gewonnen und mit 1,6 ml ACDA Antikoagulanz 

versetzt. Alle Blutspender und Blutspenderinnen wurden über die Verwendung ihres 

Blutes zu wissenschaftlichen Zwecken aufgeklärt und erteilten ihr schriftliches 

Einverständnis. Eine Bewilligung der Ethik-Kommission der Medizinischen Fakultät der 

JLU liegt vor (21.07.2009, 82/09). Die Proben wurden noch am selben Tag analysiert.  

 

2.2.2. Plättchen-Phagozytose-Assay im Vollblut                                                                    

(WHOPPA – whole blood platelet phagocytosis assay) 

 

Abb. 5 Vereinfachtes Flow-Chart der WHOPPA Methode 
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Isolation und Färbung der Thrombozyten                                                                                 

Zunächst wurde mit der Isolierung von plättchenreichem Plasma (PRP) begonnen. Für 

die Isolierung wurde 10 ml des mit ACD antikoagulierten Bluts für fünf Minuten bei 

450 x g ohne Bremse zentrifugiert. Nach der Entnahme des plättchenreichen 

Überstandes wurde die Konzentration der Thrombozyten mit Hilfe des Sysmex 

Analysators bestimmt. Zum Waschen der Thrombozyten wurden das PRP mit PEP-

Puffer (pH = 7,4) versetzt und für zehn Minuten bei 800 x g zentrifugiert. 

Das gewaschene PRP wurde mit dem pH-sensitiven Farbstoff pHrodo Red gefärbt. Durch 

die Eigenschaften des Farbstoffes, bei abnehmendem pH-Wert stärker zu fluoreszieren, 

war es möglich, die phagozytierten Thrombozyten in der durch die Lysosomen sauren 

Umgebung nachzuweisen. 

Basierend auf den Untersuchungen von Takahasi et al. von 2017 zu der Färbung der 

Thrombozyten mit pHrodo wurde, ausgehend von der gemessenen 

Thrombozytenkonzentration, eine Konzentration von 7,5 x 108 Thrombozyten/ml mit 

dem PEP-Puffer eingestellt (Takahashi et al., 2017). Der Farbstoff wurde in einer 

Endkonzentration von 1:3000 zu dem PRP hinzugegeben und für 30 Minuten bei 

Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Anschließend wurden die gefärbten Plättchen 

zehn Minuten bei 800 x g mit PEP-Puffer gewaschen und auf eine Konzentration von 1 x 

108 Thrombozyten/ml eingestellt. Das restliche Vollblut wurde als Quelle für die 

Monozyten im Phagozytose Assay verwendet. 

 

Sensibilisierung der pHrodo gefärbten Plättchen mit Antikörpern                                      

450µl der gefärbten Thrombozyten (4,5 x 107 Thrombozyten) wurden mit 50µl Serum 

(Endkonzentration 1:10) versetzt und 30 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln 

inkubiert. Für die Opsonierung mit monoklonalen Antikörpern wurde ein Aliquot von 

500µl gefärbter Thrombozyten (5 x 107 Thrombozyten) verwendet und mit der 

jeweiligen Antikörpermenge versetzt. Als Isotyp-Kontrolle wurde AB-Seren oder IgGs, 

als positive Kontrolle Anti-HPA-1a-Standard oder AP3 verwendet. 

Nach zweimaligem Waschen mit der doppelten Menge (1000µl) an PEP-Puffer wurden 

die Plättchen mit 210µl des HBSS-Puffers aufgefüllt. Diesem Ansatz wurde ein Aliquot 

von 10µl entnommen, um ihn für die durchflusszytometrische Analyse der 
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Antikörperbindung zu verwenden (siehe Abb. 8). Die restlichen 200µl des Ansatzes 

wurden im Phagozytose-Assay eingesetzt (siehe unten). 

 

Einstellen der Monozytenkonzentration im Vollblut                                                                    

Um annähernd physiologische Bedingungen nachzuahmen, wurden 50.000 Monozyten 

für die Phagozytose von 45.000.000 Plättchen vorbereitet (1 Monozyt/900 

Thrombozyten). 

Zu diesem Zweck wurde die Konzentration der Leukozyten im Vollblut mit Hilfe des 

Sysmex gemessen und der Anteil der Monozyten durchflusszytometrisch bestimmt. 

Hierfür wurde 200µl des Vollbluts mit 1,25µl APC konjugiertem monoklonalem 

Antikörper gegen CD14 versetzt und im Dunkeln für 15 Minuten bei Raumtemperatur 

inkubiert. Anschließend wurden die Erythrozyten mit 4,5ml des Lyse-Puffers für sechs 

Minuten bei Raumtemperatur unter Schwenken lysiert. Die Erythrozytenlyse erfolgte 

mittels hypotonem Schock. Die roten Blutkörperchen nehmen durch die niedrige 

Salzkonzentration im Lysepuffer Wasser aus der Umgebung auf. Die Erythrozyten 

schwellen daraufhin an und werden zerstört. Die Reste der Erythrozyten sind von ihrer 

Größe vernachlässigbar, sodass sie die Analyse nicht weiter stören.  

Nach Zentrifugation (fünf Minuten, 450 x g) wurden die Zellen mit 4,5ml PBS gewaschen 

(fünf Minuten, 450 x g). Anschließend wurde der Ansatz mit 100µl PBS aufgefüllt und 

der prozentuale Anteil an CD14-positiven Monozyten durchflusszytometrisch bestimmt. 

Die absolute Monozytenzahl wurde anhand der mit dem Sysmex gemessenen 

Leukozytenzahl berechnet. Basierend auf der absoluten Monozytenzahl wurden die 

Monozyten auf eine Konzentration von 2,5 x 105/ml eingestellt. Die berechnete Menge 

an Vollblut wurde, um Störfaktoren wie Komplement zu entfernen, mit 10ml PBS 

gewaschen (fünf Minuten, 450 x g). Der Überstand wurde abgesaugt und mit HBSS-

Puffer auf das berechnete Endvolumen aufgefüllt. 

 

Phagozytose und durchflusszytometrische Messung phagozytierender Monozyten                                                    

Die 200µl der Antikörper-beladenen und pHrodo-gefärbten Thrombozyten (4,5 x107 

Thrombozyten) wurden mit dem 200µl-Ansatz des gewaschenen Bluts 

zusammengefügt. Anschließend wurde der Phagozytoseansatz für 60 Minuten bei 37°C 
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und 5% CO2 inkubiert. Nach Ablauf der Inkubation wurde der Überstand nach fünf-

minütiger Zentrifugation bei 450 x g entfernt. Die Proben wurden bis zur weiteren 

Verwendung auf Eis gelagert.  

Zur weiteren Analyse der Monozyten wurde der Phagozytoseansatz mit 3µl APC-

konjugierten monoklonalen Antikörpern gegen CD14 versetzt und 30 Minuten bei 

Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Die Erythrozyten wurden, wie bereits 

beschrieben, lysiert. Nach Zugabe von 1µl SytoxBlue wurde die Prozentzahl der 

Monozyten, die Thrombozyten phagozytiert haben, mit dem Durchflusszytometer 

bestimmt. 

 
2.2.3 Durchflusszytometrie 

Die Durchflusszytometrie ist ein Verfahren zur qualitativen und quantitativen 

Untersuchung unterschiedlicher Zellpopulationen. Die Probe wird durch 

hydrodynamische Fokussierung in einem feinen Flüssigkeitsstrahl durch den Messkanal 

geleitet. Die einzelnen Zellen durchlaufen in sehr hoher Geschwindigkeit mehrere 

Laserstrahlen. Hierbei streuen die Zellen das Licht. Dies erlaubt die gleichzeitige 

Messung verschiedener physikalischer Parameter. Die Durchflusszytometrie wird oft 

auch als FACS (Fluorescence activated cell scanning) bezeichnet.  So messen die 

Detektoren einerseits die Lichtstreuung und andererseits die Fluoreszenz-Emission der 

zellgebundenen Fluoreszenzfarbstoffe. Die Streuung des Lichtes wird durch einen 

Forward Scatter Detektor (FSC), der die Zellgröße detektiert, und durch einen Side 

Scatter Detektor (SSC), der die Granularität der Zellen misst, erfasst. Die 

Fluoreszenzfarbstoffe sind in der Regel an Antikörper gebunden und gegen 

hochspezifische Oberflächenantigen („Cluster of Differentiation“ - CD-Marker) 

gerichtet. Die Kombination mehrerer Fluoreszenzfarbstoffe mit unterschiedlichem 

Emissionsspektrum ermöglicht die simultane Messung verschiedener Antigenmuster. 

Voraussetzung ist die getrennte Detektion der Fluoreszenzemission.  

Zusammenfassend ermöglicht die Durchflusszytometrie eine Untersuchung 

verschiedener Zellen anhand ihrer Größe, der Struktur ihres Zellkerns, ihrer Granularität 

sowie ihrer Oberflächeneigenschaften. 

Die Färbung der Zellen für die durchflusszytometrische Untersuchung erfolgte immer 

nach dem gleichen Protokoll.  
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2.2.3.1.Analyse der Antikörperbindung an den Plättchen 

An Thrombozyten gebundene Antikörper wurden mittels Durchflusszytometrie 

nachgewiesen. Zu diesem Zweck wurden 10µl der sensibilisierten, pHrodo-markierten 

und mit HBSS verdünnten Plättchen (siehe oben) entnommen.  Je nach verwendetem 

Primärantikörper wurden 10µl des Ansatzes mit 1µl des Sekundärantikörpers, FITC-

konjugierter rabbit Fab2 Anti-human IgG oder Alexa FluorTM488 donkey Anti-mouse IgG 

versetzt. Nach 15 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Probe 

durchflusszytometrisch analysiert. 

 

2.2.3.2.Bestimmung der Monozytenzahl 

Zur annähernden Nachbildung des physiologischen Verhältnisses musste der Anteil an 

Monozyten am Vollblut bestimmt werden. Hierfür wurde 200µl Vollblut mit 1,25µl APC 

konjugiertem monoklonalem Antikörper gegen CD14 inkubiert. Anschließend wurden 

die Erythrozyten lysiert. Der prozentuale Anteil an CD14 positiven Monozyten an allen 

weißen Blutkörperchen wurde durchflusszytometrisch bestimmt. 

 

2.2.3.3.Bestimmung der Phagozytoserate  

Die Monozyten im Phagozytoseansatz wurden mit 3µl APC-konjugierten monoklonalen 

Antikörpern gegen CD14 markiert.  Die im Vollblut noch enthaltenen Erythrozyten 

wurden, um die durchflusszytometrische Messung nicht zu stören, lysiert. Anschließend 

wurde durch die Zugabe von 1µl SytoxBlue, einem blauen Nukleinsäure-Farbstoff, 

welcher problemlos in Zellen mit beschädigter Zellmembran eindringt, tote Zellen 

markiert. Nur lebende Monozyten wurden mit Hilfe des Durchflusszytometers gezählt. 

Alle CD14-positiven Zellen, die ebenfalls pHrodo-positiv waren, wurden als lebende 

Monozyten, welche opsonisierte Thrombozyten phagozytierten, definiert. Es wurde 

2.000 - 20.000 Zellen ausgewertet.  Die Phagozytoserate wurde anhand des prozentualen 

Anteils an Monozyten, welche pHrodo gefärbte Thrombozyten phagozytierten, bestimmt. 

Die Phagozytoserate von dem AB-Serum (negative Kontrolle) wurde auf 5% ± 0,1%, die 

der monoklonalen Isotypkontrolle auf 1,5% ± 0,1% eingestellt.  Jeder Wert über 5,1% 

bzw. 1,6% wurde als positive Phagozytose definiert. 
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Abb. 7 Mikroskopische Analyse der Phagozytose von Thrombozyten durch Monozyten (Wiedergegeben 
mit Genehmigung des Urheberrechtsinhabers Frau Rohr, Institut für klinische Immunologie und 
Transfusionsmedizin, Gießen ) 

 

 

 

A B C 

 

Abb. 6 Gatingstrategie der phagozytierenden Monozyten  

Dargestellt ist die Identifizierung der Monozyten in der durchflusszytometrischen Analyse einer negativen (AB-
Serum; obere Zeile) und einer positiven Kontrolle (Anti-HPA-1a Standard, untere Zeile). 

 A) Färbung der Zellen mit Sytox Blue, um die lebenden Zellen (grün) zu erfassen.  B) Identifizierung der lebenden 
Monozyten (Blau) durch Färbung mit APC konjugierten CD14 Antikörper. C) Analyse der lebenden Monozyten, 
welche pHrodo gefärbte Thrombozyten phagozytiert haben (lila). 
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2.2.3.4. Bindungstest 

An Thrombozyten gebundene Antikörper wurden durchflusszytometrisch nachgewiesen. 

Zu diesem Zweck wurden 10µl der opsonisierten Thrombozyten entnommen und mit 1µl 

des fluoreszenzmarkiertem Sekundärantikörpers versetzt (siehe Kapitel 2.2.3., S. 25). 

Nach fünfzehnminütiger Inkubation wurde die Probe durchflusszytometrisch analysiert. 

Die Thrombozyten wurden im Vorwärts/Seit-Scatter gegated und die an Thrombozyten 

gebundenen Antikörper durch Erfassung des bindenden Sekundärantikörpers 

(siehe Abb. 8) gemessen. Die Quantifizierung der Antikörperbindung wurde auf der 

Grundlage der mittleren Fluoreszenzintensität (MFI) durchgeführt.  

 

Abb. 8. Overlay Histogramm der gebundenen Antikörper  

Menge an gebundenen Antikörpern an Thrombozyten der negativen (AB Serum, schwarz) und der 
positiven Kontrolle (Anti-HPA-1a-Standard, rot). Die mittlere Fluoreszenzintensität (Mean Fluoresence 
Intensity) wurde berechnet.  
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2.2.4. Säurebehandlung  

HLA-Klasse I-Antigene setzen sich aus einer schweren Kette, einem transmembranen 

und einem zytoplasmatischen Anteil sowie einem extrazellulären nicht-kovalent 

gebundenen β2-Mikroglobulin, zusammen. Die Behandlung von Thrombozyten mit 

Zitronensäure (pH 3) führt zu einer Abspaltung des β2-Mikroglobulins von der 

Zelloberfläche. Die meisten polyklonalen Antikörper erkennen das Antigen nur im 

Heterodimer, was den Verlust der HLA-Antigenität zur Folge hat (Neumüller et al., 

1993). 

Das isolierte PRP wird mit dem PEP-Puffer gewaschen. Daraufhin wird mit  

kalter Zitronensäure (4 °C, pH 2,9 - 3) eine Konzentration von 2x109 Thrombozyten/ml 

hergestellt. Als negative Kontrolle wird das PRP mit 4 °C kaltem PEP-Puffer in einer 

Konzentration von 2 x109/ml mitgeführt. Nach Inkubation (zehn Minuten, auf Eis) 

werden die Ansätze mit der 20-fachen Menge an PEP-Puffer bei Zimmertemperatur 

neutralisiert und zentrifugiert (zehn Minuten, 800 x g). Nach dem Entfernen des 

Überstandes wurde mit PEP-Puffer eine Konzentration von 7,5x108 hergestellt.  

Anschließend wurde nach dem oben beschriebenen Protokoll weiterverfahren. 

Verglichen wurde die Phagozytoserate und die Antikörperbindung von dem Serum 10 

sowie dem monoklonalen Antikörper w6/32 vor und nach Säurebehandlung. 

 

2.2.5. Modifizierte Antikörper 

Verschiedene monoklonale Antikörper gegen β3-Integrin (SZ21, B2G1, 26.4) sowie 

Seren mit Anti-HLA- und Anti-HPA-Antikörpern wurden mit Hilfe der Endoglykosidase 

S (Endo S) verdaut. Ferner wurden Immunglobuline (IgG) der entsprechenden IgG-

Subklasse sowie Serum der Blutgruppe AB als Isotypkontrolle deglykosyliert. Die in 

dem Anti-HLA-Standard, Anti-HPA-Standard sowie AB-Serum befindlichen IgGs 

wurden zuvor mit der HighTrapTM Protein G Säule isoliert. 100µg der nativen IgGs 

wurde mit 1µl des 10-fach GlycoBuffers und 1µl Endo S bei 37 °C für eine Stunde 

inkubiert. Hierbei entfernt das Enzym Endo S das N-gebundene Glykane der schweren 

Kette des IgGs.  

Der rekombinante Antikörper delta B2G1 wurde uns freundlicherweise von Dr. Skogen 

und Dr. Stuge aus Norwegen, sowie Dr. Ghevaert und Dr. Lau aus Großbritannien zur 

Verfügung gestellt. Der Fc-Teil dieses Antikörpers ist so modifiziert, dass er nicht mehr 

in der Lage ist, eine Fcγ-vermittelte Phagozytose zu induzieren.  
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2.2.5.1. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

2.2.5.1.1. Silberfärbung 

Der Nachweis der erfolgreichen Abspaltung des Zuckers (Deglykosylierung) erfolgte mit 

7,5%-SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) sowie nachfolgender 

Silberfärbung. Unter reduzierten Bedingungen wurden zwei Banden, die schwere und 

die leichte Kette der IgGs, aufgetrennt und mittels Silberfärbung sichtbar. Durch die 

Abspaltung des Zuckers ist die schwere Kette des deglykosylierten IgGs etwas kleiner 

als die schwere Kette des naiven IgGs. Nach Deglykosylierung laufen die Antikörper 

somit schneller im Gel.  

 

2.2.5.1.2. Western-Blot mit LCA (Lens Culinaris Agglutinin) 

Zum direkten Nachweis des N-Glykans wurden die zuvor mit der Gelelektrophorese 

aufgetrennten Proteine auf eine PVDF(Polyvinyldifluorid)-Membran überführt.  Nach 

dem Transfer der Proteine konnte das N-Glykan mithilfe des Lens Culinaris Agglutinins 

unter der Verwendung des Biotin-Avidin/Streptavidin-Systems nachgewiesen werden. 

Bei Fehlen des N-Glykans nach Abspaltung durch das Enzym Endoglykosidase S ist kein 

Signal im LCA-Blot mehr nachweisbar.   

 

2.3. Biostatistik 
Die Dotplots wurden mit Hilfe der FACS Diva Software 8.0.1 erstellt. Die deskriptive 

Statistik wurde unter Verwendung von GraphPad (GraphPad Software, Boston, MA, 

USA, Version 9.1.1, 2021) durchgeführt und die Daten in Form von Histogrammen 

visualisiert. Lagemaß und Streuung wurden ebenfalls unter Verwendung von GraphPad 

Prism berechnet und graphisch dargestellt. Es wurde der einseitige und zweiseitige t-Test 

mit Einteilung des Signifikanzniveaus gemäß den Konventionen als * (p ≤ 0,05), ** (p ≤ 

0,01) und *** (p ≤ 0,001) verwendet. Ferner wurden Korrealationsanalysen nach Pearson 

angewandt. Die zugrunde liegende Grundgesamtheit wurde mittels Shapiro-Wilk-Test 

auf Normalverteilung geprüft.  
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3 
Ergebnisse 

 
 

 
3.1. Der Anti-HPA-1a-Standard induziert eine allelspezifische und 

konzentrationsabhängige Phagozytose 

Es wurde zunächst die Spezifität und Sensitivität der zuvor neu entwickelten WHOPPA 

Methode untersucht.  Hierzu wurden unterschiedliche Verdünnungen eines Standards 

(NIBSC 03/152, 1:16 - 1:1024), der ausschließlich thrombozytenreaktive Antikörper 

gegen HPA-1a beinhaltet, verwendet. Die unterschiedlichen Verdünnungen wurden mit 

vier HPA-1bb- sowie fünf HPA-1aa-Spendern getestet. Erwartungsgemäß zeigt sich, dass 

die Phagozytoserate der HPA-1aa-Thrombozyten nach Opsonierung mit HPA-1a-

Antikörper signifikant höher ausfiel als die Phagozytoserate von HPA-1bb-

Thrombozyten. Ein signifikanter Unterschied der Phagozytoserate war bis zu einer 

Verdünnung von 1:32 nachweisbar. 

Die WHOPPA Methode wurde durch einen durchflusszytometrischen Bindungstest 

mithilfe eines Sekundärantikörpers ergänzt. Hier konnte ein signifikanter Unterschied der 

Antikörperbindung zwischen HPA-1a-positive und HPA-1a-negative Thrombozyten bis 

zu einer Verdünnung von 1:128 nachgewiesen werden. 

Die Menge der gebundenen Antikörper (MFI) korrelierte stark mit der gemessenen 

Phagozytose-Rate (%) (r=0,9256; p < 0,0001). 
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Abb. 9. Antigenspezifische Induktion der Phagozytose und antigenspezifische Bindung des Anti-HPA-
1a-Standards  

Darstellung der Phagozytoserate (A) sowie der an Thrombozyten gebundenen Antikörper (MFI, mean 
fluorescence intensity) (B) nach Opsonierung von Thrombozyten mit Anti-HPA-1a-Standard in 
unterschiedlichen Verdünnungsstufen (1:16 – 1:128/1:512). Phagozytoserate: Anteil pHrodo-positiver 
Monozyten nach Ingestion pHrodo-gefärbter Thrombozyten in %. Die Untersuchung wurde mit HPA-1aa 
und -1bb Thrombozyten (n≥4) durchgeführt. Ab, antibody. *p<0,05; **p<0,01; *** p< 0,001; ns – not 
significant.  

 

Abb. 10. Korrelation der Phagozytoserate mit der Menge gebundener Anti-HPA-1a-Antikörper 

Darstellung der Korrelation der Phagozytoserate Anti-HPA-1a-opsonierter Thrombozyten mit der Menge 
an thrombozytär gebundenen Anti-HPA-1a-Antikörpern (MFI, mean fluorescence intensity). 
Phagozytoserate: Anteil pHrodo-positiver Monozyten nach Ingestion pHrodo gefärbter Thrombozyten in 
%. 
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3.2. Monozyten, nicht neutrophile Granulozyten, phagozytieren opsonierte 

Thrombozyten im Vollblut 

Um zu überprüfen, ob neben Monozyten auch neutrophile Granulozyten opsonierte 

Thrombozyten phagozytieren, wurde ein weiterer Versuch angeschlossen. Hierzu wurden 

nach Abschluss der Phagozytose fluoreszenzmarkierte Anti-CD14-Antikörper sowie 

fluoreszenzmarkierte Anti-CD16-Antikörper verwendet. Als negative Kontrolle wurden 

die Thrombozyten mit Serum von männlichen AB-Spendern beladen. Als 

Positivkontrolle, wurde ein weiterer Kontrollversuch mit pHrodo-markierten E. coli 

Bakterien bei 0 °C und bei 37 °C mitgeführt.  

Es zeigte sich, dass nur Monozyten die Anti-HPA-1a-beladenen Thrombozyten 

phagozytiert haben (siehe Abb. 11). Die neutrophilen Granulozyten zeigten in unserem 

Testsystem keine Phagozytose von antikörperbeladenen Thrombozyten (siehe Abb. 12). 

Während die pHrodo gefärbten E. coli auch von Granulozyten phagozytiert wurden 

(siehe Abb. 13).  

 

 

Abb. 11 Phagozytose der Thrombozyten durch Monozyten nach Opsonierung mit AB-Serum (Control) im 
Vergleich zu Anti-HPA-1a-Standard (Anti-HPA-1a)    

A) Anteil der lebenden mononukleären Zellen des peripheren Blutes (vialable PBMC) im Forward-Side-
Scatter (FSC) und mit SytoxBlue in %.                                                                                                                                              

A B C 



KAPITEL 3  ERGEBNISSE 

36 
 

B) Anteil aller lebenden Monozyten im Forward-Side Scatter (FSC) und mit CD14-APC-Antikörpern in %.                                                                                           
C) Anteil aller pHrodo-positiver Monozyten nach Ingestion pHrodo gefärbter Thrombozyten in %.  

 

Abb. 12 Phagozytose von Thrombozyten durch Granulozyten nach Opsonierung mit AB-Serum (Control) 
im Vergleich zu Anti-HPA-1a-Standard (Anti-HPA-1a)    

A) Anteil der Monozyten und Granulozyten durch Gating mit CD14 APC- und CD16 Pacific Blue-
Antikörpern in %.                                                                                                                                                                   
B) Anteil aller lebenden Granulozyten im Forward-Side-Scatter (FSC) und mit CD16 Pacific Blue-
Antikörpern in %.                                                                                                                                                                         
C) Anteil aller pHrodo-positiven Granulozyten nach Ingestion pHrodo gefärbter Thrombozyten in % 
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Abb. 13 Phagozytose von pHrodo-markierten Escherichia coli (E. coli) bei 0° C (A) und 37° C (B) 

1) Anteil aller pHrodo-positiven Monozyten nach Ingestion pHrodo-markierter E. coli bei 0 °C (A) oder 
37 °C (B) in %. 
2) Anteil aller pHrodo-positiven Neutrophilen nach Ingestion pHrodo-markierter E. coli bei 0° C (A) oder 
37 °C (B) in %. 
 
 
3.3. Mütterliche Anti-HLA-Klasse I-Antikörper induzieren die Phagozytose von 

opsonierten Thrombozyten 

30-50 % aller Schwangeren bilden Anti-HLA-Klasse I-Antikörper gegen kindliche, vom 

Vater ererbte, HLA-Klasse I Antigene. In den Seren vieler schwangerer Frauen mit 

FNAIT lassen sich daher neben HPA-1a- auch HLA-Klasse I-Antikörper nachweisen.  Da 

HLA-Klasse I Antigene auch auf Thrombozyten exprimiert sind, könnten Anti-HLA-

Antikörper einen Einfluss auf die Phagozytose haben und die Messung der Phagozytose 

durch Anti-HPA-1a beeinflussen. 

Um diese Frage zu prüfen, wurde zunächst die allgemeine Fähigkeit von Anti-HLA-

Antikörpern, die Phagozytose opsonierter Thrombozyten zu induzieren, geprüft. Zu 

diesem Zweck wurden Seren von acht Spendern gepoolt. Alle acht Seren beinhalteten 

Anti-HLA-Antikörper mit einer breiten Panel-Reaktivität. Die gepoolten HLA-Seren 

wurden in unterschiedlichen Verdünnungen (1:16 – 1:1024) getestet. Es zeigte sich, dass 

Anti-HLA-Klasse I-Antikörper generell befähigt waren, in dem Testsystem eine 

Phagozytose von Thrombozyten auszulösen.  

1 

2 
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Die Phagozytoserate der gepoolten Seren zeigte einen signifikanten Unterschied zur 

Negativkontrolle bis zu der Verdünnung von 1:512. Ein signifikanter Unterschied der 

Antikörperbindung in der Durchflusszytometrie konnte hier jedoch nur bis zu einer 

Verdünnungsstufe von 1:256 nachgewiesen werden. Auch hier wies die Menge der 

gebundenen Antikörper eine starke Korrelation mit der Phagozytoserate auf.  

 

 

 

Abb. 14. Induktion der Phagozytose opsonierter Thrombozyten durch einen gepoolten Anti-HLA-
Standard im Vergleich zur Antikörperbindung 

Darstellung der Phagozytoserate (A) sowie der thrombozytär gebundenen Antikörper (MFI, mean 
fluorescence intensity) (B) nach Opsonierung von Thrombozyten mit gepooltem Anti-HLA-Klasse I Serum 
in unterschiedlichen Verdünnungsstufen (1:16 – 1:1024) (n=4). Phagozytoserate: Anteil pHrodo-positiver 
Monozyten nach Ingestion pHrodo gefärbter Thrombozyten in %. Ab, antibody. *p<0,05; **p<0,01; *** 
p< 0,001; ns - not significant. 

                              

Abb. 15 Korrelation der Phagozytoserate mit der Menge gebundener Anti-HLA-Klasse I Antikörper 

Darstellung der Korrelation der Phagozytoserate Anti-HLA-Klasse I-opsonierter Thrombozyten mit der 
Menge an thrombozytär gebundenen Anti-HLA-Klasse I-Antikörpern (MFI, mean fluorescence intensity). 
Phagozytoserate: Anteil pHrodo-positiver Monozyten nach Ingestion pHrodo gefärbter Thrombozyten in 
%. 
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Um den Einfluss der Anti-HLA-Klasse I-Antikörper in maternalen FNAIT-Seren auf die 

Phagozytoserate der Thrombozyten zu untersuchen, wurden zwei Gruppen von Seren 

verschiedener Fälle von FNAIT untersucht. Alle Seren enthielten Anti-HPA-1a-

Antikörper. Die erste Kohorte enthielt keine (n=7) und die zweite Kohorte (n=8) enthielt 

zusätzlich Anti-HLA-Klasse I Antikörper. Bei der Testung der Anti-HPA-1a-Seren ohne 

Anti-HLA-Klasse I-Antikörper ließ sich, den Erwartungen entsprechend, eine 

allelspezifische Phagozytose opsonierter Thrombozyten erkennen. Während die 

opsonierten HPA-1aa-Thrombozyten phagozytiert wurden, blieb die Phagozytose der 

HPA-1bb-Thrombozyten aus (siehe Abb. 16). Diese Gruppe wies, ähnlich wie der Anti-

HPA-Standard, eine starke Korrelation der Menge der gebundenen Antikörper mit der 

nachgewiesenen Phagozytoserate auf (r= 0,9214, p < 0,001) (Abb. 18).  

Interessanterweise zeigten bei der Testung der Seren mit zusätzlichen Anti-HLA-

Antikörpern nur zwei der acht Seren keine allelspezifische Phagozytose. So lösten Serum 

10 und Serum 13 zusätzlich eine Phagozytose von HPA-1bb Thrombozyten aus 

(Abb. 17). Die Korrelation der durchflusszytometrisch bestimmten Antikörperbindung 

mit der Phagozytoserate war bei zusätzlicher Anwesenheit von HLA-Antikörpern 

weiterhin gut (r= 0,7897, p < 0,001) (Abb. 19), jedoch deutlich schwächer, als bei 

alleiniger Anwesenheit von Anti-HPA-1a-Antikörpern (r= 0,9214, p < 0,001) (Abb. 18). 

Beide Kohorten wurden zuvor auf Anti-HPA-1a-Antikörper mit dem in der Routine 

gebräuchlichen MAIPA getestet. In der ersten Kohorte (ohne HLA-Antikörper) war die 

Korrelation der Phagozytoserate mit den gebundenen Antikörpern bei der Messung durch 

MAIPA deutlich schwächer (r=0,7692, p<0,0001) als bei der Messung mit WHOPPA 

(r=0,9214, p<0,0001) (Abb. 18). Ferner zeigten die Messergebnisse des MAIPAs bei den 

Seren mit HLA-Antikörpern keine Korrelation (r=0,4931, p=0,06) (Abb.19).  
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Abb. 16 . Induktion der Phagozytose opsonierter Thrombozyten durch Anti-HPA-1a-Seren ohne 
zusätzliche Anti-HLA-Klasse I-Antikörper im Vergleich zur Antikörperbindung 

Darstellung der Phagozytoserate (A) sowie der thrombozytär gebundenen Antikörper (MFI, mean 
fluerescence intensity) (B) nach Opsonierung mit Anti-HPA-1a-Seren von FNAIT Patientinnen ohne HLA- 
Antikörper. Die Analyse wurde mit HPA-1aa (n=3) und -1bb Thrombozyten(n=1) durchgeführt. 
Phagozytoserate: Anteil pHrodo-positiver Monozyten nach Ingestion pHrodo gefärbter Thrombozyten in 
%. X-Achse: Serum-Nr. Ctrl, AB-Serum. 

 

 

Abb. 17. Induktion der Phagozytose opsonierter Thrombozyten durch Anti-HPA-1a-Seren mit 
zusätzlichen Anti-HLA-Klasse I-Antikörpern im Vergleich zur Antikörperbindung 

Darstellung der Phagozytoserate (A) sowie der thrombozytär gebundenen Antikörper (MFI, mean 
fluorescence intensity) (B) nach Opsonierung mit Anti-HPA-1a-Seren von FNAIT Patientinnen mit Anti-
HLA-Antikörpern. Die Untersuchung wurde mit HPA-1aa (n=3) und -1bb-Thrombozyten (n=1) 
durchgeführt.  Phagozytoserate: Anteil pHrodo-positiver Monozyten nach Ingestion pHrodo gefärbter 
Thrombozyten in %. X-Achse: Serum-Nr. Ctrl, AB-Serum. 
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Abb. 18 Korrelation der Phagozytoserate mit der Menge gebundener Antikörper und den OD-Werten im 
MAIPA. Anti-HPA-1a-Seren ohne HLA-Klasse I-Antikörper 

Darstellung der Korrelation der Phagozytoserate Anti-HPA-1a-opsonierter Thrombozyten mit der Menge 
an thrombozytär gebundenen Antikörpern (MFI, mean fluorescence intensity) (A) und der Optical Density 
(OD) im Monoclonal Antibody Immobilization of Platelet Antigens-Test (MAIPA) (B). Anti-HPA-1a-Seren 
ohne Anti-HLA-Klasse I-Antikörper. Phagozytoserate: Anteil pHrodo-positiver Monozyten nach Ingestion 
pHrodo gefärbter Thrombozyten in %. 

 

Abb. 19 Korrelation der Phagozytoserate mit der Menge gebundener Antikörper und den OD-Werten im 
MAIPA. Anti-HPA-1a-Seren mit HLA-Klasse I-Antikörpern 

Darstellung der Korrelation der Phagozytoserate Anti-HPA-1a-opsonierter Thrombozyten mit der Menge 
an thrombozytär gebundenen Antikörpern (MFI, mean fluorescence intensity) (A) und der Optical Density 
(OD) im Monoclonal Antibody Immobilization of Platelet Antigens-Test (MAIPA) (B). Anti-HPA-1a-Seren 
mit Anti-HLA-Klasse I-Antikörpern. Phagozytoserate: Anteil pHrodo-positiver Monozyten nach Ingestion 
pHrodo gefärbter Thrombozyten in %. 
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In einem der Anti-HPA-1a-Seren mit Anti-HLA-Klasse I-Antikörpern (Serum 10) störte 

die Anwesenheit von Anti-HLA-Antikörpern den Nachweis von Anti-HPA-1a-

Antikörpern: eine Differenzierung der Phagozytoserate nach Opsonierung von HPA-1aa- 

und HPA-1bb-Thrombozyten war nicht möglich (Abb. 17). 

Die Phagozytoserate der HPA-1aa- und HPA-1bb-Thrombozyten nach Opsonierung mit 

dem Serum 10 konnte durch Säurebehandlung der Thrombozyten erfolgreich reduziert 

werden (Abb. 20). Als positive Kontrolle wurde der monoklonale Antikörper w6/32 

gegen HLA-Klasse I-Antigene eingesetzt. Hier lässt sich eine komplette Hemmung der 

Phagozytose durch eine Säurebehandlung erkennen (Abb. 21). 

 

  

Abb. 20 Induktion der Phagozytose opsonierter Thrombozyten durch Serum 10 im Vergleich zur 
Antikörperbindung vor und nach Säurebehandlung der Thrombozyten.  

Darstellung der Phagozytoserate opsonierter Thrombozyten (A) und der Menge thrombozytär gebundener 
Antikörper (B) (MFI, mean fluorescence intensity) nach Opsonierung mit dem Serum 10 vor (-) und nach 
(+) Säurebehandlung (n=3). Phagozytoserate: Anteil pHrodo-positiver Monozyten nach Ingestion pHrodo 
gefärbter Thrombozyten in %. 
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Abb. 21 Induktion der Phagozytose opsonierter Thrombozyten durch den monoklonalen Anti-HLA-Klasse 
I-Antikörper w6/32 im Vergleich zur Antikörperbindung vor und nach Säurebehandlung der 
Thrombozyten 

Darstellung der Phagozytoserate opsonierter Thrombozyten (A) und der Menge thrombozytär gebundener 
Antikörper (B) (MFI, mean fluorescence intensity) nach Opsonierung mit dem monoklonalen Anti-HLA-
Klasse I-Antikörper w6/32 vor (-) und nach (+) Säurebehandlung (n³2). Phagozytoserate: Anteil pHrodo-
positiver Monozyten nach Ingestion pHrodo-gefärbter Thrombozyten in %. 

 

3.4. Antikörper gegen avβ3 induzieren keine Phagozytose von Thrombozyten 

Das HPA-1a-Antigen liegt auf der b3-Integrin-Kette, die mit der av- und der aIIb-

Integrinkette ein Heterodimer bilden kann. Daher wurde die Fähigkeit von Anti-avβ3- 

und Anti-β3-Antikörpern, eine Phagozytose von Thrombozyten zu induzieren, 

verglichen. Es werden hierzu einerseits monoklonale Antikörper (Anti-β3: Klon AP3; 

Anti-avβ3: Klon 23C6) und andererseits das Serum einer Mutter, deren Kind eine ICH 

infolge einer Anti-HPA-1a-induzierten FNAIT erlitt, getestet. Vor der Verwendung des 

kindlichen Serums wurden die Anti-β3-Antikörper mit cβ3 absorbiert; nach Absorption 

sollten nur komplexspezifische, mit avb3-reaktive Antikörper verbleiben.  

Erwartungsgemäß zeigte sich bei der Verwendung des monoklonalen Anti-b3-

Antikörpers AP3 und des Anti-HPA-Standards eine spezifische Induktion der 

Phagozytose. Polyklonale und monoklonale Anti-avβ3-Antikörper induzierten in dem 

vorliegenden Testsystem keine Phagozytose (Abb. 22 und Abb. 23). 
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Abb. 22 Induktion der Phagozytose opsonierter Thrombozyten durch Anti-b3-Antikörper und Anti-avb3-
Antikörper im Vergleich zur Antikörperbindung.  

Darstellung der Phagozytoserate opsonierter Thrombozyten (A) sowie der Menge thrombozytär 
gebundener Antikörper (B) (MFI, mean fluorescence intensity) nach Opsonierung mit monoklonalen 
Antikörpern gegen b3 (AP3) und αvb3 (23C6). Die Untersuchung wurde mit HPA-1aa (n=3) und -1bb 
Thrombozyten (n=1) durchgeführt. Phagozytoserate: Anteil pHrodo-positiver Monozyten nach Ingestion 
pHrodo gefärbter Thrombozyten in %. 
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Abb. 23 Induktion der Phagozytose opsonierter Thrombozyten durch ein Anti-HPA-1a-Serum nach 
Absorption mit cb3 im Vergleich zur Antikörperbindung. 

Darstellung der Phagozytoserate opsonierter Thrombozyten (A) sowie der thrombozytär gebundenen 
Antikörper (B) (MFI, mean fluorescence intensity) nach Opsonierung mit einem Anti-HPA-1a-Serum von 
einem Patienten mit intrakranieller Hämorrhagie (ICH) nach Absorption mit cb3. Das Serum sollte nach 
Absorption nur komplexspezifische Anti-avb3-Antikörper enthalten. Ctrl, Polyklonaler Anti-HPA-1a-
Standard. Phagozytoserate: Anteil pHrodo-positiver Monozyten nach Ingestion pHrodo gefärbter 
Thrombozyten in %. Die Untersuchung wurde mit HPA-1aa (n=3) und -1bb Thrombozyten (n=1) 
durchgeführt. 

  

3.5. Typ-I- und Typ-II-Antikörper induzieren Phagozytose von Thrombozyten 

Zum jetzigen Zeitpunkt unterscheidet man zwei verschiedene Typen von Anti-HPA-1a-

Antikörpern, Typ I und Typ II. Der Typ-I Anti-HPA-1a-Antikörper (als Vertreter: SZ21) 

reagiert ausschließlich mit dem HPA-1a-Epitop auf der polymorphen PSI-Domäne. Der 

Typ-II Anti-HPA-1a-Antikörper (als Vertreter: 26.4 und B2G1) benötigt für seine 

Bindung nicht nur die PSI-, sondern auch die benachbarte EGF-1-Domäne der β3-

Untereinheit. 

Es wurden die drei unterschiedlichen Antikörper in aufsteigender Konzentration von 0.1 

bis 10µg/ml getestet. Deutlich wurde, dass sowohl Typ-I- als auch Typ-II-Antikörper in 

der Lage sind eine Phagozytose der Thrombozyten zu induzieren. Interessanterweise 

konnte SZ21 in hoher Konzentration auch die Phagozytose von HPA-1bb-Thrombozyten 

induzieren. 26.4 und B2G1 reagierten im Gegensatz dazu trotz hoher Konzentration 

allelspezifisch (Abb. 24). 
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Abb. 24 Induktion der Phagozytose opsonierter Thrombozyten durch unterschiedliche Anti-HPA-1a-
Subtypen 

Darstellung der Phagozytoserate opsonierter Thrombozyten nach Opsonierung mit Anti-HPA-1a-Subtyp-
spezifischen monoklonalen Antikörpern. Phagozytoserate: Anteil pHrodo-positiver Monozyten nach 
Ingestion pHrodo-gefärbter Thrombozyten in %. Die Untersuchung wurde mit HPA-1aa (n=3) und -1bb 
Thrombozyten (n=1) durchgeführt. 26.4 (human IgG1), B2G1 (human IgG1), and B2G1 delta nab (human 
IgG1), SZ21 (mouse IgG1). 

 

3.6.  Modifizierte Antikörper induzieren keine Phagozytose von Thrombozyten 

Für die Interaktion des Fc-Teils von IgG-Antikörpern mit Fc-Rezeptoren auf Phagozyten 

ist die N-Glykosylierung am Asparagin 297 des Antikörpermoleküls entscheidend. Daher 

wurde die Induktion der Phagozytose nach Opsonierung von Thrombozyten mit 

deglykosylierten monoklonalen und polyklonalen Antikörpern, dem modifizierten 

Antikörper B2G1 delta nab, sowie deren Isotypkontrollen untersucht. Die erfolgreiche 

Deglykosylierung der Antikörper sowie deren Isotypkontrollen wurde nach 

gelelektrophoretischer Auftrennung mit einer Silberfärbung und einem Lens culinaris 

Agglutinin (LCA)-Blot nachgewiesen. Nach der Deglykosylierung des N-Glykans vom 

Fc-Teil der schweren Kette (deg-IgG (H)) läuft die schwere Kette etwas schneller als 

deren native schwere Kette (IgG (H)) (Abb.25). 
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Abb. 25 Exemplarische Darstellung der Deglykosierung monoklonaler Antikörper mit SDS-PAGE und 
Silberfärbung  

Dargestellt sind unterschiedliche native (n) und deglykosylierte (d) monoklonale Antikörper im 
silbergefärbten Gel. Die Antikörper wurden unter reduzierenden Bedingungen in eine leichte (L) und 
schwere (H) Kette aufgetrennt. MW, molecular weight. Deg, deglycosyliert. 

Darüber hinaus konnte nach Westernblotting mit Lens-culinaris-Agglutinin (LCA) keine 

Bande bei den deglykosylierten Antikörpern nachgewiesen werden (Abb. 26). Sowohl 

das Silbergel als auch das LCA-Blotting zeigten, dass die Deglykosylierung erfolgreich 

war (Abb. 25 und Abb. 26). 

 

Abb. 26 Exemplarische Darstellung der Deglykosylierung mit Lens Culinaris Agglutinin (LCA)- Blot und 
Silberfärbung  

Abbildung der deglykosylierten (Spalte 1 und 3) und nativen (Spalte 2 und 4) Antikörper (Moab), die durch 
7,5% SDS-PAGE unter reduzierenden Bedingungen analysiert wurden. Nach dem Transfer der Proteine auf 
eine Polyvinyldifluorid (PVDF)-Membran wurden das verbliebene N-Glykan unter Verwendung des Biotin-
Avidin-/Streptavidin-Systems mit Lens-culinaris-Agglutinin (LCA) nachgewiesen. MW, molecular weight. 
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Im Einklang mit derzeitigen wissenschaftlichen Erkenntnissen konnte demonstriert 

werden, dass nach Abspaltung des N-Glykans am Fc-Teil des Antikörpers alle 

Antikörper signifikant weniger Phagozytose auslösen (Abb. 27 und Abb. 28). Als 

Isotypkontrolle wurden deglykosylierte monoklonale Antikörper und deglykosylierte 

AB-Seren mitgeführt. Auch der modifizierte Antikörper B2G1 delta nab ließ eine 

deutlich geringere Phagozytoserate als dessen nativer Antikörper erkennen (Abb. 28). 

 

Abb. 27 Induktion der Phagozytose opsonierter Thrombozyten durch native und deglykosylierte 
polyklonale Antikörper  

Darstellung der Phagozytoserate opsonierter Thrombozyten nach Opsonierung mit unterschiedlichen 
nativen und deglykosylierten Antikörpern. Deg, deglycosyliert. Phagozytoserate: Anteil pHrodo-positiver 
Monozyten nach Ingestion pHrodo gefärbter Thrombozyten in %. Die Untersuchung wurde mit HPA-1aa 
(n≥3) und -1bb Thrombozyten (n≥3) durchgeführt. 

 

Abb. 28 Induktion der Phagozytose opsonierter Thrombozyten durch native und deglykosylierte 
monoklonalen Antikörper sowie durch einen genetisch modifizierten Antikörper 

Darstellung der Phagozytoserate opsonierter Thrombozyten nach Opsonierung mit unterschiedlichen 
monoklonalen nativen Antikörpern, deren deglykosylierter Form sowie eines genetisch modifizierten 
monoklonalen Antikörpers (B2G1 delta nab). Deg, deglycosyliert. Phagozytoserate: Anteil pHrodo-
positiver Monozyten nach Ingestion pHrodo gefärbter Thrombozyten in %. Die Untersuchung wurde mit 
HPA-1aa (n≥3) und -1bb Thrombozyten (n=1) durchgeführt. 
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3.7.  Funktionslose, modifizierte Antikörper können die Phagozytose der 

Thrombozyten durch native Anti-HPA-Antikörper hemmen 

Ferner wurde untersucht, ob funktionslose deglykosylierte und modifizierte Antikörper 

in der Lage sind, die Phagozytoserate der mit nativen Anti-HPA-1a-Antikörpern 

beladenen Thrombozyten zu reduzieren.  

Zu diesem Zweck wurde die sechsfache Menge an deglykosylierten sowie modifizierten 

Antikörpern eingesetzt. Es erfolgte zunächst eine Inkubation der Thrombozyten mit den 

deglykosylierten Antikörpern. Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten wurden die 

nativen Antikörper hinzugeführt. Die Phagozytose wird, wie weiter oben beschrieben, 

nach Protokoll gemessen (siehe Kapitel 2.2.2., S.22-24).  

Sichtbar wurde, dass die durch monoklonale Anti-HPA-1a-Antikörper induzierte 

Phagozytoserate mit der sechsfachen Menge an deglykosylierten oder modifizierten 

Antikörpern signifikant reduziert werden konnte (Abb. 29). Unter diesen 

Versuchsbedingungen war es nicht möglich, eine komplette Hemmung der Phagozytose 

zu erreichen.  

 

Abb. 29 Hemmung der durch monoklonale Antikörper induzierten Phagozytose opsonierter 
Thrombozyten durch einen genetisch modifizierten funktionslosen Antikörper  

Hemmung der durch monoklonale Anti-HPA-1a-Antikörper (B2G1 und SZ21, 5 µg/ml) induzierten 
Phagozytose opsonierter Thrombozyten durch den genetisch modifizierten Antikörper B2G1 delta nab 
(30 µg/ml). Phagozytoserate: Anteil pHrodo-positiver Monozyten nach Ingestion pHrodo gefärbter 
Thrombozyten in %. Die Untersuchung wurde mit HPA-1aa (n=3) durchgeführt.  
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Ferner wurde die gleiche Menge an deglykosylierten Antikörpern eingesetzt, um die 

durch polyklonalen Anti-HPA-1a-Standard induzierte Phagozytose zu hemmen. Bei der 

Hemmung mit deglykosyliertem SZ21 (p=0,453, *), deglykosyliertem 26.4 (p=0,0184, *) 

und deglykosyliertem B2G1 (p= 0,0433, *) zeigte sich eine signifikante Hemmung 

(Abb. 30). Eine gleichzeitige Hemmung mit deglykosyliertem SZ21 und 26.4 schien 

keine signifikante Hemmung der Phagozytose hervorzurufen (p=0,1054, ns).  

Es ist festzuhalten, dass sich die Phagozytose der Thrombozyten nach Opsonierung mit 

polyklonalen Antikörpern im Vergleich zu monoklonalen Antikörpern deutlich weniger 

stark hemmen ließ. 

     

Abb. 30 Hemmung der durch polyklonale Anti-HPA-1a-Antikörper induzierten Phagozytose opsonierter 
Thrombozyten durch deglykosylierte Antikörper 

Hemmung der durch polyklonale Anti-HPA-1a-Antikörper (WHO, WHO Anti-HPA-1a-Standard) 
induzierten Phagozytose opsonierter Thrombozyten durch deglykosylierte Antikörper.  Phagozytoserate: 
Anteil pHrodo-positiver Monozyten nach Ingestion pHrodo gefärbter Thrombozyten in %.                            
Die Untersuchung wurde mit HPA-1aa Thrombozyten (n≥2) durchgeführt. *p<0,05; **p<0,01. Deg, 
deglykosyliert. 
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4 
Diskussion 

 
In der Diagnostik der FNAIT steht bisher kein nicht-invasives Verfahren zur Verfügung, 

mit dem der Schweregrad der FNAIT sowie das Auftreten von Blutungskomplikationen 

abgeschätzt werden kann (Sachs, 2020). Es wurde untersucht, inwieweit die entwickelte 

WHOPPA Methode ein wertvolles Mittel in der Diagnostik der FNAIT sowie der 

Vorhersage des Schweregrades sein könnte.  

 

4.1. Weiterentwicklung und methodische Beurteilung des WHOPPAs 

WHOPPA ist eine Weiterentwicklung des von Takahashi et al. (2017) entwickelten  

flow cytometric based-monocyte phagocytosis assay (FMPA). Hier wurde die 

Antikörper-vermittelte Phagozytose von Thrombozyten durch adhärente Monozyten mit 

Hilfe eines pH-sensitiven Farbstoffs durchflusszytometrisch erfasst (Takahashi et al., 

2017).  

Um die Methode besser an in vivo-Bedingungen anzupassen und damit ggf. besser zu 

standardisieren, wurde die Phagozytose von opsonierten Thrombozyten in 

Vollblutsuspension durchgeführt, statt mit auf Zellkulturplatten adhärenten Monozyten 

(Takahashi et al., 2017). Diese Modifikation erleichterte die Einstellung eines konstanten 

Verhältnisses von einem Monozyten zur Phagozytose von neunhundert Thrombozyten. 
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Neben der verbesserten Standardisierung der Methode diente diese Modifikation auch der 

Annäherung der Testbedingungen an die physiologischen Verhältnisse (siehe Abb. 5). 

Ferner konnte durch die Untersuchung im Vollblut geprüft werden, ob neutrophile 

Granulozyten ebenfalls opsonierte Thrombozyten phagozytieren können. Im Rahmen 

dieser Arbeit konnte, im Gegensatz zu früheren Beobachtungen (Kapur et al., 2014) keine 

Phagozytose von antikörperbeladenen Thrombozyten durch neutrophile Granulozyten 

nachgewiesen werden. Wohingegen neutrophile Granulozyten pHrodo-markierte 

Escherichia coli Bakterien im gleichen Testansatz stark phagozytierten (siehe Abb. 12 

und 13). Monozyten dagegen phagozytierten sowohl pHrodo markierte Escherichia coli 

Bakterien als auch pHrodo-markierte und opsonierte Thrombozyten (siehe Abb. 11 und 

13). Mikroskopische Untersuchungen zeigten, dass die Thrombozyten erst fluoreszieren, 

wenn sie von den Monozyten internalisiert wurden (siehe Abb. 7).  

 

Es ist unter Umständen möglich, dass in geringem Maße auch defekte - nicht opsonierte - 

Fragmente der Thrombozyten von Monozyten internalisiert wurden und somit ein falsch 

hohes Ergebnis erzeugt haben könnten. Dagegen sprechen die konzentrationsabhängige 

Phagozytose der Thrombozyten, sowie die fehlende Phagozytose von HPA-1bb-

Thrombozyten nach Opsonierung mit Anti-HPA-1a-Standard unterschiedlicher 

Verdünnungen (siehe Abb. 9). Nach Opsonierung mit dem Anti-HPA-1a-Standard 

wurden lediglich die HPA-1aa-Thrombozyten phagozytiert, wohingegen die HPA-1bb 

Thrombozyten nicht phagozytiert wurden (siehe Abb. 9). Man kann also davon ausgehen, 

dass der WHOPPA bei Verwendung von Anti-HPA-1a-Seren antigenspezifisch die 

Phagozytose von HPA-1aa-Thrombozyten erfasst. Zusammenfassend gesagt, ist 

WHOPPA ein Testsystem, welches spezifisch die Monozyten-vermittelte Phagozytose 

von antikörperbeladenen Thrombozyten im Vollblut detektiert. 

Um die Sensitivität des WHOPPA zu prüfen, wurden der HPA-1a-Standard sowie die 

gepoolten Anti-HLA-Klasse I-Seren von unterschiedlichen polytransfundierten Patienten 

in unterschiedlichen Verdünnungsstufen untersucht. Zusätzlich wurde 

durchflusszytometrisch die Menge an thrombozytär gebundenen Antikörpern gemessen. 

Sowohl der HPA-1a-Standard als auch die gepoolten Anti-HLA-Klasse I-Seren waren in 

der Lage, eine konzentrationsabhängige Phagozytose zu induzieren.  

Anti-HPA-1a-Antikörper waren bis zu einer Konzentration von 1:32, Anti-HLA-Klasse 

I-Poolserum bis zu einer Konzentration von 1:256 in der Lage, eine signifikante 
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Phagozytose auszulösen (siehe Abb. 9 und Abb. 14). Darüber hinaus wurde eine starke 

Korrelation der Phagozytose mit der Menge an thrombozytär gebundenen Antikörpern 

gefunden (siehe Abb. 10 und Abb. 15).  

Zusammenfassend kann man daher festhalten, dass WHOPPA eine sensitive und 

spezifische Methode zur Untersuchung der Fcγ-vermittelte Thrombozyteneliminierung 

durch mononukleäre Zellen darstellt. 

Auffällig ist, dass, obwohl die Antikörperbindung von Anti-HPA-1a-Antikörpern bis zu 

einer Verdünnung von 1:256 messbar war, die Anti-HPA-1a-Antikörper in dieser 

Konzentration keine Phagozytose mehr zeigten (siehe Abb. 9). Im Gegensatz dazu 

zeigten Anti-HLA-Klasse I-Antikörper, trotz fehlenden signifikanten Nachweises der 

Antikörperbindung, eine signifikante Phagozytose bis zu einer Verdünnung von 1:512 

(siehe Abb. 14). Das lässt vermuten, dass im Vergleich zu Anti-HLA-Klasse I-

Antikörpern, eine größere Menge an Anti-HPA-1a-Antikörpern zur Phagozytose von 

Plättchen benötigt werden. Diesbezüglich wurde gezeigt, dass einige Subtypen von  

Anti-HLA-Klasse I-Antikörpern die Fähigkeit besitzen, über Quervernetzung von HLA-

Klasse I-Molekülen und FcγRIIa, Thrombozyten zu aktivieren und hierüber die 

Phagozytose zu verstärken (Rijkers et al., 2018).  

 

4.2. Der Einfluss von HLA-Antikörpern 

Ausgehend von den Ergebnissen mit gepoolten Anti-HLA-Klasse I-Seren, kann man 

annehmen, dass die Anti-HLA-Antikörper, welche häufig in maternalen Seren 

vorhandenen sind (Masson et al., 2013), ebenfalls zur Phagozytose der kindlichen 

Thrombozyten sowie der Thrombozyten in dem in vitro-Test beitragen könnten.  

Dem entgegen steht, dass in klinischen Studien kein Zusammenhang zwischen dem 

zusätzlichen Vorhandensein von Anti-HLA-Klasse I-Antikörpern und der Anzahl der 

neonatalen Blutplättchen, dem Geburtsgewicht sowie dem Auftreten von intrakraniellen 

Blutungen nachgewiesen werden konnte (Sachs et al., 2020). 

Es stellt sich die Frage, inwiefern Anti-HLA-Klasse I-Antikörper aus maternalen Seren 

das WHOPPA Testsystem stören und zu falsch positiven Ergebnissen führen könnten. 

Um dieser Frage nachzugehen, wurden zwei Kohorten von FNAIT Fällen mit 

nachgewiesenen Anti-HPA-1a-Antikörpern untersucht. Die erste Kohorte enthielt, neben 

Anti-HPA-1a-Antikörpern, keine zusätzlichen Anti-HLA-Klasse I-Antikörper.  

Wohingegen in der zweiten Gruppe überdies Anti-HLA-Klasse I-Antikörper 
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nachgewiesen wurden (siehe Tabelle 7). Die Ergebnisse der Untersuchung 

veranschaulichen, dass sechs von acht Seren, trotz Anwesenheit von Anti-HLA-Klasse I-

Antikörpern, eine allelspezifische Phagozytose durch Anti-HPA-1a-Antikörper zeigten 

(siehe Abb. 17). Dass die HLA-Antikörper in maternalen Seren in einzelnen Fällen einen 

Einfluss auf das Testergebnis mit dem WHOPPA haben könnten, ist jedoch 

wahrscheinlich. Bei der Untersuchung der Seren wurden randomisierte Thrombozyten 

eingesetzt; der HLA-Phänotyp der Thrombozytenspender repräsentierte somit nur 

zufällig die paternalen HLA-Klasse I-Antigene, gegen die die maternalen Anti-HLA-

Klasse I-Antikörper gerichtet waren. Es ist daher möglich, dass die Anti-HLA-Klasse I-

Antikörper nicht mit den Testthrombozyten reagierten, da die korrespondierenden HLA-

Klasse I-Antigene fehlten und daher keine Phagozytose von HPA-1bb-Thrombozyten 

auslösten. Man kann jedoch festhalten, dass Serum 10 und 13 durchaus eine Phagozytose 

von HPA-1bb-Thrombozyten hervorgerufen haben. Dies lässt vermuten, dass hier ein 

korrespondierendes HLA-Klasse I-Antigen vorhanden war. Darüber hinaus konnte die 

Phagozytose durch Serum 10 nach Abspaltung der HLA-Antigene der Thrombozyten 

mittels Säurebehandlung reduziert werden (siehe Abb. 20). Säurebehandlung führt zur 

Dissoziation der β2-Moleküle von der schweren Kette der HLA-Klasse I-Antigene, so 

dass Anti-HLA-Klasse I-Antikörper nicht mehr binden können. Die Wirksamkeit der 

Säurebehandlung konnte durch die Untersuchung der Phagozytose und der Anzahl 

gebundener Antikörper nach Opsonierung mit dem monoklonalen Antikörper gegen ein 

monomorphes Epitop auf HLA-Klasse I-Antigenen (w6/32) gezeigt werden 

(siehe Abb. 21).  

Maternale Anti-HLA-Klasse I-Antikörper kommen bei Schwangeren sehr häufig vor, 

haben jedoch im Rahmen der FNAIT vermutlich keine klinische Bedeutung, da HLA-

Klasse I-Antigene auch ubiquitär auf allen kernhaltigen Zellen vorkommen (Sachs et al., 

2020). In vitro binden Anti-HLA-Klasse I-Antikörper jedoch an Thrombozyten und 

können Phagozytose induzieren. Dieser Störfaktor könnte bei Nachweis von Anti-HLA-

Klasse I-Antikörpern im maternalen Serum durch Säurebehandlung ausgeschaltet 

werden. Um eine generelle Aussage über den Einfluss von Anti-HLA-Klasse I-

Antikörpern in der in vitro Untersuchung machen zu können, sollte jedoch der Versuch 

mit Thrombozyten von Spendern mit inkompatiblen HLA-Antigenen wiederholt werden.  
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4.3. Phagozytose-Induktion durch Anti-HPA-1a-Antikörper-Subtypen 

Studien zeigen, dass bei der FNAIT heterogene Antikörper gegen verschiedene Epitope 

entstehen können. Die Zusammensetzung der Antikörpersuptypen kann von Fall zu Fall 

variieren. Dies könnte einer der Gründe für das vielfältige klinische Erscheinungsbild der 

FNAIT sein (Kroll et al., 2005; Santoso et al., 2016). Aus diesem Grund wurde in dieser 

Arbeit, die Phagozytose-Induktion der unterschiedlichen Anti-HPA-1a-Antikörper-

Subtypen experimentell untersucht. Drei Antikörpersubtypen gegen das αIIbβ3- und 

αvβ3-Integrin werden unterschieden. Typ-I und -II Antikörper reagieren mit dem β3-

Integrin, wobei Typ-I die PSI-Domäne und Typ-II die PSI- im Komplex mit der EGF-1-

Domäne erkennt (Thinn et al., 2018; Zhi et al., 2018). Festzuhalten ist, dass beide 

Subtypen, sowohl Typ-I als auch Typ-II-Antikörper, in der Lage sind, eine 

allelspezifische Phagozytose von Thrombozyten auslösen (siehe Abb. 24).  

Der monoklonale Antikörper SZ21, ein Vertreter der Typ-I Antikörper, war in hohen 

Konzentrationen in der Lage, eine Phagozytose von HPA-1bb-Thrombozyten zu 

induzieren (siehe Abb. 24). Auch die im Rahmen einer Studie gemessene 

Antikörperbindung des Antikörpers SZ21 mittels Oberflächenplasmonresonanz konnte 

dies bestätigen. Bakchoul et al. demonstrierten, dass SZ21 in hoher Konzentration 

immobilisiertes HPA-1b-Antigen binden kann. Die Bindung war jedoch deutlich geringer 

als die Bindung an das HPA-1a-Antigen (Bakchoul et al., 2013).  

Der Typ-III Antikörper hingegen reagiert im Komplex mit αvβ3-Integrin, welches 

vorwiegend auf Endothelzellen zu finden ist (Bennett et al., 2009; Santoso et al., 2016). 

Es gibt Berichte von Fällen, in denen es zur FNAIT mit schwerer Blutungskomplikation 

gekommen ist, obwohl die Thrombozytenzahl im Referenzbereich lag (Bussel et al., 

2010). Santoso et al. berichteten darüber hinaus von einem Zusammenhang zwischen der 

Bildung von Anti-HPA-1a-Antikörpern gegen den αvβ3-Komplex und dem Auftreten 

einer ICH des Fetus/Neugeborenen. Das αvβ3-Integrin ist, neben dem überwiegenden 

Vorkommen auf Endothelzellen, auch auf Thrombozyten zu finden (Santoso et al., 2016). 

Es stellt sich daher die Frage, ob αvβ3-Antikörper eine Phagozytose von Thrombozyten 

induzieren können. Sowohl der monoklonale Anti- αvβ3-Antikörper 23C6 als auch Anti-

αvβ3-Antikörper aus dem Serum einer Patientin mit FNAIT, deren Neugeborenes eine 

ICH erlitt, zeigten in dem WHOPPA keine Phagozytose von Thrombozyten 

(siehe Abb. 22 und 23). Dies deutet darauf hin, dass Anti-αvβ3-Antikörper keine Rolle 
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bei der Phagozytose von Thrombozyten spielen. Dennoch gibt es Hinweise, dass das 

Vorhandensein der Anti-αvβ3-Antikörper zu einem vermehrten Blutungsrisiko des 

Kindes bei FNAIT führt. So zeigten Santoso et al. 2016, dass die Antikörper einen 

Einfluss auf die endotheliale Apoptose und somit auf die kindliche Angiogenese haben 

(Santoso et al., 2016). Man kann festhalten, dass die Thrombozytenzahl allein kein 

sicherer Indikator für das Auftreten von Hirnblutungen bei der FNAIT ist.  

Eine umfangreiche retrospektive Studie zeigt jedoch, dass eine fetale/neonatale ICH 

infolge einer maternalen Immunisierung gegen HPA-1a in der Regel mit sehr niedrigen 

Thrombozytenzahlen beim Fetus/Neugeborenen assoziiert ist (Vos et al., 2021). Eine 

nicht-invasive Bestimmung der Phagozytose-induzierenden Wirkung mütterlicher 

Antikörper könnte daher für die Therapiesteuerung bei Schwangeren mit Immunisierung 

gegen HPA-1a nützlich sein. Zusätzlich könnte eine Bestimmung der Antikörper-

Subtypen zur Bestimmung des Blutungsrisikos dienlich sein.  

 

4.4. Modifizierte Antikörper - ein therapeutischer Ansatz der FNAIT 

In den letzten Jahren gibt es vermehrt Bemühungen eine neue und zielgerichtete fetale 

Blutungsprophylaxe für das Management von Schwangeren mit FNAIT zu finden. Die 

standardisierte fetale Blutungsprophylaxe mit IVIG erfolgt off-label, ist nicht in allen 

Fällen wirksam, und ist mit unerwünschten Arzneimittelwirkungen bei der Mutter 

assoziiert. Darüber hinaus ist die Therapie mit IVIG sehr kostenintensiv (Guo et al., 

2018). Als eine viel diskutierte therapeutische Option hat sich in jüngster Zeit eine 

spezifische Blockade mütterlicher Antikörper mit modifizierten Antikörpern aufgezeigt. 

Modifizierte Antikörper, die nicht mit den klassischen Fc-Rezeptoren interagieren, haben 

die gleiche Spezifität wie der pathogene Antikörper. Beide Antikörper konkurrieren daher 

um dieselbe Bindungsstelle. Die Antikörper behalten trotz der Modifikation die 

Fähigkeit, über den neonatalen Fc-Rezeptor (FcRn) in die kindliche Zirkulation 

transportiert zu werden, wodurch sie zur vorgeburtlichen Therapie geeignet wären 

(Bakchoul et al., 2013; Ghevaert et al., 2013; Nimmerjahn & Ravetch, 2008). 

Im Zuge dieser Arbeit wurde geprüft, inwiefern die modifizierten Antikörper in der Lage 

sind, in dem in vitro Testsystem „WHOPPA“ eine Phagozytose der Thrombozyten zu 

induzieren. Als modifizierte Antikörper wurden mit Endo S deglykosylierte monoklonale 

und polyklonale Anti-HPA-1a- und Anti-HLA-I-Antikörper sowie der rekombinant 
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modifizierte Antikörper B2G1delta nab verwendet. Es konnte nachgewiesen werden, dass 

alle modifizierten Antikörper signifikant weniger Phagozytose induzierten als der 

korrespondierende native Antikörper (siehe Abb. 27 und 28).  

Anzumerken ist, dass sich die Handhabung der deglykosylierten Antikörper als schwierig 

gestaltete. Die Deglykosylierung der Antikörper war nicht dauerhaft stabil. Nach zwei bis 

drei Tagen wurde die Beobachtung gemacht, dass die deglykosylierten Antikörper eine 

höhere Phagozytoserate induzierten als an den ersten Tagen nach Deglykosylierung. Ein 

Grund dafür könnten die im Ansatz noch enthaltenen abgespalteten Zucker sowie das im 

Ansatz verbliebene Enzym sein. Die im Ansatz verbliebenen Zucker könnten im Laufe 

der Zeit die Deglykosylierung rückgängig gemacht oder anderweitig gestört haben.  Da 

die verwendeten Antikörpermengen sehr gering waren, war das Problem bei zu hohem 

Antikörperverlust durch Dialyse mit PBS nicht zu beheben. Eine Deglykosylierung macht 

IgG-Antikörper anfälliger für Aggregation, Entfaltung und deren Abbau (Alsenaidy et 

al., 2013). Auch dies kann ein weiterer Grund für die schwierige Handhabung der 

Antikörper sein. Die Deglycosylierung wurde daher täglich frisch vorgenommen. 

Deutlich einfacher in der Handhabung und stabiler in der Haltbarkeit war dagegen der 

rekombinant hergestellte modifizierte Antikörper B2G1 delta nab. Für zukünftige 

experimentelle und therapeutische Ansätze sollte daher aufgrund der leichteren 

Handhabung erwogen werden, genetisch modifizierte Antikörper zu bevorzugen.  

Um einen möglichen therapeutischen Ansatz der modifizierten Antikörper mit der 

WHOPPA Methode zu prüfen, wurde untersucht, ob die modifizierten Antikörper 

befähigt sind, die durch native Antikörper ausgelöste Phagozytose in vitro zu hemmen. 

Hierfür wurden Versuche zur Hemmung der Phagozytose, ausgelöst durch monoklonale 

Anti-HPA-1a-Antikörper oder Anti-HPA-1a-Standard, durchgeführt. Die 

Untersuchungen zeigten, dass die modifizierten Antikörper in vitro durchaus befähigt 

waren, die durch ihre nativen Gegenspieler ausgelöste Phagozytose signifikant zu 

hemmen. Die stärkste Hemmung konnte mit dem rekombinant modifizierten Antikörper 

B2G1 bei der Phagozytose, ausgelöst durch den monoklonalen Antikörper B2G1, 

beobachten werden. Es konnte hier eine mehr als fünzigprozentige Reduzierung des 

Ausgangswertes erreicht werden. Es gelang jedoch in keinem der oben genannten 

Versuche eine komplette Hemmung der Phagozytose hervorzurufen (siehe Abb. 29).  
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Erwähnt werden sollte, dass die modifizierten Antikörper in einem Verhältnis von sechs 

deglykosylierten zu einem nativen Antikörper eingesetzt wurden. Trotz sechsfacher 

Menge an modifizierten Antikörpern konnte die Phagozytose nicht komplett gehemmt 

werden. Die Glykosylierung kann die Bioaktivität und molekulare Stabilität der 

Antikörper beeinflussen (Wei et al., 2017). Am häufigsten wird die Rolle der 

Deglykosylierung im Zusammenhang mit der in dieser Arbeit untersuchten Fc-Effektor-

Funktion und der IgG-Rezeptoren beschrieben.  Es ist jedoch nicht auszuschließen, dass 

die Glykosylierung darüber hinaus eine weitere Bedeutung für die Bindungskapazität, 

Verteilung und Stabilität der Antikörper hat (Boune et al., 2020). Studien zeigten, dass 

die Deglykosylierung von Antikörpern diese thermisch instabiler macht. Die CH2-

Domäne ist bei nativen Antikörpern durch die Glykankomponente maskiert. Durch die 

Deglykosylierung kommt es zur Destabilisierung der CH2-Domäne, was die 

Immunglobuline anfälliger für die Aggregation, Entfaltung und den Abbau machen 

(Alsenaidy et al., 2013; Kayser et al., 2011). Man kann daher die Hypothese aufstellen, 

dass es durch die große Menge an modifizierten Antikörpern zu einer vermehrten 

Aggregation der Immunglobuline kommen könnte. Dies könnte ein Grund für die 

fehlende komplette Hemmung der Phagozytose in vitro sein. Fraglich ist auch, inwiefern 

die Modifizierung der Antikörper die Bindungsstärke zum Epitop verändert und somit zu 

einem Vorteil der nativen Antikörper in der Bindung der Epitope beiträgt. Hier sollten 

weitere Studien angeschlossen werden, um die Affinität zum Antigen von modifizierten 

und nativen Antikörpern zu vergleichen. Für zukünftige Untersuchungen wäre in Betracht 

zu ziehen, die Antikörper in Hinblick auf ihre Affinität zu modifizieren, um damit eine 

stärkere Affinität zum Antigen hervorzurufen (Edwards et al., 2022). 

Die Proben wurden im Versuchsablauf zunächst allein mit den modifizierten Antikörpern 

inkubiert. Erst nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten wurden die nativen Antikörper 

hinzugegeben. Man könnte argumentieren, dass dies nicht den in vivo Bedingungen 

entspricht. 

Ferner wurde geprüft, ob die unterschiedlichen deglykosylierten Antikörper auch in der 

Lage sind, polyklonale Seren wie den Anti-HPA-1a-Standard, zu hemmen. Es lässt sich 

feststellen, dass es möglich ist, mit deglykosyliertem Antikörper 26.4, deglykosyliertem 

Antikörper B2G1 sowie deglykosyliertem Antikörper SZ21 eine signifikante Hemmung 

der Phagozytose hervorzurufen (siehe Abb. 30). Die in vitro Untersuchungen zeigten 

jedoch auch, dass die Hemmung der Phagozytose die durch polyklonalen Seren induziert 
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war, geringer ausfiel als die Hemmung nach Opsonierung mit den monoklonalen 

Antikörpern (siehe Abb. 29). Der Anti-HPA-1a-Standard besteht aus gepoolten 

maternalen Seren von sechs Spenderinnen, die gegen HPA-1a immunisiert waren. Daher 

kann vermutet werden, dass die Variabilität der durch die Antikörper registrierten Epitope 

sehr hoch ist. Hierdurch besteht eine größere Varianz an möglichen Bindungsstellen und 

somit hat der Anti-HPA-1a-Standard mehr Optionen, eine Phagozytose auszulösen. 

Möglicherweise ist dies einer der Gründe für die deutlich geringere Hemmung 

polyklonaler Antikörper durch die modifizierten Antikörper. Durch die gleichzeitige 

Verwendung zweier unterschiedlicher deglykosylierter Anti-HPA-1a-Antikörper (Typ I: 

degSZ21; Typ II: deg26.4), konnte keine stärkere Hemmung hervorgerufen werden 

(siehe Abb. 30). Grund dafür kann die zu hohe Konzentration der Antikörper sein. Es 

könnte möglich sein, dass die modifizierten Antikörper sich sterisch behindern und nicht 

mehr optimal binden können.  

Die Arbeitsgruppe um Herrn Bakchoul konnte in einer in vivo Studie mit Mäusen zeigen, 

dass die Bindung der mütterlichen Anti-HPA-1a-Antikörper an infundierte humane 

Thrombozyten nach Injektion des deglykosylierten Antikörpers SZ21 deutlich gehemmt 

werden konnte. Die Arbeitsgruppe konnte nachweisen, dass die Phagozytose der 

Thrombozyten durch Makrophagen in vivo verringert werden konnte (Bakchoul et al., 

2013). Auch eine kürzlich veröffentliche Studie demonstriert in einem Mausmodell, dass 

bei der häufig in Asien und Afrika auftretenden CD36-vermittelten FNAIT die 

Sterblichkeit durch Injektion von deglykosylierten Anti-CD36-Antikörper deutlich (von 

40% auf 2% Sterblichkeit) reduziert werden konnte (Xu, Chen et al., 2021). Daher stellt 

sich die Frage, inwieweit die in vitro Ergebnisse im WHOPPA Rückschluss auf die 

Wirksamkeit blockierender Antikörper in vivo geben kann. Es war zwar möglich, mit den 

modifizierten Antikörpern die in vitro Phagozytose durch monoklonale Antikörper stark 

und durch polyklonale Seren weniger stark zu hemmen, jedoch war es nicht möglich, eine 

komplette Hemmung zu induzieren. Es ist denkbar, dass weitere in vivo Faktoren, die mit 

dem in vitro Test nicht nachgebildet werden können, eine Rolle spielen. 
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4.5. Probleme und klinische Relevanz des WHOPPAs 

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass WHOPPA als funktioneller Test ein 

guter Indikator für die Fähigkeit der untersuchten Antikörper ist, eine ex vivo Phagozytose 

von opsonierten Thrombozyten zu messen. In den in der Routinediagnostik etablierten 

Tests, wie MAIPA, wird allein die Menge der gebildeten Antikörper bestimmt, ohne 

deren tatsächliche Fähigkeit eine Phagozytose auszulösen, zu untersuchen. Es stellt sich 

jedoch die Frage, inwieweit von dem in vitro Assay auf die in vivo Bedingungen 

geschlossen werden kann.  

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Blutproben von erwachsenen Spenderinnen und 

Spendern verwendet. Es ist möglich, dass die Phagozytoseaktivität der fetalen oder 

neonatalen Makrophagen sich durchaus von denen der Erwachsenen unterscheidet. Um 

dies zu prüfen, sollten Versuche mit Nabelschnurblut angeschlossen werden. Die 

Phagozytoseaktivität der fetalen oder neonatalen Monozyten sollte mit der 

Phagozytoseaktivität der Monozyten Erwachsener verglichen werden. Zudem wurden die 

Versuche vorwiegend mit homozygoten HPA-1aa Spenderinnen und Spendern 

durchgeführt. Tatsächlich haben jedoch alle Kinder von HPA-1a-negativen Müttern mit 

FNAIT den Genotyp HPA-1ab. Um ein besseres Abbild der Realität zu schaffen, sollten 

in den nachfolgenden Studien bevorzugt heterozygote Thrombozytenspenderinnen und 

Spender verwendet werden.  

Um WHOPPA in der Routine verwenden zu können, sind noch weitere Anstrengungen 

notwendig, um die Methode zu optimieren. Momentan benötigt die Durchführung der 

Methode, je nach Menge der Versuchsansätze, vier bis fünf Stunden. Um die Gesamtzeit 

der Versuche zu verringern, könnten einzelne Inkubationsschritte, wie die einstündige 

Phagozytosezeit, verkürzt werden. Trotz der Standardisierung der Methode durch ein 

festes Verhältnis von einem Monozyten zu neunhundert Thrombozyten, ist aufgefallen, 

dass die Werte, vor allem bei Verwendung von monoklonalen Antikörpern, 

spenderabhängig zu schwanken scheinen. Dies könnte an der unterschiedlichen 

Phagozytoseaktivität der Monozyten einzelner Spenderinnen und Spender liegen. Mit der 

Einführung einer monozytären Zelllinie könnte dieses Problem behoben und der Test 

weiter standardisiert werden.  

Die Methode zeigte eine sehr gute Korrelation zwischen der Menge der gebundenen  

HPA-1a-Antikörper und der Stärke der in vitro Phagozytose von Thrombozyten (siehe 
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Abb. 10). Es stellt sich daher die Frage, ob die Ergebnisse der Phagozytoserate im 

WHOPPA mit der tatsächlichen Schwere der Thrombozytopenie des Kindes einhergehen. 

Ein systematisches Review konnte demonstrieren, dass die Menge der gebildeten 

Antikörper, gemessen mit MAIPA, kein ausreichender Parameter ist, um die Schwere der 

FNAIT und die Wahrscheinlichkeit der gefürchteten ICH vorherzusagen (Ghevaert, 

Campbell, Stafford et al., 2007; Kjaer et al., 2019). Die in dieser Arbeit präsentierten 

Untersuchungen zeigen, dass die Korrelation der Phagozytoserate mit der Menge an 

thrombozytär gebundenen Antikörper mittels WHOPPA deutlich stärker ist, als die 

Korrelation mit den OD-Werten des MAIPA (siehe Abb. 18 und Abb. 19).  

Die schwächere Korrelation mit den Ergebnissen des MAIPAs suggeriert, dass zur 

Vorhersage der Schwere einer FNAIT die WHOPPA Methode besser geeignet sein 

könnte. Die OD-Werte des MAIPA sind Ergebnis einer enzymatischen Endpunktreaktion 

und daher für die Quantifizierung der Antikörperbindung ggf. weniger geeignet. 

Aufgrund der starken Korrelation der Phagozytoserate im WHOPPA mit der 

durchflusszytometrischen Quantifizierung der thrombozytär gebundenen Antikörper, 

könnte man jedoch auch argumentieren, dass ein geeigneter Bindungstest für die 

Vorhersage der Thrombozytopenie in vivo reichen könnte. Um die Vorhersage der fetalen 

Thrombozytopenie bei FNAIT mithilfe der WHOPPA Methode zu evaluieren, sollten 

weitere klinische Studien angeschlossen werden. Die durch mütterliche Antikörper 

induzierte in vitro-Phagozytoserate sollte mit den tatsächlichen Thrombozytenzahlen der 

betroffenen Kinder korreliert werden. Dies kann einen Rückschluss darüber geben, 

inwiefern die in vitro gemessenen Phagozytoseraten mit der Phagozytose in vivo 

korreliert.  Bei Nachweis einer starken Korrelation könnte davon ausgegangen werden, 

dass die WHOPPA Methode einen hohen diagnostischen Wert für die Vorhersage der 

Thrombozytopenie hat.  
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5 
Zusammenfassung 

 

Ziel dieser Doktorarbeit war es, einen in vitro-Phagozytosetest für Anti-HPA-1a 

opsonierte Thrombozyten zu entwickeln und dessen Fähigkeit zur Quantifizierung der 

Thrombozytenphagozytose ex vivo zu überprüfen. Ferner sollten alternative 

therapeutische Ansätze durch kompetitive inhibitorische Antikörper untersucht werden.  

WHOPPA ist eine spezifische und sensitive Methode, um die Phagozytose von 

antikörperbeladenen Thrombozyten durch Monozyten zu detektieren.  Der WHOPPA-

Test ermöglicht die Detektion der tatsächlichen Fähigkeit von Antikörpern eine 

Phagozytose von Thrombozyten zu induzieren. Im Gegensatz zu Anti-⍺vβ3-

Antikörpern waren Anti-HPA-Antikörper vom Typ I und Typ II in der Lage, eine 

Phagozytose von Thrombozyten zu induzieren. Ferner führten mütterliche Anti-HLA-

Klasse I Antikörper ex vivo zu einer Phagozytose von opsonierten Thrombozyten. Diese 

Reaktion konnte durch vorherige Säurebehandlung der Thrombozyten eliminiert werden. 

Kompetitive inhibitorische, funktionslose Anti-HPA-1a-Antikörper konnten in vitro 

keine Phagozytose auslösen. Unter Verwendung des WHOPPA-Tests konnte gezeigt 

werden, dass eine Hemmung der Phagozytose durch deglykosylierte oder modifizierte 

Antikörper erreicht werden konnte. Eine vollständige Hemmung der Phagozytose konnte 

nicht erzielt werden. Angesichts der Instabilität von deglykosylierten Antikörpern sollten 

in späteren Studien rekombinante, modifizierte Antikörper, z.B. mit fehlender N-

Glykosylierung, eingesetzt werden.  

Im Hinblick auf die routinemäßige Anwendung von WHOPPA in der Diagnostik und 

Prävention der FNAIT sollten jedoch weitere Modifikationen vorgenommen werden, um 

eine weitere Standardisierung der Methode zu erreichen und diese zeitlich effizienter zu 

gestalten. Bei hoher Korrelation zwischen der Menge gebundener Antikörper im 
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Bindungstest mit der ex vivo Phagozytoserate kann die Hypothese aufgestellt werden, 

dass die Schwere der Thrombozytopenie des Fetus mit Hilfe des WHOPPAs abgeschätzt 

werden kann. Die alleinige Anwendung des WHOPPAs zur prädiktiven Einschätzung 

schwerwiegender fetaler Komplikationen bei FNAIT erscheint jedoch unzureichend, da 

der heterogene Pathomechanismus der FNAIT nicht ausschließlich auf der Phagozytose 

von Thrombozyten beruht. WHOPPA könnte hier jedoch als nützliches Instrument 

dienen, zukünftige Forschung hinsichtlich der zugrundeliegenden Pathomechanismen der 

FNAIT sowie potenzieller therapeutischer Ansätze voranzutreiben.  
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6 
Summary 

 
The aim of this doctoral thesis was to develop an in vitro phagocytosis test for anti-HPA-1a 

opsonized platelets and to test its ability to quantify platelet phagocytosis ex vivo. Furthermore, 

alternative therapeutic approaches using competitive inhibitory antibodies were investigated.  

WHOPPA is a specific and sensitive method to detect phagocytosis of antibody-loaded platelets 

by monocytes.  The WHOPPA test enables the detection of the actual ability of antibodies to 

induce phagocytosis of platelets. In contrast to anti-⍺vβ3 antibodies, type I and type II anti-

HPA antibodies were able to induce phagocytosis of platelets. In addition, maternal anti-HLA 

class I antibodies induced phagocytosis of opsonized platelets ex vivo. This reaction could be 

eliminated by acid treatment. 

Competitive inhibitory anti-HPA-1a antibodies were unable to induce phagocytosis in vitro. 

Using the WHOPPA test, it was demonstrated that inhibition of phagocytosis can be obtained 

by deglycosylated or modified antibodies. A complete inhibition of phagocytosis could not be 

achieved. In view of the instability of independently deglycosylated antibodies, recombinantly 

modified antibodies should increasingly be used in later studies.  

However, with regard to the routine use of WHOPPA in the diagnosis and prevention of 

FNAIT, further modifications should be made in order to achieve further standardization of the 

method and to make it more efficient in terms of time. Since there is a strong correlation 

between the amount of loaded antibodies and the ex vivo phagocytosis rate, it can be theorized 

that the severity of the child's thrombocytopenia can be estimated using the WHOPPA. 

However, the sole use of WHOPPA for predictive assessment of severe complications in 

FNAIT seems insufficient, as the heterogeneous pathomechanism of FNAIT is not exclusively 

based on platelet phagocytosis. However, WHOPPA could serve as a useful tool to enhance 

future studies and research into the underlying mechanisms and potential therapeutic 

approaches. 
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7 
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