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1 Einleitung

1.1 Schwangerschaft und Immunsystem

Eine zentrale Eigenschaft des Immunsystems ist die immunologische Toleranz. Darunter
versteht man die ausbleibende oder stark verminderte Immunreaktion gegeniiber einem
prasentierten Antigen. Antigene, welche von kdrpereigenen Zellen exprimiert werden,
bezeichnet man als Autoantigene. Demgegenuber stehen sogenannte Alloantigene, die
auf Zellen eines anderen Individuums derselben Art vorkommen. Haufige Alloantigene
sind Proteine, die von Genen mit hohem Polymorphismus codiert werden. Klassische
Beispiele sind Blutgruppenantigene oder Humane Leukozyten-Antigene (HLA; werden
auch als Major Histocompatibilitycomplex, MHC, bezeichnet). Diese Alloantigene
kdnnen beispielsweise durch eine Bluttransfusion, Transplantation oder Schwangerschaft
in einen Organismus eingebracht werden. Kommt es nun aufgrund einer fehlenden
Immuntoleranz zu einer Immunantwort des Empfangers, kann diese unter Umstanden

gravierende Folgen haben.

Da ein Fetus sowohl genetisches Material von der Mutter als auch vom Vater vererbt
bekommt, ist er beziiglich der Mutter semiallogen. Wahrend der Schwangerschaft findet
immer wieder ein feto-maternaler Zelltransfer Uber die Plazenta statt (Bianchi 2007). Dies
flhrt dazu, dass dem mudtterlichen Immunsystem wahrend einer Schwangerschaft fetale
Alloantigene prasentiert werden. Gliicklicherweise ist der Fetus aber immunprivilegiert
und fetale Antigene werden von der Mutter in der Regel toleriert, sodass fetomaternale
Inkompatibilitdten mit klinischer Relevanz eher die Ausnahme als die Regel darstellen
(Guleria und Sayegh 2007). Zwar geht man davon aus, dass sich etwa ein Drittel bis die
Hélfte aller Frauen wéhrend einer Schwangerschaft gegen vaterliche HL-Antigene
immunisieren, doch hat dies normalerweise fiir den Erfolg einer Schwangerschaft keine
Bedeutung (Morin-Papunen et al. 1984; King et al. 1996; Masson et al. 2013; Regan et
al. 1991).

Trotzdem kann eine fetomaternale Inkompatibilitat in manchen Fallen groRe Probleme
fur das Kind bedeuten. Das wohl bekannteste Krankheitsbild, fur welches eine
Immunreaktion der Mutter gegen kindliche Alloantigene urséchlich ist, ist der

Morbus haemolyticus neonatorum (auch als hemolytic disease of the fetus and newborn,



kurz: HDFN, bezeichnet). Klassischerweise wird dieses Krankheitsbild durch maternale
Anti-RhD-Antikorper ausgelost, es sind jedoch auch Félle durch Antikoérper anderer
Blutgruppensysteme beschrieben (z.B. ABO oder Kell). Ist eine Mutter RhD-negativ und
der Fetus RhD-positiv, und es kommt wahrend der Geburt zum Ubertritt von kindlichem
Blut in den mautterlichen Kreislauf, kann dies bei der Mutter die Bildung von
Anti-RhD-Antikérpern induzieren. Bei einer zweiten Schwangerschaft mit einem
RhD-positiven Kind kann dann der diaplazentare Ubertritt von Anti-RhD-Antikérpern,
welche typischerweise vom IgG-Typ sind, zu einer antikdrpervermittelten Hamolyse

fetaler Erythrozyten fiihren.

Analog zum HDFN gibt es aber auch Falle, bei denen es nicht zur Zerstérung kindlicher
Erythrozyten, sondern der Thrombozyten oder neutrophilen Granulozyten kommt. In
diesen  Féllen  spricht man von einer fetalen bzw. neonatalen
Alloimmunthrombozytopenie (FNAIT) oder einer neonatalen Alloimmunneutropenie
(NAN). Bei diesen Krankheitsbildern sind die zugrundeliegenden Antikorper nicht gegen
Erythrozytenantigene, sondern gegen Antigene auf Thrombozyten bzw. auf neutrophilen

Granulozyten gerichtet. Diese Arbeit soll sich mit den Ursachen der FNAIT beschéftigen.

1.2 Die fetale/neonatale Alloimmunthrombozytopenie

1.2.1 Atiologie und Pathogenese

Die Inzidenz der FNAIT wird auf etwa 20 bis 100 pro 100.000 Neugeborene geschétzt
(Sternbach et al. 1986; Sidiropoulos und Straume 1984; Mueller-Eckhardt et al. 1989a).
Damit ist die FNAIT die haufigste Ursache fur Thrombozytopenien bei ansonsten
gesunden Neugeborenen. Ein wesentlicher Unterschied im Vergleich zum HDFN ist, dass
bei der FNAIT haufig bereits das erste Kind der Frau betroffen ist (Bussel et al. 2021).

Verantwortlich fiir das Auftreten der FNAIT sind mdtterliche Antikdrper, welche gegen
vaterliche Thrombozytenmerkmale, sogenannte Humane Plattchen-Antigene (HPA), auf
den kindlichen Blutplattchen gerichtet sind. Diese Antigene stellen genetische Varianten
der Glykoproteine Ilb/Illa, Ib/IX und la/lla dar. Hierbei handelt es sich um
Polymorphismen von Oberflachenrezeptoren auf Thrombozyten, denen eine wichtige
Rolle bei der Thrombozytenaggregation zukommt, indem sie beispielsweise Fibrinogen
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(lib/1la)  oder den Von-Willebrand-Faktor  (Ib/IX) binden. Als erstes
Thrombozytenblutgruppenmerkmal wurde das Humane Plattchen-Antigen HPA-1a im
Jahr 1959 bei Frauen entdeckt, die nach Bluttransfusionen eine Thrombozytopenie
entwickelt hatten (van Loghem et al. 1959). In 79 % der Falle wird die FNAIT von
Anti-HPA-1a-Alloantikdrpern ausgelost. Am zweithdufigsten findet sich Anti-HPA-5b
(9 %), gefolgt von Anti-HPA-1b (4 %) und Anti-HPA-3a (2 %) (Davoren et al. 2004).
Mittlerweile wird jedoch die Rolle von Anti-HPA-5b-Antikdrpern bei der Entstehung der
FNAIT kontrovers diskutiert (Alm et al. 2022).

Durch den Fc-Rezeptor-abhangigen diaplazentaren Ubertritt von mitterlichen
IgG-Antikorpern kommt es zu einer antikérpervermittelten Thrombozytopenie des Fetus
(Chen et al. 2010). Obwohl der zugrundeliegende Pathomechanismus noch nicht
vollstandig geklart ist, wird davon ausgegangen, dass die Zerstorung der Thrombozyten
auf einer Aktivierung des retikulohistiozytdren Systems und des Komplementsystems
beruht (Bussel und Javed 2012). Die Folge ist eine fetale Thrombozytopenie mit

konsekutiver Blutungsneigung aufgrund der gestorten primaren Hamostase.

1.2.2 Klinisches Bild

Charakteristisch fr die FNAIT sind verminderte Thrombozytenzahlen sowie Blutungen
ohne andere erkennbare Ursache (Kroll und Bein 1999). In etwa 90 % der Falle kommt
es zu milden Symptomen wie Petechien, Purpura oder Hdmatomen (Arnold et al. 2008;
Kaplan 2006; Mueller-Eckhardt et al. 1985). Diese sind entweder schon bei der Geburt
vorhanden oder treten bei persistierender Thrombozytopenie kurz nach der Geburt auf.
Ein Ikterus tritt in etwa 30-40 % der Falle auf, selten kommt es auch zu gastrointestinalen
Blutungen (Bussel und Javed 2012; Kao et al. 1986).

Bei etwa 10 % aller FNAIT-Félle kommt es zu intrakraniellen Blutungen (intracranial
hemmorhage, ICH), die schwere neurologische Ausfélle und sogar den Tod des Fetus zur
Folge haben konnen (Kaplan 2001; Spencer und Burrows 2001; Ghevaert et al. 2007;
Muller et al. 1985; Skupski und Bussel 1999). Eine ICH kann sowohl wahrend der
Schwangerschaft, als auch unter oder nach der Geburt auftreten. Es wird vermutet, dass
das Risiko fir intrakranielle Blutungen erhéht ist, wenn die Thrombozytopenie bereits
frih in der Schwangerschaft, also schon vor der 20. Schwangerschaftswoche (SSW),



auftritt (Bussel et al. 1990). Mehr als die Halfte aller intrakraniellen Blutungen treten bis
zur 28. SSW auf (Murphy et al. 1994; Tiller et al. 2013).

Abbildung 1 veranschaulicht die Wahrscheinlichkeiten der FNAIT aus einem Kollektiv
von 10.000 weifRen Frauen.

1 ~10%
ICH
6
kindliche 30%
Thrombozytopenie
20
anti-thrombozytére- 10%

Antikorper im Serum

200
Mutter ist HPA-1a negativ 2%

n =10.000 Frauen

Abbildung 1: Pyramidenmodell der FNAIT, modifiziert nach Arnold et al. 2008. Etwa 2 %
aller weiBBen Frauen sind HPA-la-negativ. Dies ist die Voraussetzung fur die Bildung von
Anti-HPA-1a-Alloantikdrpern in der Schwangerschaft, welche fir ungefahr 79 % aller
FNAIT-Falle verantwortlich sind. Etwa 10 % dieser Frauen bilden dann wéhrend der
Schwangerschaft tatséchlich Antikorper gegen HPA-la-positive kindliche Thrombozyten,
welche wiederum mit einer Wahrscheinlichkeit von 30 % eine FNAIT verursachen. Bei 10 %

aller FNAIT-Patienten kommt es zu intrakraniellen Blutungen.



1.2.3 Pranatales Management

Beim Management der FNAIT unterscheidet man zwischen Prophylaxe und Therapie.
Die pranatale Prophylaxe setzt ein rechtzeitiges Erkennen der Krankheit voraus. In der
Regel findet in Deutschland bei schwangeren Frauen jedoch kein HPA-1a-Screening statt
und eine intrauterine Diagnostik ist sehr risikobehaftet (Kamphuis et al. 2010). Daher
wird eine FNAIT hadufig nur bei denjenigen Kindern vor der Geburt erkannt, bei welchen
die Mutter bereits ein Kind mit FNAIT zur Welt gebracht hat (Davoren et al. 2003;
Kjeldsen-Kragh et al. 2007). Ist eine Frau zum ersten Mal schwanger, wird eine FNAIT

daher nicht vor der Geburt diagnostiziert.

Eine prénatal haufig eingesetzte Behandlungsoption der FNAIT ist die intravendse Gabe
von Immunglobulinen (IVIG), gegebenenfalls in Kombination mit Kortikosteroiden
(ACOG practice bulletin Thrombocytopenia in pregnancy 1999; Espinoza et al. 2013;
Bussel et al. 1996; Kaplan et al. 1994). Besonders bei Frauen, die bereits ein Kind mit
FNAIT zur Welt gebracht haben, kommen IVIG in der Folgeschwangerschaft zum
Einsatz. Der Wirkmechanismus von IVIG ist sehr komplex, da die Immunglobuline auf
mehreren Ebenen das Immunsystem beeinflussen. Er beinhaltet unter anderem eine
Modulation der Expression und Funktion von Fc-Rezeptoren, eine Wechselwirkung mit
Zytokinen und dem Komplementsystem, sowie Effekte auf die Aktivierung und
Differenzierung von B- und T-Lymphozyten (Yu und Lennon 1999; Simister und Story
1997). Dariiber hinaus wird durch die hohe Konzentration von IgG im muitterlichen Blut
der Gber den neonatalen Fc-Rezeptor (FCRn) vermittelte diaplazentare Ubertritt der
antithrombozytéren Antikorper kompetitiv gehemmt (Kazatchkine und Kaveri 2001; VVos
et al. 2020; Omwandho et al. 2004). Die Prophylaxe mit Immunglobulinen beginnt
abhangig vom Risiko und Schweregrad der FNAIT zwischen der 12. und der 20. SSW
(Lieberman et al. 2019). Die Uberpriifung des Therapieerfolgs durch Chordozentesen zur
Messung der fetalen Thrombozyten wird allgemein nicht mehr empfohlen (Vos et al.
2020; Zdravic et al. 2016; Mueller-Eckhardt et al. 1989b; Murphy et al. 1994; Murphy et
al. 1999). Sollte zusétzlich die Gabe von Kortikosteroiden erwogen werden, ist Prednison
gegenliber Dexamethason vorzuziehen, da letzteres ein erhdhtes Risiko fir die
Entwicklung eines Oligohydramnions birgt (Bussel et al. 1996; Lynch et al. 1992). Eine
weitere Madoglichkeit zur antenatalen Therapie der FNAIT stellen intrauterine

Transfusionen dar. Aufgrund des hohen Risikos flr einen intrauterinen Fruchttod bei der
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Chordozentese wird diese fruher hdufig angewandte Therapieoption heutzutage nicht
mehr empfohlen (Paidas et al. 1995; Overton et al. 2002; Lieberman et al. 2019; Roberts
et al. 2008). Abbildung 2 zeigt die Strategie zur antenatalen Behandlung der FNAIT.

Legende
schwangere Frau, bei der in
einer Vorschwangerschaft Start Ende
eing FNAIT aufgetreten ist

Handhmg

nichtinvasive Diagnostik bzw.
Arnni zor Typisienmg
des Fetus

Mutter soll IVIG ab der 12.

S erhalten keine Therapie notwendig

Mutter soll IVIG ab der 20.
S5W erhalten

Abbildung 2: Entscheidungsbaum zur antenatalen Behandlung der FNAIT, modifiziert nach
Lieberman et al. 2019.

1.2.4 Postpartale Therapie

Neben der Prophylaxe gibt es postpartale Therapieansatze, welche zum Einsatz kommen,
wenn die FNAIT erst nach der Geburt diagnostiziert wurde oder wenn sie trotz prénataler

Behandlung auch nach der Geburt persistiert.

Aufgrund der Seltenheit und der Heterogenitat des Krankheitsbildes ist noch keine
optimale Strategie zur Therapie der FNAIT bekannt (Vos et al. 2020). Eine internationale
Leitlinie von Lieberman et al. aus dem Jahr 2019 empfiehlt bei postnatal
auftretender FNAIT eine engmaschige Uberwachung des Neugeborenen, sowie
Thrombozytentransfusionen bei Plattchenzahlen unter 30 x G/L. Bei klinischem Verdacht
auf eine lebensbedrohliche Blutung wird eine umgehende Transfusion auf 100 x G/L
Thrombozyten empfohlen, sowie die Aufrechterhaltung von Pléttchenzahlen von
mindestens 50 x G/L flr die nachsten sieben Tage.



Bei  Thrombozytentransfusionen  sind, falls  verfugbar, antigenkompatible
Thrombozytenkonzentrate (d.h. in der Regel HPA-la-negative) gepoolten
Thrombozytenkonzentraten vorzuziehen (Kiefel et al. 2006). Bei antigenkompatiblen
Thrombozytenkonzentraten ist sowohl mit einem héheren Inkrement, als auch mit einer
fast doppelt so hohen Halbwertszeit der transfundierten Plattchen zu rechnen (1,9 Tage
versus 1,0 Tage) (Allen et al. 2007). Sind antigenkompatible Thrombozytenkonzentrate
nicht sofort verfiigbar, konnen jedoch auch gepoolte Plattchen zur Uberbriickung
transfundiert werden. Kiefel et al. vermuten, dass hierbei vor allem die Adsorption der
Alloantikorper zu einer Verkirzung der neonatalen Thrombozytopenie fuhrt (Kiefel et al.
2006). Alternativ kann die Gabe mutterlicher Thrombozyten erwogen werden (Ouwehand
et al. 2000).

Eine Verabreichung von IVIG sollte nur erwogen werden, falls (berhaupt keine
Thrombozytenkonzentrate verfugbar sind, da bei IV1G-Gabe friihestens nach 24-72 h mit

einem Inkrement zu rechnen ist (Lieberman et al. 2019).

Bei schwangeren Frauen, bei denen in der Vergangenheit bereits ein Kind von einer
FNAIT betroffen war, sollte zur Risikoabschatzung im Fall einer Folgeschwangerschaft
eine Typisierung des Vaters zur Bestimmung der Zygotie fir das ursachliche Allel
durchgefuhrt werden (Wienzek-Lischka et al. 2020). Bei Heterozygotie ist eine
nichtinvasive Typisierung des Fetus aus maternalem Blut (NIPD) oder alternativ eine
Amniozentese des Fetus moglich. Ist der Fetus positiv fir das urséchliche HPA-Antigen,
sollten antenatal IVIG verabreicht werden. Ist in einer VVorschwangerschaft bereits ein
Kind mit einer ICH auffallig geworden, sollte mit der IVIG-Gabe bereits zwischen der
12. und 16. SSW begonnen werden. Anderenfalls kann bis zur 20. SSW gewartet werden.
Bei dieser Empfehlung handelt es sich jedoch lediglich um Expertenmeinungen und nicht

um das Ergebnis klinischer Studien (Lieberman et al. 2019).

Abbildung 3 zeigt die Strategie zur postnatalen Behandlung der FNAIT.



Legende
[ thrombozytopenes ] - .

MNeugeborenes mit V.a !
FNAIT Start/Ende

Handlung

wie eme FNAIT behandeln,
ohne Laborergebnizse
abzuwarten

kraniale Scnographie, Transfusion
falls die Plattchenzahl unter
30x10°/L liegt,
Verlaufskontrollen bis zur
MNormalizienng der Plittchenzahl
Plittchentransfusion, keine Therapie notwend
kxaniale Sonographis, [ £ ]
Verlaufikontrollen bis zur
Nommalizienmg der
Plattchenzahl

Folgeschwangerschaften

Abbildung 3: Entscheidungsbaum zur postnatalen Behandlung der FNAIT, modifiziert nach
(Lieberman et al. 2019)



1.3 HLA-System

Das HLA-System beschreibt ein System von Proteinen, welches dem Immunsystem eine
Unterscheidung zwischen ,,Selbst* und ,,Nicht-Selbst“ ermdglicht, und damit eine
wesentliche Rolle bei der Erkennung von fremden oder entarteten Zellen spielt. HLA ist
die Abkiirzung fir ,Humanes Leukozyten-Antigen wund beschreibt die
Haupthistokompatibilitatskomplexe des Menschen. Die ersten MHC-Molekiile wurden
1948 bei Mausen entdeckt (Gorer et al. 1948). Heute weil man, dass sie bei allen
Kiefermaulern (Gnathostomata) vorkommen und damit entwicklungsgeschichtlich sehr
tief verankert sind (Gorer et al. 1948; Flajnik und Kasahara 2001). Alle HLA-Molekule
werden auf dem kurzen Arm von Chromosom 6 codiert. Es handelt sich um
hochpolymorphe Genloci, von denen heute (Februar 2024) bereits 38.008 verschiedene
Allele bekannt sind (EMBL-EBI 2024). HLA-Molekdle lassen sich in drei verschiedene

Klassen einteilen.

HLA-KIlasse-1-Molekiile werden auf allen kernhaltigen Zellen sowie auf Thrombozyten
exprimiert und préasentieren endogene Peptide. Diese Proteinbruchstiicke entstehen bei
der Prozessierung von intrazellularen Eiweillen im Proteasom. Die Peptide werden
anschlieBend im endoplasmatischen Retikulum auf die HLA-KIlasse-1-Molekiile
aufgeladen und dann an der Zelloberflaiche présentiert, wo sie von
CDB8+-zytotoxischen T-Zellen erkannt werden (Janeway et al. 2008). Die Interaktion
zwischen HLA-KIlasse-1 und dem T-Zell-Rezeptor der CD8+-T-Zelle spielt eine wichtige
Rolle bei der Erkennung von virusinfizierten und entarteten Zellen, aber auch bei der
AbstolRung von allogenen Transplantaten. Da die préasentierende Zelle sich tber ihre
HLA-KIlasse-1-Molekile gegentiber der zytotoxischen T-Zelle ,,ausweist”, kommt es
beispielsweise bei der Présentation von Viruspeptiden oder HLA-Inkompatibilitat zur
Induktion einer Immunantwort (WalRmuth 2005).

HLA-Klasse-11-Molekiile werden im Gegensatz zur Klasse-1 nur auf professionellen
antigenprésentierenden Zellen exprimiert und dienen der Prasentation exogener Peptide,
die aus dem Extrazellularraum stammen. Sie interagieren mit dem T-Zell-Rezeptor von
CD4+-T-Zellen und spielen unter anderem eine zentrale Rolle bei der Abwehr von
bakteriellen Krankheitserregern (Parham 2009). Die wichtigsten Klasse-1I-Subtypen
werden als HLA-DQ und HLA-DR bezeichnet. Daneben existieren noch HLA-DP,
HLA-DM und HLA-DO.



Zu den HLA-Klasse-111-Molekulen zéhlen einige Komplementfaktoren und Zytokine, die
an der unspezifischen Immunabwehr beteiligt sind. Es handelt sich hierbei um Proteine,
die auf weitaus weniger polymorphen Genloci codiert werden. Da es sich im Gegensatz
zu den anderen beiden Klassen ausschlieBlich um Plasmaproteine handelt, kommen
HLA-KIasse-111 Molekiile nicht auf der Zelloberflache vor (Janeway et al. 2008).

HLA-KIlasse-1-Molekiile sind die einzigen HLA-Molekiile, die auf Thrombozyten
exprimiert werden (Santoso et al. 1986). Sie bestehen aus einer schweren Kette, der
a-Kette, sowie dem B2-Mikroglobulin. Die a-Kette l&sst sich auRerdem in drei Doménen
unterteilen mit einem intrazellularen, einem transmembrandsen und einem
extrazellularen Bereich. Das p2-Mikroglobulin besteht dagegen nur aus einer
extrazellularen Domane (Parham 2009). HLA-Klasse-I kann man dartber hinaus in drei
Untergruppen unterteilen: HLA-A, HLA-B und HLA-C. Letzteres wird bei serologischer
Typisierung auch als ,,HLA-Cw* bezeichnet (Wallmuth 2005). Neben diesen drei
»Kklassischen Gruppen mit hoher Polymorphie und Expressionsdichte auf der
Zelloberflache, gibt es noch die drei weniger bekannten Gene HLA-E, HLA-F und
HLA-G. Diese sind weitaus konservierter als die ersten drei Gruppen und werden auch
nur in geringem Mal auf Zellen exprimiert. Auf3erdem existieren einige nicht exprimierte
Pseudogene (EMBL-EBI 2024).

1.4 HLA auf Thrombozyten

Neben Humanen Plattchen-Antigenen werden auf Thrombozyten auch HLA-A- und
HLA-B-Molekdle in hoher Dichte exprimiert. Diese Antigene spielen eine wichtige Rolle
bei Refraktdarzustanden nach Thrombozytentransfusionen (Colombani et al. 1971;
Mueller-Eckhardt 1988; Janson et al. 1986). Thrombozyten tragen auf ihrer Oberflache
zwischen 55.000 und 113.000 HLA-KIlasse-1-Antigene und besitzen damit etwa 73 %
aller im Blut zirkulierenden HLA-A- und HLA-B- Antigene (Kao et al. 1986). Dagegen
kommen die HLA-C-Antigene in deutlich geringerer Konzentration auf Thrombozyten
vor und unterliegen, ebenso wie HLA-A und HLA-B, groRen interindividuellen
Schwankungen (Duquesnoy et al. 1977; Mueller-Eckhardt et al. 1980). Datema et. al
konnten zeigen, dass HLA-C-Molekile nicht nur in geringer Dichte auf Plattchen
exprimiert werden, sondern Anti-HLA-C-Antikorper dariiber hinaus auch kaum dazu

imstande sind, eine komplementvermittelte Lyse von Thrombozyten einzuleiten (Datema
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et al. 2000). Daraus wird abgeleitet, dass HLA-C keine wichtige Rolle Dbei
Refraktarzustdnden nach Thrombozytentransfusionen spielt. Die Vermutung liegt also
nahe, dass HLA-C auch bei Thrombozytopenien, die aufgrund fetomaternaler

Inkompatibilitdten entstehen, vernachlassigt werden kann.

1.5 Zusammenhang zwischen FNAIT und Anti-HLA-Antikorpern

Ein gutes Drittel aller Frauen bildet wé&hrend einer Schwangerschaft
Anti-HLA-Antikorper, wobei die genauen Haufigkeiten von der Analysetechnik
abhéngig sind und zwischen 31 % und 54,1 % schwanken (King et al. 1996; Masson et
al. 2013). Die grolRe Spannbreite zwischen diesen Zahlen ergibt sich aus der
unterschiedlichen Sensitivitat der Testmethoden. Wéhrend der lymphozytotoxische Test
als sehr robust gilt und mit 31 % zu einer eher konservativen Schatzung kommt, gilt die
Durchflusszytometrie als sehr sensitiv und kann bei tber der Hélfte aller Schwangeren
Anti-HLA-Antikorper nachweisen (King et al. 1996; Regan et al. 1991; Masson et al.
2013; Morin-Papunen et al. 1984). Aufgrund der im Vergleich hierzu niedrigen Inzidenz
der FNAIT von gerade einmal ca. 0,1 %, ging man lange davon aus, dass
Anti-HLA-Antikorper keine Rolle bei der Entstehung der FNAIT spielen. Man weil3
allerdings seit einiger Zeit, dass Anti-HLA-Antikdrper sehr wohl dazu in der Lage sind
Thrombozyten zu zerstéren und transfusionsrefraktare Thrombozytopenien zu
verursachen (Cid et al. 2015). Obwohl in der Giberwiegenden Mehrheit der FNAIT-Félle
Anti-HPA-Antikorper im mutterlichen Serum nachweisbar sind, sind in der Literatur
auch Falle beschrieben, in denen diese Antikorper nicht als Ausloser einer FNAIT
identifiziert werden konnten. Jedoch konnten bei diesen Féllen oftmals
Anti-HLA-Antikorper im mutterlichen Serum nachgewiesen werden (Moncharmont et al.
2004; Thude et al. 2006; Tar et al. 2002; Starcevic et al. 2010; Gramatges et al. 2009;
Bonstein et al. 2015; Meler et al. 2017). Aktuell wird ein Zusammenhang zwischen
Anti-HLA-KIlasse-1-Antikorpern und FNAIT kontrovers diskutiert. Sachs et al. konnten
zeigen, dass Anti-HLA-Klasse-1-Antikorper bei  Kindern mit einer durch
Anti-HPA-1a-Antikorper-ausgeldsten  FNAIT  keinen Einfluss auf die fetale
Plattchenzahl, das Geburtsgewicht oder das Risiko fur intrakranielle Blutungen haben
(Sachs et al. 2020).
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

Mit dieser Arbeit sollen die Zusammenhédnge zwischen dem Auftreten einer FNAIT und
der fetomaternalen HLA-Inkompatibilitat geklart werden. Insbesondere sollen folgende
Fragestellungen beantwortet werden:

1. Sind bestimmte HLA-Klasse-I-Merkmale bei Kindern von Mittern mit
Anti-HLA-Klasse-I-Antikdrpern hdufiger? Oder anders gefragt: Sind bestimmte
HLA-KIlasse-I-Merkmale in der Schwangerschaft besonders immunogen?

2. Gibt es bestimmte mutterliche HLA-Klasse-11-Antigene, die zu einer vermehrten

Immunisierung gegen vaterliche HLA-Klasse-I-Antigene fuihren?
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2 Material und Methoden

2.1 Patientenmaterial

Zur Beantwortung der Fragestellungen wurden Serumreste und EDTA-BIlut klinischer
Blutproben von Miuttern und deren thrombozytopener Neugeborener untersucht.
Entsprechende Proben wurden von 2002 bis 2016 am Universitatsklinikum Gie3en und
Marburg (UKGM), Standort GieRen, gesammelt und im Rahmen der klinischen
Diagnostik bereits auf Anti-HPA- und Anti-HLA-Antikorper im mutterlichen Serum
untersucht. Das Probenmaterial wurden danach bei -30 °C gelagert. Die
Identifizierung der Mutter-Kind-Paare erfolgte tber das Laborinformationssystem
(LIS).

Fur die Untersuchungsgruppe wurde gezielt nach Mdttern gesucht, die Kinder mit
weniger als 100.000 Thrombozyten/ul Blut geboren haben und bei denen der
MAIPA-Assay  (monoklonale  antikdrperspezifische Immobilisierung  von
Plattchenantigenen) keinen Nachweis fir Anti-HPA-Antikorper erbracht hatte. Das
Kriterium flr die Zuordnung zur Verum- oder Kontrollgruppe war der Nachweis von
Anti-HLA-Antikorpern in der Kreuzprobe von maternalem Serum gegen paternale
Thrombozyten. Zur Immobilisierung wurde der monoklonale Antikdrper W6/32
verwendet, der HLA-Molekile unabhdngig vom Genotyp Uber das
B2-Mikroglobulin bindet.

Zusammenfassung der Einschlusskriterien:

- Patienten, die zwischen 2002 und 2016 am UKGM behandelt wurden
- thrombozytopenes Neugeborenes mit <100.000 Thrombozyten/pl
- kein Nachweis von Anti-HPA-Antikorpern im MAIPA

Durch den Ausschluss von Anti-HPA-Antikorpern konnte sichergestellt werden, dass die
Thrombozytopenie nicht durch Antikdrper gegen Plattchenantigene aus dem
HPA-System ausgeldst wurde. Bei positivem Nachweis von Anti-HLA-Antikérpern im
Crossmatch wurden die Mutter-Kind-Paare der Verumgruppe zugeordnet, bei negativem
Testergebnis der Kontrollgruppe. Uber das LIS konnten 95 Mutter-Kind-Paare fir die

Verumgruppe und 73 Mutter-Kind-Paare flr die Kontrollgruppe identifiziert werden.
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Um auszuschlieBen, dass andere Storfaktoren die Neugeborenenthrombozytopenie
ausgeldst haben, wurden die Krankenakten, Arztbriefe und Untersuchungsbefunde
der Patienten eingehend studiert. Patienten, bei denen eines der in Tabelle 1
aufgefihrten  Kriterien zutraf, wurden aus der Untersuchungsgruppe

ausgeschlossen.

Ausschlussgrund Ausgeschlossene | Ausgeschlossene Mutter-
Mutter-Kind- Kind-Paare der
Paare der Kontrollgruppe
Verumgruppe
Infektion (z.B. 14 11

Amnioninfektionssyndrom,

Neugeboreneninfektion, Sepsis)

Plazentainsuffizienz 4 1
Bekannte Thrombozytopenie in der 3 5
Familie (z.B.

Immunthrombozytopenie, benigne

mediterrane Thrombozytopenie)

Genetische Ursachen (z.B. Trisomie 7 9
21, May-Hegglin-Anomalie, Bernard-

Soulier-Syndrom)

Anderweitige Komplikationen in der 6 4
Schwangerschaft (Gestationsdiabetes,
HELLP-Syndrom, mitterlicher Lupus

erythematodes)

Sehr unvollstandige Patientenakten 3 3
Thrombose des Neugeborenen 1 0
Nach zwei Monaten persistierende 0 2

Thrombozytopenie

D 38 35

Tabelle 1: Ausschlusskriterien
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Die oben aufgefihrten Diagnosen konnen theoretisch direkt oder indirekt eine
Thrombozytopenie verursachen, weshalb die betroffenen Kinder ausgeschlossen wurden.
Bei insgesamt sechs Mutter-Kind-Paaren waren die Patientenakten so unvollstandig, dass
andere Griunde fir eine Thrombozytopenie nicht sicher ausgeschlossen werden konnten.

Auch diese Patienten wurden vorsichtshalber nicht in die Studie aufgenommen.

Von urspringlich 95 identifizierten Mutter-Kind-Paaren der Verumgruppe wurden 38
Patientenpaare aufgrund der oben genannten Kriterien ausgeschlossen. Somit belief sich
die Grolie der Verumgruppe auf 57 Mitter und Kinder. Bei der Kontrollgruppe wurden
von den 73 identifizierten Mutter-Kind-Paaren 35 Paare ausgeschlossen, sodass die

Kontrollgruppe aus 38 Mutter-Kind-Paaren bestand.

Die Patienten wurden vor der Zuordnung zu den beiden Kohorten vollstandig
anonymisiert. Lediglich der Bezug Mutter-Kind blieb bestehen. Ein positives Ethikvotum
der Ethikkommission der Justus-Liebig-Universitat Giel3en liegt vor (AZ 82/09).
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2.2 Reagenzien, Materialien und Gerate

Reagenzien und Materialien

Aqua dest.
Dithiothreitol
Eppendorfgefifl 1,8 ml
Ficoll Paque Plus™

FluoroQuench™

Acridine Orange/ Ethidium Bromide

Kaninchenkomplement (lyophilisiert)

LABType® SSO A Locus Typing Test

Bestandteile:

SSO Bead Mix 400 pl

Primer Set 400 pl

Primer Set D-Mix 2 x 690 pl
Hybridization Buffer 3,4 ml
Denaturation Solution 2,25 ml
Wash Buffer 55 ml

SAPE Buffer 4,95 ml Neutralization
Buffer 2,5 ml

16

Fa. Braun, Melsungen

Fa. Sigma-Aldrich, Buchs (Schweiz)
Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe
Fa. Pharmacia, Uppsala (Schweden)

Fa. BMT One Lambda, Meerbusch

Fa. BAG Health Care, Lich

Fa. BMT One Lambda, Meerbusch



LABType® SSO B Locus Typing Test Fa. BMT One Lambda, Meerbusch

Bestandteile:

SSO Bead Mix 400 pl

Primer Set 400 pl

Primer Set D-Mix 2 x 690 pl
Hybridization Buffer 3,4 ml
Denaturation Solution 2,25 ml
Wash Buffer 55 ml

SAPE Buffer 4,95 ml Neutralization
Buffer 2,5 ml

LABType® SSO DQ Locus Typing Test Fa. BMT One Lambda, Meerbusch
Bestandteile:

SSO Bead Mix 400 pl

Primer Set 400 pl

Primer Set D-Mix 2 x 690 ul
Hybridization Buffer 3,4 ml
Denaturation Solution 2,25 ml
(NaOH-Losung)

Wash Buffer 55 ml

SAPE Buffer 4,95 ml Neutralization
Buffer 2,5 ml

LABType® SSO DR Locus Typing Test Fa. BMT One Lambda, Meerbusch
Bestandteile:

SSO Bead Mix 400 pl

Primer Set 400 pl

Primer Set D-Mix 2 x 690 pl
Hybridization Buffer 3,4 ml
Denaturation Solution 2,25 ml
Wash Buffer 55 ml

SAPE Buffer 4,95 ml Neutralization
Buffer 2,5 ml
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Gentra® Puregene® Blood Kit
Isopropanol p.A.
Ethanol 100 % p.A.

L-Cystin

LX200™ Calibration Kit

LX200™ Performance Verification Kit
Parafilm

PBS

PE-konjugiertes Streptavidin
Polyrohrchen

RPMI 1640 ohne L-Glutamin

Sheath Fluid
TAQ 50
Terasaki Testplatte

Fa. Qiagen, Hilden

Fa. Riedel de Haen, Seelze

Fa. Riedel de Haen, Seelze

Fa. Sigma-Aldrich, Buchs (Schweiz)

Fa. Dia Mex, Heidelberg

Fa. Dia Mex, Heidelberg

American Can Company, New York (USA)
Fa. Thermo Fisher, Miinchen

Fa. BMT One Lambda, Meerbusch

Sarstedt, Niimbrecht

Fa. Thermo Fisher, Miinchen

Fa. Dia Mex, Heidelberg
Fa. BMT One Lambda, Meerbusch

Fa. Greiner Bio-One, Frickenhausen

Tabelle 2: verwendete Reagenzien und Materialien

Verwendete Geréte

96-Well-PCR-Platte

COSTAR™.-96-Well-Platte

Diavert Fluoreszenzmikroskop
Luminex® 200™ (TL-146)
Mastercycler® pro S (TL-137/1 - 4)
NanoDrop® Spectrophotometer
Pipetten und Pipettenspitzen
Automatic Seradot

Zentrifuge Rotanta 460

Zentrifuge Rotina 380

Tabelle 3: verwendete Gerate

18

Fa. Thermo Fisher, Miinchen

Fa. VWR International, Darmstadt
Fa. Leica Microsystems, Wetzlar
Fa. BMT One Lambda, Meerbusch
Fa. Eppendorf, Hamburg

Fa. ThermoFisher Scientific

Fa. Eppendorf, Hamburg

Fa. Biotest, Dreieich

Fa. Hettich, Miihlheim an der Ruhr
Fa. Hettich, Miithlheim an der Ruhr


http://ugisrroxtra/Roxtra/preview/AA-HLASer-Gi-Ger-146

2.3 HLA-Genotypisierung

Miitterliche Proben wurden fiir HLA-A, HLA-B, HLA-DR, HLA-DQA und HLA-DQB
typisiert. Kindliche Proben wurden fiir HLA-A und HLA-B typisiert. Die Typisierung
wurde mittels reverser SSO-Methode (reverse sequenzspezifische

Oligonukleotid-Methode) durchgefiihrt.

Diese Untersuchung beruht auf einer Amplifizierung der DNA mittels
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und anschlieBender Hybridisierung an SSO fiir
HLA-Allele. Da bei der reversen SSO-Methode die Oligonukleotide an farbcodierte
Beads gebunden sind, kann die Detektion der jeweiligen PCR-Produkte
photospektrometrisch erfolgen. Eine anschliefende Auswertung und die Zuordnung der
detektierten Gensequenzen zu den entsprechenden HLA-Allelen erfolgte mithilfe der
Fusion™-Software der Firma BMT/One Lambda.

2.3.1 Polymerase-Kettenreaktion

2.3.1.1 Theoretische Grundlagen

Bevor die Typisierung der Proben erfolgen konnte, musste die DNA zunéchst mittels

Polymerase-Kettenreaktion vervielfiltigt werden. Diese besteht aus drei Schritten.

Im ersten, als Denaturierung bezeichneten Schritt, werden die DNA-Doppelstringe bei
hohen Temperaturen (hier bei 96 °C) in zwei Einzelstringe aufgebrochen. Dieser Schritt

ist notwendig, damit die Primer anschlieBend an die DNA-Abschnitte binden kénnen.

Der zweite Schritt der PCR wird Hybridisierung oder auch Annealing (engl. fiir
»Anlagerung®) genannt. Dabei kommt es bei Temperaturen von 60 °C zur Bindung der
HLA-Locus-spezifischen Primer an komplementire DNA-Sequenzen. Bei diesem Schritt
ist es wichtig, dass die Primer im Uberschuss vorhanden sind, damit die
DNA-Gegenstriange kompetitiv verdrangt werden konnen. AuBBerdem darf die Temperatur
nicht zu hoch sein, damit die Primer tatsdchlich an die DNA-Einzelstringe binden konnen

und nicht sofort denaturieren.
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Der letzte Schritt wird als Elongation oder Extension bezeichnet. Hierbei spielt die
DNA-Polymerase eine Schliisselrolle. Dieses Enzym beginnt am 3‘-Ende des
angelagerten Primers die Synthese des neuen DNA-Strangs mit freien Nukleotiden in
5¢—3‘-Richtung. Fiir den Einsatz zur PCR hat sich die Verwendung der Taq-Polymerase
etabliert. Diese Polymerase kommt natiirlicherweise in Bakterien der Art Thermus
aquaticus vor und zeichnet sich durch ihre besondere Hitzebestdndigkeit aus. Aufgrund
dieser Eigenschaft ist sie fliir den FEinsatz zur PCR besonders geeignet. Das
Temperaturoptimum der Taqg-Polymerase liegt zwischen 70 und 80 °C, weshalb die

Elongation bei 72 °C durchgefiihrt wird.

Nun kann der nidchste Zyklus von vorne beginnen. Theoretisch wird die Konzentration
der DNA mit jedem Zyklus verdoppelt. Solange also genug Substrat vorhanden ist, erhoht
sich die DNA-Konzentration nach 10 PCR-Zyklen um etwa den Faktor 10°. Diese
Amplifikation ist eine wichtige Grundlage flir die nachfolgende photospektrometrische

Bestimmung HLA-spezifischer Gensequenzen.

2.3.1.2 Praktische Durchfiihrung

Zundchst wurde die DNA aus dem EDTA-Blut mithilfe des Puregene®-Isolation-Kits
isoliert. Dazu wurde das Vollblut zuerst mit einem Lysepuffer fiir Erythrozyten und im
Anschluss mit einem Lysepuffer fiir Leukozyten sowie mit einer Proteinfallungslosung

gemischt. Danach folgten zwei Waschschritte, nach denen man die reine DNA erhielt.

AnschlieBend wurde die Konzentration der isolierten DNA aus dem EDTA-Blut der
Miitter und Kinder mithilfe des NanoDrop® ND-1000 Spektralphotometers bestimmt.
Dazu wurden die aufgetauten Proben gevortext und anschlieBend jeweils 2 pul
DNA-L6sung auf den Probenarm pipettiert. Die DNA wurde mit destilliertem Wasser auf
eine Konzentration von ungefdhr 20 ng/ul verdiinnt und zur weiteren Lagerung bei

-30 °C eingefroren.

Im ndchsten Schritt wurde die DNA mittels PCR amplifiziert. Dafiir musste die gefrorene
DNA zunichst im Heizblock bei 66 °C fiir 5 min aufgetaut und anschlieBend gevortext
werden. Auf eine beschriftete 96-Well-PCR-Platte wurden dann in die jeweiligen
Vertiefungen 2 pl verdiinnte DNA pipettiert.
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Die HLA-Locus-spezifischen biotinylierten Primer und das D-Mix-Reagenz wurden
ebenfalls aufgetaut und griindlich gevortext. Beim D-Mix-Reagenz handelt es sich um

eine nucleotidhaltige Pufferlosung.

AnschlieBend wurden fiir den PCR-Ansatz Primer-Set und D-Mix-Reagenz mit der
Tag-Polymerase vermischt. Fiir einen Ansatz mit 2 ul DNA wurden 4 pl Primer-Losung,
13,8 ul  D-Mix-Reagenz und 0,2 pl Tag-Losung  benétigt.  Die
Primer-D-Mix-Tag-Mischung wurde gevortext und dann wurden 18 pl des
PCR-Ansatzes in jede Vertiefung pipettiert, sodass sich ein Gesamtvolumen von 20 pl
pro Well ergab. Die Taq-Polymerase wurde erst ganz zum Schluss dem PCR-Ansatz
hinzugefiigt, um eine Reaktion der Losung mit sich selbst und der Bildung von
Primerdimeren vorzubeugen. Tabelle 4 gibt einen Uberblick iiber die verwendeten

Reagenzien und Volumina fiir die PCR.

13,8 nl D-Mix-Reagenz

4 nl Primer-Set fiir die spezifische HLA-Region
0,2 nl Tag-Polymerase

2l genomische DNA (ca. 20 ng/ul)

Tabelle 4: PCR-Ansatz zur HLA-Typisierung, ein Ansatz entspricht einem Gesamtvolumen

von 20 pl.

Anschlielend wurde die 96-Well-Platte mit einer thermostabilen Folie luftdicht
verschlossen und in den Thermocycler gestellt. Das PCR-Programm ist in Tabelle 5

abgebildet.
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1. Schritt

2. Schritt

3. Schritt

4. Schritt

5. Schritt

Tabelle 5: PCR-Programm

Temperatur

96 °C
96 °C
60 °C
72 °C
96 °C
60 °C
72 °C

72 °C

4°C

Inkubationszeit

3 min

20 s

20's

20's

10s

15s

20 s

10 min

Bis zur

Weiterverarbeitung

Anzahl  der
Zyklen

30

initiale Denaturierung
Denaturierung
Primerhybridisierung
Elongation
Denaturierung
Primerhybridisierung
Elongation

abschlieflende

Elongation

Lagerung bis zur

Weiterverarbeitung

Auf eine anschlieBende Uberpriifung der Amplifikation mittels Gelelektrophorese wurde

aus Praktikabilitatsgriinden verzichtet. Fehler bei der PCR, die zu einer erfolglosen

Amplifikation gefiihrt hétten, wiren spdtestens bei der Auswertung mit dem Luminex®

200™ aufgefallen.
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2.3.2 Reverse SSO

Bei der reversen SSO-Methode konnen mit einem Ansatz mehrere Analyten gleichzeitig
untersucht werden. Da fiir jeden HLA-Locus viele verschiedene Genotypen bekannt sind,

eignet sich die reverse SSO-Methode besonders gut zur HLA-Typisierung.

Sowohl in der Untersuchungs- als auch in der Kontrollgruppe wurden alle untersuchten
Miitter und Kinder auf die HLA-Klasse-I-Antigene HLA-A und HLA-B untersucht. Bei
den Miittern beider Gruppen wurden zusidtzlich die Allele fir die

HLA-Klasse-II-Antigene HLA-DR, HLA-DQA und HLA-DQB bestimmt.

2.3.2.1 Theoretische Grundlagen

Das Prinzip der reversen SSO-Methode beruht darauf, die amplifizierten
DNA-Abschnitte an sequenzspezifische Oligonukleotide (SSO) zu binden. Die SSO
selbst sind an farbkodierte Mikrosphéaren (Beads) gebunden. Diese Mikrosphéren sind
kleine Polystyrol-Kiigelchen mit spezifischer Farbung. Die Farbung geschieht sowohl mit
roten als auch infraroten Fluoreszenzfarbstoffen. Die Kombination der beiden Farbstoffe
in jeweils zehn unterschiedlichen Farbkonzentrationen fiihrt zu 100 unterscheidbaren
Farbschattierungen fiir rot und infrarot. Jede Mikrospharenpopulation hat ein anderes,
HLA-spezifisches  Oligonukleotid  gebunden  und  kann  anhand ihrer
Fluoreszenzkodierung exakt zugeordnet werden. Von einer reversen SSO-Methode
spricht man, da die Oligonukleotidsonden selbst bereits an die Mikrospharen gebunden
sind. Bei der ,,normalen“ SSO-Methode wird dagegen das PCR-Produkt auf einer
Tragermembran (z.B. Nylon) fixiert und anschlieBend mit freien Oligonukleotiden

hybridisiert.

Der spezifische Nachweis der Bindung der amplifizierten HLA-Allele an die
komplementidren Oligonukleotide erfolgt iiber ein Detektionsmolekiil. Da das zu
analysierende PCR-Produkt an den Primern biotinyliert ist, ist eine Kopplung an griin
fluoreszierendes SAPE (mit Streptavidin konjugiertes R-Phycoerythrin) zum Nachweis

des Analyten moglich.

Mithilfe von Lasern und Photodioden konnen die Mikrosphiren anschlieBend im

Luminex® 200™ identifiziert werden. Diejenigen Mikrosphiren, welche iiber die
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sequenzspezifischen Oligonukleotide an die amplifizierte DNA gebunden sind,
fluoreszieren nicht nur im roten und infraroten, sondern auch im griinen Bereich. Dies

ermdglicht eine eindeutige Typisierung der einzelnen HLA-Allele.

2.3.2.2 Praktische Durchfiihrung

Nach Abschluss der PCR wurden jeweils 5 pl des Amplikons auf eine neue, beschriftete
96-Well-Platte pipettiert. Da das Prinzip der SSO-Methode auf einer Bindung der
amplifizierten DNA an sequenzspezifische Oligonukleotide beruht, musste die DNA
zundchst denaturiert werden, um anschlieBend mit den HLA-Locus-spezifischen
Oligonukleotiden hybridisieren zu kdnnen. Dazu wurden in jede Vertiefung 2,5 pl
Denaturierungspuffer pipettiert. Die Platte wurde dann mit einer Schutzfolie versiegelt

und griindlich gevortext, um anschliefend 10 min bei Raumtemperatur zu inkubieren.

Im néchsten Arbeitsschritt wurde die Denaturierungsreaktion unterbrochen, indem in jede
Kavitdt 5 pl Neutralisierungspuffer pipettiert wurden. Eine erfolgreiche Neutralisation
wurde durch einen Farbumschlag von violett zu blassgelb angezeigt. Blieb dieser
Farbumschlag aus, wurde so lange Neutralisationspuffer in 1 pl-Schritten in die
Vertiefungen titriert, bis sich die Farbdnderung einstellte (insgesamt max. 8 pl pro
Ansatz). Um eine erneute Hybridisierung der DNA-Einzelstrdnge zu vermeiden, wurde

die Platte anschlieend auf Eis gestellt.

Nun wurde die Hybridisierungslosung angesetzt. Dafiir wurden fiir jeden Ansatz 34 pl
Hybridisierungspuffer mit 4 pl der entsprechenden Mikrosphdrenmischung (Bead-Mix)
vermischt. Vorher musste der Bead-Mix jedoch fiir mehrere Minuten griindlich gevortext
werden. 38 ul der Hybridisierungslosung wurden in jede Kavitit pipettiert. AnschlieBend
wurde die Platte mit einer hitzestabilen Klebefolie luftdicht verschlossen und fiir 15 min
bei 60 °C in den vorgeheizten Thermocycler gestellt. Wahrend dieser Inkubationszeit kam
es zur Hybridisierung der mikrosphirengebundenen Oligonukleotide mit den

amplifizierten DNA-FEinzelstringen.

Beim anschlieBenden Waschvorgang wurden 100 pl Waschpuffer zu jedem Ansatz
pipettiert. Danach wurde die Platte bei 800 rpm fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und die Platte gevortext. Der Waschvorgang wurde insgesamt dreimal

wiederholt. Ziel dieses Schritts war es, die nicht-hybridisierten PCR-Produkte zu
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entfernen und dadurch unspezifische Hintergrundsignale bei der nachfolgenden Messung

Zu minimieren.

Wéhrend des letzten Waschvorgangs wurde die SAPE-L6sung vorbereitet. Dazu wurden
flr jeden Ansatz 49,5 ul SAPE-Puffer mit 0,5 pl SAPE vermischt. Von dieser Losung
wurden dann 50 pl in jede Kavitat der 96-Well-Platte pipettiert. Die Platte wurde erneut

fiir 5 min bei 60 °C im Thermocycler inkubiert.

Nach einem weiteren, abschlieBenden Waschschritt wurde der Ansatz in 75 pl
Waschpuffer resuspendiert und anschlieBend vorsichtig auf eine neue 96-Well-Platte
(COSTAR™) (ibertragen. Die Platte konnte nun bis zur Messung lichtgeschiitzt im

Kihlschrank gelagert werden (max. 7 Tage).

2.3.2.3 Probenmessung

Die Messung der Proben erfolgte mithilfe des Luminex® 200™. Es wurde darauf
geachtet, dass die 96-Well-Platte vor der Messung gut gevortext wurde. Wihrend der
Messung wurden die Fluoreszenzsignale der Mikrosphédren quantitativ gemessen. Die
Mikrosphéren selbst fluoreszierten im roten und infraroten Spektralbereich. Eine
erfolgreiche Hybridisierung der SSO mit der amplifizierten DNA hatte iiber die Bindung
an Biotin und Streptavidin eine Kopplung mit griin fluoreszierendem R-Phycoerythrin
zur Folge (s. Abbildung 4). Somit konnten die Identifikation der Mikrosphéren und die
Quantifizierung des Analyten parallel durchgefiihrt werden.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung einer hybridisierten Mikrosphére, selbst erstellt: An
die rot gefarbte Mikrosphire ist ein HLA-spezifisches Oligonukleotid gebunden. Der
komplementire DNA-Strang hybridisiert mit dem Oligonukleotid. Der DNA-Strang ist
biotinyliert (griiner Stern). Das Biotin hat eine starke Affinitdt zu Streptavidin (lilafarbenes
Fiinfeck) und ist selbst an R-Phycoerythrin (hellgriines Dreieck) gekoppelt.

2.3.2.4 Auswertung

Die Auswertung der Messergebnisse erfolgte mithilfe der Fusion™-Software der Firma
BMT/One-Lambda. Die Software ermittelte anhand der gemessenen Fluoreszenzsignale
die nachgewiesenen DNA-Sequenzen und verglich diese mit einer Datenbank. Somit war
eine Zuordnung der Messergebnisse zu den korrespondierenden HLA-Allelen mdglich.
In manchen Féllen musste eine Anpassung der Toleranzgrenze (Cut-off) erfolgen. Die
Auswertung erfolgte nach dem Vier-Augen-Prinzip mit freundlicher Unterstiitzung einer

erfahrenen Mitarbeiterin des HLA-Labors.
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2.4 Lymphozytotoxischer Test

Zur Bestimmung maternaler HLA-Antikorper kam der Lymphozytotoxische Test (LCT)
zum FEinsatz. Dieser Test hat im Gegensatz zu anderen Nachweismethoden von
HLA-Antikorpern den Vorteil, dass er als sehr robust gilt. Wahrend andere kommerzielle
Verfahren = wie  beispielsweise der  Festplatten-Immunoassay (ELISA)
Anti-HLA-Antikorper direkt nachweisen und deshalb sehr sensitiv, aber auch
fehleranfillig sind, werden im LCT die entsprechenden Antikorper nur indirekt iiber eine
Schadigung der eingesetzten Lymphozyten nachgewiesen. Aus dieser Schadigung lasst
sich in der Regel aber auch eine klinische Relevanz der detektierten Antikorper ableiten,
die bei anderen Tests hédufig fraglich ist. Es reagieren ndmlich nur die Testseren positiv,
die einen Antikorper enthalten, der tatsichlich in der Lage ist das Komplementsystem zu

aktivieren.

Es wurden nur die miitterlichen Seren aus der Untersuchungsgruppe mittels LCT
differenziert, bei denen der Antikdrpernachweis schon aus dem Crossmatch bekannt war.
Die Kontrollgruppe bestand nur aus Mutter-Kind-Paaren, bei denen die im Vorfeld
durchgefiihrte Kreuzprobe von maternalem Serum gegen paternale Plittchen negativ war.
Daher konnte das Vorliegen von anti-paternalen Anti-HLA-Antikérpern in den

miitterlichen Seren dieser Gruppe bereits ausgeschlossen werden.

2.4.1 Theoretische Grundlagen

Der LCT ist ein Verfahren zum Nachweis komplementabhéngiger Anti-HLA-Antikorper.
Hierbei werden Spenderlymphozyten mit bekannten HLA-Klasse-I-Merkmalen mit den
zu testenden Seren inkubiert. Die Auswahl der Spender erfolgt so, dass moglichst alle
HL-Antigene reprasentiert sind. Bei Vorhandensein der entsprechenden Antikorper in den
Testseren kommt es zur Ausbildung eines Antigen-Antikorper-Komplexes an der
Lymphozytenmembran. Dieser Komplex fiihrt dann zu einer komplementvermittelten
Zytolyse. Durch die Zugabe eines Fluoreszenzfarbstoffgemischs aus Ethidiumbromid
(rote Anfarbung der lysierten Zellen) und Acridinorange (griine Anfarbung der vitalen
Zellen) kann das Testergebnis unter dem Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht
werden. Die Beurteilung der Reaktionsstérke erfolgt anschlieBend durch Ermittlung des

ASHI-Scores, welcher auf den Standards der American Society for Histocompatibility
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and Immunogenetics basiert. Dafiir wird der Prozentsatz der avitalen Zellen unter dem
Mikroskop bestimmt. Wéhrend ein Score von 6 oder 8 als positive Reaktion gewertet

wird, gilt ein Wert von 1 oder 2 als negativ.

Da theoretisch nicht nur HLA-spezifische 1gG-Antikorper, sondern auch unspezifische
IgM-Antikorper zu einer komplementvermittelten Lyse der untersuchten Lymphozyten
fiihren konnen, kann es erforderlich sein bei Seren mit fraglichen IgM-Antikorpern eine
zweite Testung mit Dithiotretiol (DTT) durchzufiihren. DTT zerstort die Disulfidbriicken
der IgM-Pentamere, wodurch bei einem DTT-Ansatz praktisch nur IgG-Antikdrper

nachgewiesen werden.

2.4.2 Praktische Durchfuhrung

Die Spenderlymphozyten mit bekannten HLA-Oberfldchenantigenen wurden zunéchst
mittels Ficoll-Gradienten aus Heparin-Blut isoliert. Diesem Verfahren liegt das Prinzip
der Dichtegradientenzentrifugation zugrunde, bei dem sich die einzelnen
Blutkomponenten abhingig von ihrem spezifischen Gewicht in unterschiedliche Phasen
auftrennen. Dazu wurden in einem Polypropylenrhrchen 5 ml Ficoll
(Saccharose-Epichlorhydrin-Copolymer) mit 5 ml Blut vorsichtig iiberschichtet. Das
Rohrchen wurde anschlieend fiir 10 min bei 3000 rpm zentrifugiert. Die nun als weifler
Ring sichtbare Lymphozytenschicht (sog. ,.buffy coat) wurde dann mit einer
Pasteurpipette aufgenommen und in ein zweites Polypropylenréhrchen iiberfiihrt. Es
wurde darauf geachtet moglichst wenig Ficoll aufzunehmen. Um die Thrombozyten zu
entfernen, wurde die Probe im néchsten Schritt mit einem Zellkulturmedium (RPMI)
versetzt und fiir 10 min bei 800 rpm zentrifugiert. Der thrombozytenhaltige Uberstand
wurde verworfen. Es folgte ein erneuter Waschschritt, bei dem die Lymphozyten mit
RPMI aufgefiillt wurden und anschlieend fiir 5 min bei 2000 rpm zentrifugiert wurden.
Wieder wurde der Uberstand abgekippt und der Bodensatz gevortext. Nun konnten die
isolierten Lymphozyten mit RPMI auf eine Zellzahl von ungeféhr 4000 /ul verdiinnt und
fiir den Einsatz beim LCT aufbewahrt werden.

Im nédchsten Schritt wurden 60 Terasakiplatten mit 5 pl Paraffindl pro Kavitdt versetzt.

Mithilfe des Automatic-Seradot-Gerdts wurde dann entsprechend eines vorher
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festgelegten Pipettierschemas 1 pl Testserum in jede Kavitdt der Platten gegeben.
AnschlieBend wurde in jede Vertiefung auf der Platte 1 pl Lymphozytensuspension

getropft. Danach inkubierten die Platten fiir 30 min bei Raumtemperatur.

Wihrenddessen wurde die Komplementlosung vorbereitet, indem lyophilisiertes
Kaninchenkomplement in Wasser gelost wurde. AnschlieBend wurden 6 pl
Komplementlosung in jede Kavitit pipettiert und die Platten erneut fiir 60 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden zu jedem Ansatz 6 ul FluoroQuench
hinzugefiigt und die Platten wurden abschlieBend fiir 5 min in den Kiihlschrank gestellt,

da das im FluoroQuench enthaltene Acridinorange licht- und wiarmeempfindlich ist.

2.4.3 Auswertung

Die anschlieBende Auswertung erfolgte am Diavert-Fluoreszenzmikroskop. Vitale Zellen
leuchteten durch die Farbung mit Acridinorange griin, wéhrend die durch
Komplementaktivierung geschadigten Zellen durchléssig fir Ethidiumbromid wurden
und daher rot fluoreszierten (s. Abbildung 5). Tabelle 6 gibt den Zusammenhang
zwischen dem Prozentsatz der geschéadigten Zellen und dem ASHI-Score, sowie die

Interpretation der Befunde wieder.
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Abbildung 5: Reaktionsbild unter dem Fluoreszenzmikroskop, selbst fotografiert. Dargestellt

sind zwei verschiedene Reaktionsbilder des lymphozytotoxischen Tests. Im linken Bild sieht man
fast nur orange gefarbte (zerstorte) Zellen, dies entspricht einem ASHI-Score von 8. Es handelt
sich hierbei um die Positivkontrolle. Im rechten Bild sieht man nur griin angefarbte Zellen. Dies

entspricht einem ASHI-Score von 1 und zeigt die Negativkontrolle.

Anteil der geschidigten ASHI-Score Interpretation
Zellen
0-10% 1 negativ
11 - 20% 2 fraglich negativ
21 -40% 4 fraglich positiv
41 - 80% 6 positiv
81 -100% 8 stark positiv

Tabelle 6: Auswertung des lymphozytotoxischen Tests
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3 Ergebnisse

Die statistische Analyse der Ergebnisse erfolgte mittels EXCEL (Microsoft Office 365;
Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA) und PRISM 8 (GraphPad Software, Inc.,
San Diego, CA, USA). Zum Vergleich der Haufigkeitsverteilungen bestimmter Allele
zwischen der Verum- und Kontrollgruppe kam der exakte Test nach Fisher zum Einsatz.
Dieser bietet im Gegensatz zum y>-Test den Vorteil, dass er auch bei kleinen
StichprobengréRen zuverldssige Ergebnisse liefert. Daruber hinaus wurde die

Bonferroni-Korrektur eingesetzt, um eine a-Fehler-Kumulierung zu vermeiden.

3.1 Verteilung der Geschlechter und Thrombozytenzahlen

Die Geschlechterverteilung beider Gruppen ist in Abbildung 6 dargestellt. Bei der
Analyse zeigte sich, dass in der Verumgruppe mannliche Neugeborene haufiger als
weibliche vertreten waren (35 versus 22). Dies war zwar auch in der Kontrollgruppe der
Fall, dort zeigte sich jedoch eine anndhernd gleiche Geschlechterverteilung (21 versus
17). Mit p=0,67 war der Unterschied zwischen den Kohorten statistisch nicht signifikant.
Der mittlere Thrombozytennadir lag in der Verumgruppe (Abbildung 7) bei 47,6 G/L
(6 =27,1 G/L) und in der Kontrollgruppe (Abbildung 8) bei 42,8 G/L (c =20,8 G/L). Die
Ergebnisse sind in Tabelle 7 zusammengefasst.
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Abbildung 6: Geschlechterverteilung in der Verum- und Kontrollgruppe. Die Grafik zeigt
die Geschlechterverteilung in der Verum- und Kontrollgruppe. Die ménnlichen Patienten sind
blau dargestellt, die weiblichen rot.
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Abbildung 7: Thrombozytenzahlen in der Verumgruppe. Das Kastendiagramm zeigt
die Verteilung des Thrombozytennadirs in der Verumgruppe. Die eingefarbte Box
begrenzt das obere und das untere Quartil, der Querstrich zeigt den Median. Das Kreuz
in der Box beschreibt den Mittelwert, die Antennen stellen die Werte aullerhalb der

beiden Quartile dar.
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Abbildung 8: Thrombozytenzahlen in der Kontrollgruppe. Das Kastendiagramm
zeigt die Verteilung des Thrombozytennadirs in der Kontrollgruppe. Die eingefarbte Box
begrenzt das obere und das untere Quartil, der Querstrich zeigt den Median. Das Kreuz
in der Box beschreibt den Mittelwert, die Antennen stellen die Werte aullerhalb der
beiden Quartile dar.

Verumgruppe Kontrollgruppe
weiblich/ménnlich 22/35 17/21
Thrombozytennadir 47,6 G/L (c=27,1 G/L) 42,8 G/L (0 =20,8 G/L)

Tabelle 7: Zusammenfassung der Geschlechterverteilung und Thrombozytenwerte
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3.2 Verteilung der HLA-KIlasse-1-Merkmale der Kinder

Um die Frage beantworten zu kdnnen, ob bestimmte HL-Antigene bei thrombozytopenen
Neugeborenen mit einem erhéhten Risiko fiir eine Immunisierung der Mutter assoziiert
sind, wurden die Frequenzen der kindlichen HLA-Allele beider Gruppen miteinander
verglichen. Durch den Vergleich der jeweiligen breiten Antigenspezifitdten wurden
mogliche Kreuzreaktionen bertcksichtigt (z.B. wurden HLA-A23 und HLA-A24 als
HLA-A9 zusammengefasst). Bei dieser Analyse zeigte sich flr keines der HLA-KIlasse-
I-Merkmale ein signifikanter Unterschied zwischen Verum- und Kontrollgruppe.
Abbildung 9 zeigt die Verteilung der kindlichen HLA-A-Allele. Die HLA-B-Allele sind
in Abbildung 10 dargestellt.

Verteilung der HLA-A-Allele (Kinder)
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Al A2 A3 A9 Al10 Al1 A19 A28 b3
H Verumgruppe 10 30 22 14 10 6 16 6 114
Kontrollgruppe 7 21 15 15 6 3 5 4 76
p-Wert 0,99 0,87 0,99 0,22 0,99 0,74 0,16 0,99

Abbildung 9: Verteilung der HLA-A-Allele (Kinder). Die Grafik zeigt die Verteilung der
HLA-A-Allele der untersuchten Kinder. Zusétzlich sind die mithilfe des exakten Fishertests

berechneten p-Werte angegeben. Werte iber 0,05 gelten als statistisch nicht signifikant.
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Verteilung der HLA-B-Allele (Kinder)
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Anzahl der Allele

20

B5 B7 B8 B12 B13 B14 B15 B16 B17 B18 B21 B22 B27 B35 B37 B40 B41 B47 B53 %

W Verumgruppe 13 15 7 14 4 1 6 5 4 6 6 1 5 17 0 4 3 2 1 114

Kontrollgruppe 7 14 8 7 0 /0 3 2/6 4 3,3 3 9 3 3 1 0 0 76
p-Wert 0,810,410,290,640,150,990,74 0,7 0,2 0,990,74 0,3 0,990,670,060,99 0,65 0,52 0,99

o

Abbildung 10: Verteilung der HLA-B-Allele (Kinder). Die Grafik zeigt die Verteilung der
HLA-B-Allele der untersuchten Kinder. Zusétzlich sind die mithilfe des exakten Fishertests
berechneten p-Werte angegeben. Werte iber 0,05 gelten als statistisch nicht signifikant.

3.3 Verteilung der HLA-KIlasse-1-Merkmale der Mtter

Die Verteilung der maternalen HLA-KIlasse-I-Allele spielt fir die Beantwortung der
Fragestellung nach dem Zusammenhang zwischen HLA und FNAIT eine eher
untergeordnete Rolle. Trotzdem wurden die Haufigkeiten statistisch analysiert, da die
Abwesenheit eines HLA-Merkmals bei der Mutter Voraussetzung fir die
Alloimmunisierung gegen ein bestimmtes fetales Antigen ist. Zudem wurde in der
Vergangenheit Uber die Rolle von maternalem HLA-B8 fur ein erhohtes Risiko der
Bildung von Anti-HPA-1a-Antikorpern bei der FNAIT spekuliert (Taaning et al. 1983).
Daher scheint eine durch HLA-Klasse-I-Molekile induzierte Alloimmunisierung gegen
fremde HLA-Merkmale zumindest in der Theorie als Ursache denkbar. Die Auswertung
der erhobenen Daten zeigte jedoch keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen
Verum- und Kontrollgruppe. Abbildung 11 zeigt die Verteilung der miutterlichen
HLA-A-Allele. Die HLA-B-Allele sind in Abbildung 12 dargestelit.
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Verteilung der HLA-A-Allele (Mutter)
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Al A2 A3 A9 Al10 All A19 A28 2
M Verumgruppe 9 28 20 14 10 11 16 6 114
Kontrollgruppe 6 24 18 13 4 4 4 3 76
p-Wert 0,99 0,32 0,36 0,40 0,41 0,41 0,06 0,74

Abbildung 11: Verteilung der HLA-A-Allele (Mtter). Die Grafik zeigt die Verteilung der
HLA-A-Allele der untersuchten Mdtter. Zusétzlich sind die mithilfe des exakten Fishertests
berechneten p-Werte angegeben. Werte iber 0,05 gelten als statistisch nicht signifikant.

Verteilung der HLA-B-Allele (Mitter)
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Anzahl der Allele

20

B5 B7 B8 B12 B13 B14 B15 B16 B17 B18 B21 I§22 B27 B35 B37 B40 B41 B47 548 B53 Z
W Verumgruppe 9 18 7 /15 6 4 9 3 3/6 3/1 5 9 0 10 3|2 1 0 114
Kontrollgruppe 6 12 4 7 0 2 6 2 6 6/3 2 5 6 2 6 0 0 0 1 76
p-Wert 0,990,990,990,490,080,990,990,990,160,550,680,560,520,990,160,990,280,520,990,40

Abbildung 12: Verteilung der HLA-B-Allele (Mdtter). Die Grafik zeigt die Verteilung der
HLA-B-Allele der untersuchten Mitter. Zuséatzlich sind die mithilfe des exakten Fishertests

berechneten p-Werte angegeben. Werte iber 0,05 gelten als statistisch nicht signifikant.
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3.4 Verteilung der HLA-KIlasse-11-Merkmale der Mitter

HLA-KIasse-I1 spielt eine zentrale Rolle bei der Erkennung korperfremder Zellen und der
damit einhergehenden Immunantwort und Antikorperbildung. Da verschiedene
HLA-KIasse-11-Molekile unterschiedliche Peptide besonders gut prasentieren kdnnen,
geht das Vorhandensein oder die Abwesenheit eines bestimmten HLA-Klasse-11-Allels
mit einer unterschiedlichen Immunisierungswahrscheinlichkeit gegen spezifische
Antigene einher. Wienzek-Lischka et al. konnten zeigen, dass das Vorhandensein des
Allels HLA-DRB*3:01:01 mit einem erhéhten Risiko der maternalen Immunisierung
gegen HPA-1a assoziiert ist (Wienzek-Lischka et al. 2017). Um zu untersuchen, ob dies
auch fur die Immunisierung gegen paternale HLA-Merkmale zutrifft, wurden die
unterschiedlichen HLA-Klasse-11-Allele der Miitter aus beiden Gruppen miteinander
verglichen. Fir die Verteilung der Allele HLA-DRB (Abbildung 13), HLA-DQA
(Abbildung 14) und HLA-DQB (Abbildung 15) zeigten sich keine statistisch
signifikanten Unterschiede zwischen Verum- und Untersuchungsgruppe.

Verteilung der HLA-DRB-Allele (Mtter)
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Verumgruppe 10 18 9 17 18 17 16 5 2 2 114
Kontrollgruppe 9 15 8 6 14 12 5 4 1 2 76
p-Wert 0,62 0,56 0,61 0,18 0,69 0,99 0,16 0,99 0,99 0,99

Abbildung 13: Verteilung der HLA-DRB-Allele (Mutter). Die Grafik zeigt die Verteilung der
HLA-DRB-Allele der untersuchten Miutter. Zuséatzlich sind die mithilfe des exakten Fishertests

berechneten p-Werte angegeben. Werte tber 0,05 gelten als statistisch nicht signifikant.

37



Verteilung der HLA-DQA-Allele (Mutter)
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DQA1 DQA2 DQA3 DQA4 DQAS5 DQA6 b2

W Verumgruppe 44 16 20 4 28 2 114
Kontrollgruppe 38 5 7 3 22 1 76
p-Wert 0,14 0,16 0,14 0,99 0,51 0,99

Abbildung 14: Verteilung der HLA-DQA-Allele (Mutter). Die Grafik zeigt die Verteilung der
HLA-DQA-Allele der untersuchten Muitter. Zusatzlich sind die mithilfe des exakten Fishertests
berechneten p-Werte angegeben. Werte iber 0,05 gelten als statistisch nicht signifikant.

Verteilung der HLA-DQB-Allele (Mutter)
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M Verumgruppe 45 26 37 6 114
Kontrollgruppe 38 10 25 3 76
p-Wert 0,18 0,13 0,99 0,74

Abbildung 15: Verteilung der HLA-DQB-Allele (Mditter). Die Grafik zeigt die Verteilung der
HLA-DQB-Allele der untersuchten Miitter. Zusatzlich sind die mithilfe des exakten Fishertests

berechneten p-Werte angegeben. Werte tiber 0,05 gelten als statistisch nicht signifikant.
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3.5 Unterteilung der Verumgruppe

Da bei den bisherigen Analysen keine statistisch signifikanten Ergebnisse beobachtet
werden konnten, wurde die Verumgruppe unterteilt, namlich in diejenigen Mditter, bei
denen im LCT fetusspezifische Anti-HLA-Antikorper nachgewiesen werden konnten und
diejenigen, bei denen die nachgewiesenen Antikdrper nicht fir fetale Antigene spezifisch
waren. Bei drei Muttern konnte aufgrund mangelnden Probenmaterials kein LCT
durchgefuhrt werden. Die Frequenzen der im LCT nachgewiesenen antifetalen
Anti-HLA-Antikorper sind in den Tabellen 8 und 9 dargestellt.

Anti-HLA-A-Antikorper,

fetusspezifisch n Haufigkeit

nicht durchgeftihrt 3 5,26 %
nicht nachweisbar 30 52,63 %
nachweisbar 24 42,11 %
davon:

Al 3 5,26 %
A2 6 10,53 %
A3 6 10,53 %
A9 2 3,51 %
A10 3 5,26 %
A19 2 3,51 %
A28 2 3,51 %

Tabelle 8: Verteilung der fetusspezifischen HLA-A-Antikdrper. Die dargestellte Tabelle zeigt

die Frequenzen fiir antifetale HLA-A-Antikdrper in den miitterlichen Seren.
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Anti-HLA-B-Antikorper,

fetusspezifisch n Haufigkeit

nicht durchgefiihrt 3 5,26 %
nicht nachweisbar 24 42,11 %
nachweishar 30 52,63 %
davon:

B5 8 14,04 %
B7 3 5,26 %
B8 3 5,26 %
B12 3 5,26 %
B16 2 3,51 %
B17 1 1,75 %
B18 1 1,75 %
B21 3 5,26 %
B22 1 1,75 %
B27 1 1,75 %
B35 4 7,02 %

Tabelle 9: Verteilung der fetusspezifischen HLA-B-Antikdrper. Die dargestellte Tabelle zeigt

die Frequenzen fir antifetale HLA-B-Antikorper in den mutterlichen Seren.

Von den 54 im LCT untersuchten Muttern waren 24 Mutter positiv fur fetusspezifische
Anti-HLA-A-Antikorper. 30 Mdtter hatten antifetale Anti-HLA-B-Antikdrper im Serum.
Insgesamt hatten 41 Miutter entweder fetusspezifische Anti-HLA-A-Antikdrper oder
fetusspezifische Anti-HLA-B-Antikorper oder eine Kombination aus beiden im Serum.
Diese 41 Miitter bildeten nun die neue Verumgruppe (nachfolgend als Verumgruppe*
bezeichnet), mit der weitere Analysen durchgefiihrt wurden. Die Unterteilung der

Verumgruppe ist in Abbildung 16 grafisch dargestellt.

40



Verumgruppe
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kein LCT
(GEE)]
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antifetale keine
Antikorper antifetalen
(Verumgruppe*) Antikérper

grupp p

(n=41) (n=13)

anti-HLA-A- anti-HLA-B-
Spezifitat Spezifitat
(n=24) (n=30)
Spezifitat anti-HLA-
Aund -B
(n=13)

Abbildung 16: Unterteilung der Verumgruppe. Die gesamte Gruppe besteht aus 57
Mutter-Kind-Paaren. Bei drei Muttern konnte kein LCT durchgefiihrt werden. Von den 54
getesteten Miittern konnten bei 41 Mittern Anti-HLA-Antikdrper mit antifetaler Spezifitat im
LCT nachgewiesen werden (Verumgruppe*). Bei 13 Miuttern waren die Antikdrper gegen
nicht-fetale Antigene gerichtet. Von den 41 Miittern der Verumgruppe* konnten bei 24 Miittern
antifetale Anti-HLA-A-Antikorper gefunden werden. Bei 30 Mauttern wurden antifetale
Anti-HLA-B-Antikorper gefunden. 13 Mutter hatten sowohl antifetale Anti-HLA-A- als auch
antifetale Anti-HLA-B-Antikdérper im Serum.
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3.6 Verteilung der paternal vererbten HLA-Klasse-1-Merkmale der Kinder
in der Verumgruppe*

Es wurde erneut die Verteilung der fetalen HLA-Klasse-I1-Merkmale analysiert. Diesmal
wurden aber nur die Kinder, bei deren Miittern antifetale Anti-HLA-Antikdrper im LCT
nachweisbar waren (Verumgruppe*), mit der Kontrollgruppe verglichen. Es wurden
auflerdem nur die eindeutig paternal vererbten Allele miteinander verglichen. Konnte in
der Kontrollgruppe ein Allel nicht eindeutig dem Vater zugeordnet werden, wurde dieses
Mutter-Kind-Paar bei der Analyse flr den jeweiligen Genort nicht beriicksichtigt. Dies
war beispielsweise der Fall, wenn das Kind fur das betreffende Allel homozygot war oder,
wenn Mutter und Kind zufalligerweise die gleichen Allele hatten. In beiden Féllen tragt
das Kind keine fiir die Mutter fremden Antigene und eine Alloimmunisierung ist daher

ausgeschlossen.

Beispiel:

Die Mutter tragt die folgenden HLA-Klasse-I-Allele:
Al, A3, B7, B27
Der Fetus tragt die HLA-Klasse-I-Allele:

A3, A3, B7, B40

In diesem Fall wurde das Mutter-Kind-Paar flr die Frequenzanalyse von HLA-A aus der
Verumgruppe* ausgeschlossen, da eine Alloimmunisierung der Mutter gegen fetales
HLA-A nicht mdglich ist (das Kind ist homozygot fir HLA-A3 und die Mutter ist daher
auch selbst Tragerin des Allels). Fir die Frequenzanalyse fir HLA-B wurde das paternal
vererbte HLA-B40 jedoch miteingeschlossen, da es sich aus mdtterlicher Sicht um ein
Alloantigen handelt. HLA-B7 wurde in diesem Fall nicht bertcksichtigt, da das Kind
dieses Allel von der Mutter vererbt bekommen hat und es sich daher aus ihrer Sicht um

ein Selbstantigen handelt.
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In der Verumgruppe* konnten 24 eindeutig paternal vererbte HLA-A-Allele identifiziert
werden. Fir HLA-B waren es 30. In der Kontrollgruppe wurden 25 HLA-A-Allele und
28 HLA-B-Allele berucksichtigt. Weder fir HLA-A noch fur HLA-B konnte ein
statistisch signifikanter Unterschied in der Allelfrequenz gefunden werden. Die
Verteilung der eindeutig paternal vererbten HLA-A-Allele ist in Abbildung 17 zu sehen.
Die eindeutig paternal vererbten HLA-B-Allele sind in Abbildung 18 gezeigt.

Verteilung der HLA-A-Allele (paternal vererbt)

30
25
o
= 20
<
L 15
=
c 10
C
<
. B | n | |
Al A2 A3 A9 A10 Al19 A28 2
Hm Verumgruppe* 3 6 6 2 3 2 2 24
Kontrollgruppe 3 4 4 6 2 4 2 25
p-Wert 0,99 0,50 0,50 0,25 0,67 0,67 0,99

Abbildung 17: Verteilung der HLA-A-Allele (paternal vererbt). Die Grafik zeigt die
Verteilung der eindeutig paternal vererbten HLA-A-Allele. Zusatzlich sind die mithilfe des
exakten Fishertests berechneten p-Werte angegeben. Werte Gber 0,05 gelten als statistisch nicht

signifikant.
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Verteilung der HLA-B-Allele (paternal vererbt)

35
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Anzahl der Allele
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0
B5 B7 B8 | B12 | B16 B17 B18 B21 B22 B27 B35 B40 z

Verumgruppe* 8 3 3 3 2 1 1 3 1 1 4 0 30
Kontrollgruppe ' 2 4 5 2 2 0 1 2 2 0 5 3 28
p-Wert 0,08 0,71 047 099 099 099 099 099 0,61 09 0,73 0,11

Abbildung 18: Verteilung der HLA-B-Allele (paternal vererbt). Die Grafik zeigt die
Verteilung der eindeutig paternal vererbten HLA-B-Allele. Zusétzlich sind die mithilfe des
exakten Fishertests berechneten p-Werte angegeben. Werte Gber 0,05 gelten als statistisch nicht

signifikant.

3.7 Verteilung der HLA-KIlasse-11-Merkmale der Mitter in der
Verumgruppe*

Wie bereits in 3.2. beschrieben, spielen HLA-KIasse-11-Molekdle eine wichtige Rolle bei
der Immunantwort auf ein Alloantigen. Ein statistisch signifikanter Unterschied konnte
beim Vergleich zwischen Verum- und Kontrollgruppe jedoch zunéchst nicht gefunden
werden. Daher wurden im néchsten Schritt die Frequenzen der Verumgruppe* mit denen
der Kontrollgruppe verglichen. Diesmal wurden also nur diejenigen Frauen in der
Verumgruppe berucksichtigt, die tatsachlich antifetale Anti-HLA-Antikorper ausgebildet
hatten. Es wurden 41 Mdtter in der Verumgruppe* und alle 38 Mitter aus der
Kontrollgruppe miteinander verglichen. Wahrend sich fir die Verteilung von HLA-DRB
(Abbildung 19) und HLA-DQA (Abbildung 20) keine signifikanten Unterschiede
zwischen beiden Gruppen zeigten, konnte fir die Allelfrequenz von
HLA-DQB2 (Abbildung 21) ein p-Wert von 0,047 berechnet werden. Dieser Wert liegt

unter dem Signifikanzniveau von 0,05 und gilt somit als statistisch signifikant.
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Verteilung der HLA-DRB-Allele (Mitter)
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‘“m e s BB -

DRB1 DRB2 DRB3 DRB4 DRB5 DRB6 DRB7 DRB8 DRB9 DRB1O %

B Verumgruppe* 9 9 8 12 14 12 11 4 1 2 82

Kontrollgruppe 9 15 8 6 14 12 5 4 1 2 76
p-Wert 09 018 09 022 084 09 019 099 1099 099

Anzahl der Allele

Abbildung 19: Verteilung der HLA-DRB-Allele (Mutter). Die Grafik zeigt die Verteilung der
HLA-DRB-Allele der untersuchten Miitter. Zusétzlich sind die mithilfe des exakten Fishertests
berechneten p-Werte angegeben. Werte iber 0,05 gelten als statistisch nicht signifikant.

Verteilung der HLA-DQA-Allele (MUtter)
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Ml e o B

DQA1 DQA2 DQA3 DQA4 DQAS5 DQA6 b2
B Verumgruppe* 30 13 12 4 21 2 82

Anzahl der Allele

Kontrollgruppe 38 5 7 3 22 1 76
p-Wert 0,11 0,08 0,34 0,99 0,72 0,99

Abbildung 20: Verteilung der HLA-DQA-Allele (Mutter). Die Grafik zeigt die Verteilung der
HLA-DQA-Allele der untersuchten Mutter. Zusatzlich sind die mithilfe des exakten Fishertests
berechneten p-Werte angegeben. Werte tber 0,05 gelten als statistisch nicht signifikant.
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Verteilung der HLA-DQB-Allele (Mitter)
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Anzahl der Allele

DQB1 DQB2 DQB3 DQB4 b2
Verumgruppe* 30 22 24 6 82
Kontrollgruppe 38 10 25 3 76
p-Wert 0,11 0,047 0,73 0,50

Abbildung 21: Verteilung der HLA-DQB-Allele (Mtter). Die Grafik zeigt die Verteilung der
HLA-DQB-Allele der untersuchten Mutter. Zusétzlich sind die mithilfe des exakten Fishertests
berechneten p-Werte angegeben. Werte tber 0,05 gelten als statistisch nicht signifikant. Der p-
Wert fur HLA-DQB2 lag mit 0,047 knapp unter dem Signifikanzniveau und gilt damit als
statistisch signifikant. Das bedeutet, dass in der untersuchten Stichprobe das Allel HLA-DQB2 in

der Verumgruppe* signifikant haufiger aufgetreten ist als in der Kontrollgruppe.

3.8 Erneute Unterteilung der Gruppen

Um den mdoglichen Zusammenhang zwischen dem Allel HLA-DQB2 und dem
Krankheitsbild der FNAIT weiter zu untersuchen, wurden die beiden Gruppen im
nachsten Schritt noch einmal unterteilt. Diesmal wurden aus der Verumgruppe und aus
der Kontrollgruppe diejenigen Mutter-Kind-Paare ausgewahlt, bei denen die Mutter
Tragerin des Allels HLA-DQB2 ist und dann miteinander verglichen. Die
HLA-DQB2-positive Verumgruppe (im Folgenden als Verumgruppe[DQB2+]
bezeichnet) bestand aus 21 Mutter-Kind-Paaren (20 heterozygote Mutter und eine
homozygote Mutter, entsprechend 22 maternalen HLA-DQB2 Allelen; vgl. Abbildung
21). Die HLA-DQB2-positive Kontrollgruppe (im Folgenden als
Kontrollgruppe[DQB2+] bezeichnet) bestand aus 9 Mutter-Kind-Paaren (8 heterozygote
und eine homozygote Mutter, entsprechend 10 maternalen HLA-DQB2-Allelen; vgl.
Abb. 21).
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Nun wurden abermals die eindeutig paternal vererbeten HLA-Klasse-1-Allele der Kinder
miteinander verglichen (vgl. Kapitel 3.6), um zu untersuchen, ob ein bestimmtes
HLA-KIasse-I-Allel bei gleichzeitigem Vorliegen von mutterlichem HLA-DQB?2 in einer
der beiden Gruppen gehauft auftritt. Fir HLA-A (Abbildung 22) und HLA-B (Abbildung
23) konnte kein statistisch signifikanter Unterschied der kindlichen Allelfrequenzen

gezeigt werden.

Verteilung der paternal vererbten HLA-A-
Allele (Kinder mit HLA-DQB2+-Miittern)
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Anzahl der Allele
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I I h . . b .
Al A2 A3 A9 A10 A19 A68 p2
B Verumgruppe®* [DQB2+] 3 6 3 2 2 2 1 19

Kontrollgruppe [DQB2+] 1 1 2 1 1 1 0 7
p 0,99 0,63 0,61 0,99 0,99 0,99 0,99

Abbildung 22: Verteilung der paternal vererbten HLA-A-Allele (Kinder mit
HLA-DQB2+- Muttern). Die Grafik zeigt die Verteilung der paternal vererbten HLA-A-Allele
der untersuchten Kinder mit HLA-DQB2-positiven Muttern. Zuséatzlich sind die mithilfe des

exakten Fishertests berechneten p-Werte angegeben. Werte tber 0,05 gelten als statistisch nicht

signifikant.
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Verteilung der paternal vererbten HLA-B-
Allele (Kinder mit HLA-DQB2+-Mdttern)
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Abbildung 23: Verteilung der paternal vererbten HLA-B-Allele (Kinder mit
HLA-DQB2+-Miittern). Die Grafik zeigt die Verteilung der paternal vererbten HLA-B-Allele
der untersuchten Kinder mit HLA-DQB2-positiven Muttern. Zuséatzlich sind die mithilfe des
exakten Fishertests berechneten p-Werte angegeben. Werte tber 0,05 gelten als statistisch nicht
signifikant.
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3.9 Bonferroni-Korrektur

Beim multiplen Testen mit demselben Datensatz kann es schnell zu einer sogenannten
a-Fehler-Kumulierung kommen. Dies bedeutet, dass man irgendwann vermeintlich
statistisch signifikante Ergebnisse mit einem p-Wert unter dem Signifikanzniveau
bekommen wird, wenn man nur oft genug testet. Um solche Fehler zu vermeiden und
nicht falschlicherweise eine eigentlich korrekte Nullhypothese zu verwerfen, gibt es
mehrere Mdoglichkeiten, zur Anpassung des Signifikanzniveaus. Eine beliebte
Madglichkeit hierfur ist die Bonferroni-Korrektur, bei der das Signifikanzniveau durch die
Anzahl der durchgefiihrten Tests geteilt wird, um so ein neues Signifikanzniveau p* zu
bestimmen. Bei einem urspriinglichen Signifikanzniveau von 0,05 und 154 mit dem

Datensatz durchgefiihrten exakten Fishertests ergibt sich fiir das neue Signifikanzniveau

p*

= j—"s ~ 0,000325

54

Wenn man nun diesen korrigierten p-Wert p* als Mal3stab nimmt, bedeutet dies, dass fur
keines der untersuchten Merkmale ein statistisch signifikanter Unterschied in der

Verteilung festgestellt werden konnte.
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4 Diskussion

4.1 Diskussion der Methoden

4.1.1 Diskussion der Probandenauswahl

Alle Probanden waren zwischen 2002 und 2016 Patienten am UKGM. Da die kindliche
Thrombozytenzahl bei Geburt jedoch nicht routinemélRig bestimmt wird, liegt es nahe,
dass die Untersuchung der Plattchenzahl bei den Kindern deshalb durchgefiihrt wurde,
weil sie in irgendeiner Form (z.B. durch Petechien oder Ekchymosen) klinisch auffallig
waren. Somit ist davon auszugehen, dass nur Kklinisch aufféllige Neugeborene in die
Studie eingeschlossen wurden. Da mildere, subklinische Verlaufe einer
Neugeborenenthrombozytopenie haufig unentdeckt bleiben, ist bei der Auswahl der
Probanden eine Stichprobenverzerrung anzunehmen (Gunnink et al. 2014). Diese
Stichprobenverzerrung spiegelt sich auch in der Zahl der ausgeschlossenen Patienten
wider, da beinahe die Hélfte der urspringlich identifizierten Patienten aufgrund von
schwerwiegenden Komplikationen in oder nach der Schwangerschaft ausgeschlossen
werden musste. Diese Art der Stichprobenverzerrung ist ein hdufiges Problem bei
retrospektiven Studien. Ein ruckblickendes Studiendesign ist jedoch aufgrund der
Seltenheit des Krankheitsbilds der FNAIT beinahe unumganglich.

Von den urspringlich 95 fir die Verumgruppe identifizierten Patienten wurden 38
(40,0 %) ausgeschlossen. Bei der Kontrollgruppe wurden 35 von 73 (47,9 %)
ausgeschlossen. Da die FNAIT ein seltenes Krankheitsbild darstellt und viele der
identifizierten Patienten aus der Studie ausgeschlossen wurden, ist die untersuchte
Stichprobe nicht sehr groB. Kleine Fallzahlen kdnnen valide statistische Analysen
erschweren und schranken die Aussagekraft vieler Untersuchungen ein. Mit 57
Mutter-Kind-Paaren in der Verumgruppe und 40 Mutter-Kind-Paaren in der
Kontrollgruppe ist das untersuchte Kollektiv aber &hnlich groR wie das einer
vergleichbaren Arbeit von Dahl et al. aus dem Jahr 2017 (Dahl et al. 2017). Dahl et al.
haben jedoch von 62 identifizierten Patienten nur 12 (19,3 %) ausgeschlossen. Magliche
Ursachen fur diese Diskrepanz konnten Unterschiede im Ausgangskollektiv oder eine

unterschiedlich strenge Anwendung der Ausschlusskriterien sein.

50



Ein wesentlicher Unterschied zwischen beiden Arbeiten liegt im Aufbau der
Kontrollgruppe. In dieser Arbeit bestand die Kontrollgruppe aus Mutter-Kind-Paaren, fir
die die gleichen Ein- und Ausschlusskriterien galten wie fur die Verumgruppe. Einziger
Unterschied zwischen Verum- und Kontrollgruppe war der positive bzw. negative
Nachweis von Anti-HLA-Antikérpern im Crossmatch. Dies spricht fur eine gute
Vergleichbarkeit beider Gruppen. Im Unterschied dazu haben Dahl et al. ihre
Kontrollgruppe aus gesunden Mdttern mit Anti-HLA-Antikdrpern gebildet, bei denen die
Kinder nicht thrombozytopen waren. Der Grund fiir die verschieden aufgebauten
Kontrollgruppen liegt in der unterschiedlichen Fragestellung beider Arbeiten. Wahrend
Dahl et al. versucht haben, einen Zusammenhang zwischen Anti-HLA-Antikorpern bei
bereits immunisierten Muttern und dem Auftreten einer fetalen Thrombozytopenie
aufzuzeigen, war es Aufgabe dieser Studie, die Ursachen der Immunisierung zu
untersuchen. Zur Beantwortung dieser Fragestellung ist also der Vergleich mit

nicht-immunisierten Muttern notwendig.

Die Einschlussgrenze fiir die Studie lag bei einer Thrombozytenzahl von <100 G/L. Die
Grenze fur eine Thrombozytopenie bei Neugeborenen liegt, genau wie bei Erwachsenen,
bei Werten <150 G Thrombozyten/L (Gadner 2006; Alarcon et al. 2012). Somit waren
alle untersuchten Kinder deutlich thrombozytopen. Beide Gruppen hatten beim
Thrombozytennadir  sehr  ahnliche  Mittelwerte und  Standardabweichungen
(47,6 £ 27,1 G/L in der Verumgruppe versus 42,8 + 20,8 G/L in der Kontrollgruppe), was
fur eine gute Vergleichbarkeit der beiden Gruppen spricht.

4.1.2 Diskussion der Kreuzprobe zur Unterscheidung der Gruppen

Fur die Zuordnung der Probanden zur Verum- oder Kontrollgruppe war das Ergebnis der
Kreuzprobe entscheidend. Dabei wurde mitterliches Serum mit vaterlichen
Thrombozyten inkubiert, um eventuell vorhandene Antikdrper nachzuweisen. Ein
Nachteil dieser Methode ist, dass bei dieser Art der Kreuzprobe nur plattchenreaktive
Antikorper nachgewiesen werden kénnen. Die Untersuchung ist also nicht so sensitiv wie
beispielsweise durchflusszytometrische Verfahren mittels Luminex®-Technologie.
Theoretisch ware es also denkbar, dass falsch negative Ergebnisse bei der Kreuzprobe

falschlicherweise zu einer Zuordnung in die Kontrollgruppe gefuhrt haben konnten.
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Jedoch ist es fraglich, ob ein Antikorper, der im Crossmatch tiberhaupt nicht nachweisbar
ist, eine klinisch relevante Thrombozytopenie beim Fetus verursachen kann.

4.1.3 Diskussion der HLA-Typisierung

Die HLA-Typisierung mittels SSO-Methode stellt eine seit Gber 30 Jahren etablierte
Methode dar, die in vielen Labors routinemalig zum Einsatz kommt (Dunckley 2012).
Obwohl heute mit dem Next Generation Sequencing (NGS) eine Methode zur
HLA-Typisierung existiert, die noch héhere Auflésungen bietet, stellt die SSO-Methode
ein immer noch haufig angewandtes Verfahren dar, da sie ein ausgewogenes Verhéltnis
aus Kosten, Aufwand und Aufldsung mit sehr akkuraten Ergebnissen liefert (Smith et al.
2019;  Wienzek-Lischka et al. 2020). Aufgrund des sehr guten
Kosten-Nutzen-Verhaltnisses und weil die Allele nur in niedriger Auflésung miteinander
verglichen wurden, sind alle HLA-Typisierungen mittels reverser SSO-Methode

durchgefihrt worden.

Mit NGS ware zwar eine deutlich héhere Auflésung der Allele mdglich gewesen, ein
Vergleich der Frequenzen dieser hochaufgelGsten Allele wéare bei dem Kleinen
Stichprobenumfang jedoch nicht sinnvoll gewesen. Eine hohere Auflosung hétte unter
bestimmten Umstdnden interessant sein konnen, wie etwa beim Nachweis eines
vermeintlichen Auto-Antikdrpers im LCT. So waére es beispielsweise denkbar, dass sich
eine Patientin, die Tragerin des Allels HLA-A*01:02 ist, gegen HLA-A*01:01
immunisiert. In der niedrigen Aufldsung wirde diese Konstellation so aussehen, als hatte
die Patientin Auto-HLA-A1-Antikorper. Da jedoch in keinem der Seren Autoantikorper
nachgewiesen werden konnten, eriibrigt sich die Notwendigkeit einer htéheren Auflésung,

zumal in vielen solcher Félle auch die Auflésung der SSO-Methode ausreichend waére.

Weiterhin muss bedacht werden, dass sich die durchschnittlichen Frequenzen bestimmter
HLA-Allele in der Bevdlkerung je nach geographischer Region mitunter deutlich
unterscheiden. So wird beispielsweise die Pravalenz von HLA-B27 in Europa mit etwa
8 % angegeben, wahrend sie in Japan bei weniger als 0,5 % liegt (Mehra et al. 2010). Da
die ethnische Herkunft der untersuchten Probanden nicht bekannt ist, konnte so etwa eine
Uberreprasentierung von Japanern in einer der beiden Gruppen zu einer Verzerrung fir
das Allel HLA-B27 fiihren.
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4.1.4 Diskussion des Lymphozytoxischen Tests

Zur Differenzierung der Anti-HLA-Antikorper im mutterlichen Serum kam der LCT zum
Einsatz. Obwohl der LCT als sehr zeitaufwéndig gilt und eine vergleichsweise niedrige
Sensitivitat aufweist, bietet er im Vergleich zu anderen Verfahren einen entscheidenden
Vorteil: Wahrend die klinische Signifikanz von Anti-HLA-Antikorpern, die mittels
ELISA oder Luminex® nachgewiesen wurden, oft unklar bleibt, weist der LCT nur
Kklinisch relevante Antikdrper nach, da hier eine komplementabhéngige Zellschadigung
direkt visualisiert werden kann (Bontadini 2012). Der LCT gilt daher als Goldstandard,
wenn es um die Detektion donorspezifischer Anti-HLA-Antikdrper im Rahmen einer
Transplantation geht (Saito et al. 2014; Ozdemir et al. 2004; Gebel et al. 2003; Patel und
Terasaki 1969; Harmer et al. 1997).

Die sichere klinische Relevanz der nachgewiesenen Antikorper gilt als wichtigster Vorteil
des LCTs gegenuber anderen Nachweisverfahren. Trotzdem stellt sich die Frage, ob die
Relevanz der Ergebnisse aus dem LCT eins zu eins auf Plattchen Gbertragen werden kann,
da im LCT keine Thrombozyten, sondern Lymphozyten zum Einsatz kommen.
Lymphozyten tragen mit ca. 250.000 HLA-Molekdilen pro Zelle mehr als doppelt so viele
HLA-Klasse-1-Molekiile wie Thrombozyten auf ihrer Oberflache und zeigen im
Gegensatz zu Thrombozyten keine interindividuellen Schwankungen in der
Expressionsdichte (Parham et al. 1979; Lansdorp et al. 1982). Um eine
komplementvermittelte Zytolyse auszuldsen, wird eine Mindestdichte von gebundenem
IgG auf der Zelloberflache bendtigt, damit der erste Faktor des Komplementsystems C1
daran binden kann und so die klassische Komplementkaskade einleitet (Weinstock und
Schnaidt 2019). Es ware also denkbar, dass im LCT grenzwertig positive Antikorper
aufgrund der unterschiedlichen Expressionsdichte der beiden Zelltypen eventuell nicht
dazu in der Lage wéren, Thrombozyten zu zerstoren. In diesem Fall wire der LCT ,,zu
sensitiv und es wiirden, &hnlich wie bei durchflusszytometrischen Verfahren, auch
Antikorper ohne oder mit fraglicher Relevanz fir die Fragestellung nachgewiesen.
Allerdings sei an dieser Stelle anzumerken, dass die komplementvermittelte Zytolyse
nicht der einzige Mechanismus ist, Uber den IgG-Antikérper Thrombozyten zerstéren
kdnnen. Die Opsonierung und anschliefende Phagozytose durch Makrophagen spielt
ebenfalls eine wichtige Rolle (Karpatkin 1980; Zdravic et al. 2016).
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Weiterhin wéare es moglich, dass die Konzentrationen einiger relevanter Antikorper unter
der Nachweisschwelle fur den LCT liegen, der LCT aufgrund seiner geringen Sensitivitat
also falsch negative Ergebnisse liefert. Hier missen auch die stark schwankenden
IgG-Spiegel im fetalen Serum wéhren der Schwangerschaft bedacht werden. Wahrend
die fetale 19G-Konzentration zu Beginn der Schwangerschaft bei nur etwa 8 % der
mitterlichen IgG-Konzentration liegt, steigt sie im Verlauf der Schwangerschaft immer
weiter an und Ubersteigt die mitterliche Konzentration am Ende der Schwangerschaft
sogar um ca. 30 % (Saji et al. 1999). Somit ware es vorstellbar, dass ein Alloantikorper,
der in geringen Konzentrationen keine Klinisch relevante Komplementaktivierung
induziert und im LCT nicht nachgewiesen werden kann, in hohen Konzentrationen beim
Fetus gegen Ende der Schwangerschaft schlieBlich doch eine relevante Zytolyse
verursacht. Gegen diese Hypothese spricht jedoch, dass Kinder mit FNAIT haufig schon
in der 24. SSW und in manchen Fallen sogar schon vor der 20. SSW deutlich
thrombozytopen sind (Bussel et al. 1997; Sachs 2013). Zu diesem Zeitpunkt betrégt die
IgG-Konzentration des Feten erst etwa 10-20 % der Konzentration eines Erwachsenen
(Saji et al. 1999).

Dahl et al. haben 2017 in einer Studie untersucht, ob feto-maternale
HLA-KIlasse-I-Missmatches eine FNAIT auslésen konnen. Dabei wurden die
Anti-HLA-Antikérper nicht im LCT, sondern mittels Durchflusszytometrie am
Luminex® nachgewiesen (Dahl et al. 2017). Da bei dieser Arbeit sehr viele Antikorper
gefunden wurden, standen die Untersucher dieser Studie vor der groRen Herausforderung,

einen klinisch signifikanten Zusammenhang in den groRen Datenmengen zu finden.

Die Entscheidung, bei dieser Studie den Antikdrpernachweis mittels LCT durchzufiihren,
hatte neben den bereits erwdhnten Vorteilen also auch den Zweck, nicht ,,den Blick fiirs

Wesentliche* zu verlieren.
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4.2 Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 Diskussion der Statistischen Analyse

Aufgrund der kleinen Gruppengréen mit n=57 bzw. n=38 kam bei allen statistischen
Analysen der exakte Test nach Fisher zum Einsatz. Im Gegensatz zum y2-Test bietet der
exakte Fisher-Test den Vorteil, dass er auch bei kleinen StichprobengroéRen zuverlassige
Ergebnisse liefert. Allerdings besitzt er eine niedrige Giite. Dies bedeutet, dass die
Wahrscheinlichkeit einen Fehler zweiter Art zu begehen, also die Nullhypothese

falschlicherweise beizubehalten, groRer ist, als beim y>-Test (Falk et al. 2014).

Eine mogliche a-Fehler-Kumulierung, die durch multiples Testen entstehen kann, wurde
nachtréglich beriicksichtigt, indem das Signifikanzniveau a mittels Bonferroni-Korrektur
von ursprunglich 0,05 auf 0,000325 abgesenkt wurde. Allerdings gilt diese Methode
ebenfalls als sehr konservativ, sodass Fehler zweiter Art auch hier entstehen kénnen
(Victor et al. 2010). Alle errechneten Ergebnisse waren jedoch sehr deutlich vom neuen
Signifikanzniveau entfernt. Der niedrigste p-Wert ergab sich bei der Verteilung von
maternalem HLA-DQB2 und lag bei 0,047. Dieser Wert ist um den Faktor 144 von dem
durch die Bonferroni-Korrektur geforderten Signifikanzniveau entfernt. Daher erscheint

ein falschliches Beibehalten der Nullhypothese unwahrscheinlich.

4.2.2 Antikorperanalyse versus Epitopenanalyse

Antikorper sind nur gegen einen bestimmten Teil eines Antigens gerichtet. Diese Teile
werden Epitope genannt und bestehen in der Regel aus vier bis zwolf Aminosauren (Buus
et al. 2012). Unterschiedliche Antigene kénnen sehr ahnliche oder sogar identische
Epitope aufweisen und dadurch Kreuzreaktionen auslosen. Solche Kreuzreaktionen sind
unter anderem bei Anti-HLA-Antikorpern beschrieben (Rodey und Fuller 1987). Dies
kann dazu flhren, dass Patienten sich gegen Antigene immunisieren kdnnen, zu denen
sie niemals Kontakt hatten. Dieses Phd&nomen muss bedacht werden, wenn Antikdrper im
mitterlichen Serum in antipaternal (bzw. antifetal) und nicht-antipaternal eingeteilt
werden. Ein  nachgewiesener  Antikdrper kann somit trotz  vermeintlich

nicht-antipaternaler Spezifitat mit paternalen Antigenen kreuzreagieren.
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Um Antikorper mit antipaternaler Spezifitat besser identifizieren zu kdnnen, haben Dahl
et al. in ihrer Arbeit nicht die eigentlichen Antikorper miteinander verglichen, sondern
eine Epitopenanalyse mithilfe grof3er Onlinedatenbanken durchgefiihrt (Dahl et al. 2020).
Dieses Vorgehen ist jedoch nicht unkritisch zu sehen, da es aufgrund der Vielzahl von
Epitopen in einem einzigen HLA-Molekiil sehr leicht ist die Ubersicht zu verlieren. Dahl
schreibt, dass ,die meisten, wenn nicht alle“ nachgewiesenen Antikorper eine
antipaternale Spezifitat in der Epitopenanalyse aufweisen wirden (Dahl, Jesper 2017).
Diese Schlussfolgerung erscheint jedoch zumindest deshalb zweifelhaft, da es in dem
vom Autor untersuchten Kollektiv mit hoher Wahrscheinlichkeit auch Frauen gab, die
vor dieser Schwangerschaft bereits ein anderes Immunisierungsereignis hatten, wie
beispielsweise eine VVorschwangerschaft oder eine Transfusion. Damit hatten zumindest
diese Frauen die Mdglichkeit gehabt sich auch gegen andere (nicht-paternale) Antigene
zu immunisieren. Die Behauptung, dass alle nachgewiesenen Antikorper eine
antipaternale Spezifitat aufweisen, wirde somit indirekt implizieren, dass das gesamte
Studienkollektiv aus erstgebarenden, nicht-vortransfundierten und nicht-transplantierten
Miittern bestand. Da dies aber mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht der Fall war, muss an

dieser Stelle die Aussagekraft der Epitopenanalyse hinterfragt werden.

In unserer Untersuchung kam deshalb anstelle der Epitopenanalyse ein klassischer
Vergleich der im LCT identifizierten Antikorper zum Einsatz. Da der LCT einen
funktionellen Nachweis von Antikorpern erlaubt, indem er die komplementvermittelte
Zytolyse optisch sichtbar macht, ist er auch in der Lage Kreuzreaktionen darzustellen.
Ein Antikorper, der gegen ein bestimmtes HLA-Molekul gerichtet ist und mit einem
anderen Antigen kreuzreagiert, wirde im LCT mit allen Zellen, die das spezifische Epitop
auf ihrer Oberflache tragen, positive Reaktionen verursachen, sofern die Bindung stark
genug ist, um eine Komplementaktivierung zu vermitteln. Damit ist der LCT zwar nicht
in der Lage, zuverlassig zwischen der ,,urspriinglichen‘ Spezifitat und der Kreuzspezifitat
eines Antikorpers zu unterscheiden, dies ist jedoch fir die Unterscheidung zwischen
paternaler und  nicht-paternaler  Spezifitdt gar nicht notwendig. Die
Antikorperbestimmung im LCT ist sehr gut geeignet um zu erkennen, ob im maternalen
Serum Anti-HLA-Antikérper vorkommen, die dazu in der Lage sind an fetale

HL-Antigene zu binden.
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4.2.3 Verteilung der Geschlechter

Bei der Verteilung der Geschlechter zeigte sich, dass Jungen etwas haufiger von einer
FNAIT betroffen sind als Madchen. Obwohl in dieser Arbeit keine statistische
Signifikanz gezeigt werden konnte (p=0,67), deckt sich diese Beobachtung mit
Untersuchungen von Tiller et al., die zeigen konnten, dass mannliche Neugeborene
haufiger und durchschnittlich schwerer von einer FNAIT betroffen sind (Tiller et al.
2013; Tiller et al. 2012).

4.2.4 Verteilung der HLA-Allele

In der Verteilung der HLA-Allele konnte zunéchst kein signifikanter Unterschied
zwischen Verum- und Kontrollgruppe gezeigt werden. Dies gilt sowohl fiir den Vergleich
kindlicher HLA-Klasse-I1-Allele als auch fur den Vergleich mautterlicher
HLA-KIasse-11-Allele.

Auch nach der Verkleinerung der Verumgruppe, bei der alle Mutter-Kind-Paare
ausgeschlossen wurden, bei denen im LCT kein Anti-HLA-Antikorper mit antifetaler
Spezifitdt im Serum nachgewiesen werden konnte, zeigte sich kein signifikanter
Unterschied beim Vergleich von fetalem HLA-Klasse-l. Es konnte jedoch ein knapp
signifikantes Ergebnis fir das maternale Allel HLA-DQB2 gezeigt werden, welches bei
Muittern in der Verumgruppe h&ufiger vorkam als in der Kontrollgruppe (p=0,047).
Dieses Ergebnis gilt nach Anwendung der Bonferroni-Korrektur jedoch nicht mehr als

signifikant.

Um trotzdem keine Korrelationen zu tbersehen, wurden im néchsten Schritt nur die
eindeutig fetalen HLA-Klasse-1-Allele der HLA-DQB2-positiven Miitter in der
Verum- und Kontrollgruppe miteinander verglichen. Falls ndmlich HLA-DQB2 ein
Risikofaktor fur die Immunisierung gegen fetales HLA-KIlasse-I wére, sollte mit dieser
Analyse untersucht werden, ob das Immunisierungsrisiko gegen bestimmte fetale Allele
hoher ist als gegen andere. So konnten zum Beispiel Wienzek-Lischka et al. zeigen, dass
maternales HLA-DRB3*01:01 das Immunisierungsrisiko gegen fetales HPA-1a erhoht
(Wienzek-Lischka et al. 2017). Analog ware es also denkbar, dass HLA-DQB2 das
Immunisierungsrisiko gegen ein bestimmtes fetales HLA-Klasse-I1-Allel erhoht. Bei
unserer Analyse konnte jedoch kein derartiges Phdnomen gezeigt werden. An dieser
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Stelle sei jedoch darauf hingewiesen, dass die untersuchte StichprobengroRe der
HLA-DQB2-positiven Mitter mit 21 Mittern in der Verumgruppe und 9 Mdttern in der
Kontrollgruppe sehr klein war. AuBerdem ist diese vermeintliche Haufung wvon
HLA-DQB2 nach Bereinigung der o-Fehler-Kumulierung ohnehin nicht mehr

signifikant, sodass von einem statistischen Phdanomen ausgegangen werden kann.

4.3 Zusammenfassung der Ergebnisse und Vergleich mit anderen Arbeiten

Im Rahmen dieser Studie konnten keine klinisch relevanten Ergebnisse in Bezug auf die
Immunisierungswahrscheinlichkeit  gegen  fetale  HLA-KIlasse-1-Antigene  bei
FNAIT-Verdachtsfallen nachgewiesen werden. Ebenso konnten keine klinisch relevanten
Zusammenhange flr das Immunisierungsrisiko beim Vorliegen bestimmter maternaler
HLA-KIasse-11-Allele nachgewiesen werden. Somit konnte sowohl die Frage nach der
Immunogenitat bestimmter HLA-KIlasse-1-Allele in der Schwangerschaft bei
thrombozytopenen Kindern als auch die Frage nach der
Immunisierungswahrscheinlichkeit gegen HLA-KIlasse-1 bei VVorliegen von bestimmten

maternalen HLA-KIlasse-11-Allelen nicht geklart werden.

Diese Ergebnisse decken sich mit der Arbeit von Dahl et. al. (Dahl et al. 2017). Auch dort
konnte kein Epitop mit einer erhéhten Immunisierungswahrscheinlichkeit bei
FNAIT-Verdachtsféallen gefunden werden (Dahl et al. 2017).

Refsum et al. haben untersucht, dass Anti-HLA-AntikOrper bei Frauen mit
thrombozytopenen Kindern haufiger vorkommen als bei Frauen mit gesunden Kindern,
konnten hierflr jedoch ebenfalls keine statistische Signifikanz zeigen (Refsum et al.
2017). Sie konnten aber beim Vergleich mit nicht schwangeren Blutspenderinnen eine
signifikante Haufung von Anti-HLA-Antikdrpern in der FNAIT-Verdachtsgruppe
zeigen. Dieses Ergebnis beweist jedoch in erster Linie, dass schwangere Frauen haufiger
Anti-HLA-Antikérper bilden als nicht-schwangere Frauen (in diesem Fall
Blutspenderinnen) und muss nicht zwingend im Zusammenhang mit einer FNAIT stehen.
Die von den Autoren nachgewiesenen Anti-HLA-Antikorper zeigten eine grofe
Bandbreite an Spezifitaten und es konnten keine spezifischen Anti-HLA-Antikorper als

Ausloser einer FNAIT identifiziert werden.
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4.4 Ausblick

Obwohl in dieser Arbeit keine Risikoallele fiir die Bildung von Anti-HLA-Antikorpern
bei FNAIT-Verdachtsféllen gefunden werden konnten und sich diese Ergebnisse mit
anderen Arbeiten zu dem Thema decken, bleibt die Rolle von Anti-HLA-Antikérpern bei
der Pathogenese der FNAIT unklar. Dies liegt vor allem an den vielen Fallberichten von
Kindern mit FNAIT, bei denen im mutterlichen Serum nur Anti-HLA-Antikorper
nachgewiesen werden konnten (Chow et al. 1992; Hutchinson et al. 2015; Sternbach et
al. 1986; del Rosario et al. 1998; Sasaki et al. 2001; Gramatges et al. 2009; Starcevic et
al. 2010; Meler et al. 2017; Moncharmont et al. 2004; Thude et al. 2006; Saito et al. 2003).
Diese vielen Einzelfallberichte mussen jedoch nicht zwingend ein Hinweis auf eine
Kausalitat sein, sondern lassen sich eventuell damit erkléren, dass bis zu 54,1 % aller
Frauen wéhrend der Schwangerschaft Anti-HLA-Antikorper ausbilden (Masson et al.
2013; King et al. 1996; Morin-Papunen et al. 1984; Regan et al. 1991). Wenn
Anti-HLA-Antikorper also in der Gesamtpopulation hdufig sind, erscheint es nur logisch,
dass diese Antikorper auch bei Frauen, deren Kinder eine FNAIT entwickeln, haufig

vorkommen.

Nach aktuellem Kenntnisstand gelten nur Anti-HPA-1a-Antikorper als sicherer Ausloser
fur FNAIT. Auch die Kklinische Signifikanz von Anti-HPA-5b-Antikdrpern, die in etwa
15 % aller FNAIT-Falle im miditterlichen Serum nachgewiesen werden kdnnen und
deshalb teilweise als zweithdufigster Ausloser der FNAIT beschrieben werden, wird
kontrovers diskutiert (Vos et al. 2021; Curtis 2021; Regan et al. 2019). Alm et al. konnten
in einer Metaanalyse zeigen, dass der Zusammenhang von Anti-HPA-5b-Antikdrpern und
dem Auftreten einer FNAIT womdglich eher auf zufélliger Korrelation, als auf Kausalitat
beruht (Alm et al. 2022).

Um die Frage nach der Rolle von Anti-HLA-Antikdrpern bei der Entstehung der FNAIT
endgultig zu klaren, wére eine groR angelegte prospektive Studie hilfreich. Fir eine
solche Studie wére es notwendig, dass mutterliches Serum wéhrend der Schwangerschaft
auf  Anti-HLA-Antikérper untersucht wird und nach der Geburt eine
HLA-Klasse-1-Genotypisierung des Kindes stattfindet. Eine Bestimmung des
Antikorpertiters, sowie der fetalen Thrombozytenzahl ware ebenfalls interessant, um

mogliche Korrelationen zwischen Titer und Plattchenzahlen festzustellen.
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5 Zusammenfassung

Die fetale/neonatale Alloimmunthrombozytopenie (FNAIT) ist eine seltene Krankheit, bei
der die Mutter 1gG-Antikérper gegen kindliche Thrombozyten bildet. Ausgeldst wird die
FNAIT hauptséchlich durch die Immunisierung der Mutter gegen véterliche Humane
Plattchenantigene (HPA). In etwa 5 % der Falle kdnnen jedoch keine Antikdrper gegen HPA
im mutterlichen Serum nachgewiesen werden. Obwohl es vereinzelte Fallberichte von
FNAIT-Patienten gibt, bei denen serologisch nur Anti-HLA-Antikérper nachgewiesen
werden konnten, wird ihre Rolle bei der Entstehung einer FNAIT kontrovers diskutiert.

Es wurden Reste klinischer Proben von FNAIT-Verdachtsféllen aus den Jahren 2002 bis 2016
untersucht, bei denen das Neugeborene bei Geburt weniger als 100 G/L Thrombozyten hatte.
Das Vorliegen von Anti-HPA-Antikérpern wurde im indirekten MAIPA ausgeschlossen.
Zusétzlich wurde auf das Vorhandensein von Anti-HLA-Antikérpern getestet. Anhand des
Ergebnisses erfolgte die Zuordnung zu den jeweiligen Gruppen. Es wurden 57
Mutter-Kind-Paare in der Verumgruppe und 38 Mutter-Kind-Paare in der Kontrollgruppe
untersucht. Im Labor wurden die Kinder beider Gruppen mittels SSO-Methode fir
HLA-Klasse-1 und die Miitter fir HLA-Klasse-1 und Il typisiert. Zusétzlich wurden die
Spezifitaten der mitterlichen Anti-HLA-Antikorper der Verumgruppe im LCT untersucht.

AnschlieBend wurden die Haufigkeiten der jeweiligen HLA-Allele von Mittern und Kindern
beider Gruppen miteinander verglichen. Dabei zeigten sich keine statistisch signifikanten
Auffalligkeiten. Danach wurde die Verumgruppe in zwei Untergruppen unterteilt, je
nachdem ob die im LCT nachgewiesenen Antikdrper gegen fetales HLA gerichtet waren (41
Muitter) oder nicht (13 Mitter; bei drei Miittern konnte kein LCT durchgefiihrt werden). Beim
Vergleich der antifetal-positiven Gruppe mit der Kontrollgruppe zeigte sich, dass
HLA-DQB2 in der ersten Gruppe signifikant haufiger auftrat (p = 0,0467). Daher wurden
erneute Untergruppen gebildet, bestehend aus den Mutter-Kind-Paaren mit HLA-DQB2-
positiven Miittern. Diese Gruppen umfassten jeweils 21 bzw. 9 Mutter-Kind-Paare. Die
Gruppen wurden nun ebenfalls gegeneinander getestet und auf Unterschiede bei der
Haufigkeit von paternal vererbtem HLA-KIlasse-1 untersucht. Hierbei zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede zwischen beiden Gruppen. Zusammenfassend lasst sich sagen,

dass die Ergebnisse der statistischen Analyse weitestgehend nicht signifikant waren.

Somit lieB sich bei der untersuchten Stichprobe kein Zusammenhang zwischen

HLA-Antikorpern und der neonatalen Alloimmunthrombozytopenie nachweisen.

60



6 Summary

Neonatal alloimmune thrombocytopenia (FNAIT) is a rare disease in which the mother
forms IgG antibodies against the fetus' platelets. FNAIT is primarily triggered by the
mother's immunization against paternal human platelet antigens (HPA). In around 5% of
cases, however, no antibodies against HPA can be found in the mother's serum. Although
there are occasional case reports of FNAIT patients in whom only anti-HLA antibodies
could be detected serologically, their role in causing FNAIT is discussed controversially.

For this study residues from clinical samples of suspected FNAIT cases from 2002 to
2016 were analyzed, in which the newborn had less than 100 G/L platelets at birth and no
anti-HPA antibodies could be detected in the indirect MAIPA. In addition, the presence
of anti-HLA antibodies was tested. The results were used to assign the patients to the
respective groups. A total of 57 mother-child pairs in the verum group and 38 mother-
child pairs in the control group were identified. In the laboratory, the children of both
groups were typed for HLA class | using sequence-specific oligonucleotides (SSO).
Afterwards, the mothers of both groups were typed for HLA class | and Il using SSOs. In
addition, the sera of the mothers from the verum group were analyzed for the presence of
anti-HLA antibodies in the lymphocytotoxic test (LCT).

After that, the frequencies of the respective HLA alleles of mothers and children were
compared between the two groups. No statistically significant abnormalities were found.
The verum group was then divided into two subgroups, depending on whether the
antibodies detected in the LCT were directed against fetal HLA (41 mothers) or not (13
mothers). A comparison of the antipaternal-positive group with the control group showed
that HLA-DQB2 occurred significantly more frequently in the first group (p = 0.0467).
To investigate this in more detail, new subgroups were formed, consisting of the mother-
child pairs with HLA-DQB2 positive mothers. These groups comprised 21 and 9 mother-
child pairs respectively. The groups were also tested against each other and examined for
differences in the frequency of paternally inherited HLA class I. No significant
differences were found between the two groups. In summary, it can be said that the results
of the statistical analysis were largely non-significant.

Thus, no correlation between HLA antibodies and neonatal alloimmune
thrombocytopenia could be found in the examined sample.
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