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1. Einleitung

1.1 Die fetale und neonatale Alloimmunthrombozytopenie

Die fetale und neonatale Alloimmunthrombozytopenie (FNAIT) ist eine seltene,
unbekannte, aber in ihrer Auspragung schwere Erkrankung mit schwerwiegenden Folgen
fiir die betroffenen Kindern und werdenden Eltern (Vos et al. 2020). Wiahrend einer
Schwangerschaft konnen durch die Mutter Antikorper gegen Antigene auf fetalen
Blutplédttchen (Thrombozyten) gebildet werden, die der Fetus vom Vater geerbt hat.
Dabei zerstoren die miitterlichen Antikdrper fetale Thrombozyten, was teilweise zu
einem deutlichen Thrombozyten-Abfall und somit zur Thrombozytopenie fiihrt (Sachs et
al. 2012). Diese birgt das Risiko von Blutungsereignissen, die in ihrer Auspragung von
einer asymptomatischen Thrombozytopenie iiber einfache Hauteinblutungen bis hin zu
einer geflirchteten intrakraniellen Blutung (Hdmorrhagie) mit lebenslangen
neurologischen Defiziten oder bis zum Versterben fithren konnen (Mueller-Eckhardt et
al. 1989). Aufgrund der geringen Inzidenz und Diversitit der Symptome stellt eine prézise
Diagnosestellung eine groBe Herausforderung fiir die behandelnden Arzte dar (Kamphuis
et al. 2014). Dartiber hinaus bestehen aufgrund der geringen Fallzahlen in den bislang
durchgefiihrten Therapiestudien nur begrenzte Moglichkeiten einer evidenzbasierten

Empfehlung zum optimalen pranatalen Vorgehen (Sachs et al. 2012).

1.1.1 Epidemiologie

Die héufigste Ursache fiir die Entstehung einer FNAIT in der kaukasischen Population
ist die Immunisierung gegen das HPA-la-Antigen (ca. 80 %). Mit ca. 10 % stellen
Antikorper gegen das HPA-5b-Antigen die zweit hdufigste Ursache dar. Gefolgt von
Antikorpern gegen HPA-1b (4 %) und HPA-3a (2 %) (Mueller-Eckhardt et al. 1989;
Davoren et al. 2004; Ghevaert et al. 2007b). Dabei présentieren sich schwerwiegende
Komplikationen am haufigsten bei Antikdrpern gegen das HPA-1a-Antigen (Tiller et al.
2013). In der asiatischen Population hingegen =zeigt sich eine iiberwiegende
Immunisierung gegen das HPA-4b und HPA-5b-Antigen, wobei die Komplikation einer
intrakraniellen Hamorrhagie dort deutlich geringer ist (Ohto et al. 2004).

1.1.2 Inzidenz
Die fetale und neonatale Alloimmunthrombozytopenie ist eine der hdufigsten Ursachen
einer schweren kindlichen Thrombozytopenie (Thrombozytenzahl <50.000 /ul) mit einer

Erkrankungshéufigkeit von ca. 1:1 000 bis 1:2 000. Im Gegensatz dazu ist die Rate der



klinisch diagnostizierten FNAIT-Fille mit 12,4 von 100 000 Schwangerschaften
(1:8 000) geringer als in Screening-Studien zu erwarten wire (Dreyfus et al. 1997;
Kamphuis et al. 2010; Knight et al. 2011; Winkelhorst et al. 2020). Im Rahmen grofB3er
prospektiver Studien konnten bei 2 % der schwangeren Frauen das Merkmal HPA-1a
nicht nachgewiesen werden. Davon wurden bei ca. 10 % der Schwangeren (1:500-1:400)
Antikorper gegen HPA-1a gefunden. Eine schwere FNAIT (Thrombozyten < 50 000 /ul)
entwickelte sich dabei bei jeder dritten immunisierten Frau (1:1300 — 1:1 700). Eine
schwerwiegende Komplikation (intrakranielle Himorrhagie oder Tod) zeigte sich bei ca.
10-30 % der schweren FNAIT-Fille (1:10 000) (Knight et al. 2011; Sachs et al. 2012;
Winkelhorst et al. 2020).

1.1.3 Pathogenese

Zur Entstehung einer FNAIT sind mehrere Schritte erforderlich. Zunichst muss eine
Inkompatibilitidt zwischen den miitterlichen und den fetalen blutpléttchenspezifischen
Antigenen (Humanes-Plédttchen-Antigen (HPA)) vorliegen, welche sich vorwiegend auf
thrombozytiren Glykoproteinen (GP) befinden (Santoso und Kiefel 1998). Es folgt eine
miitterliche Immunisierung gegen die als fremd erkannten kindlichen Humanen-
Plittchen-Antigene (Alloimmunisierung). Dies fiihrt nun zu einer Immunantwort mit
Bildung von IgG-spezifischen Antikorpern, die sich gegen kindliche Thrombozyten
richten, welche diaplazentar in den Fetus iibertreten und intrauterin oder postnatal den

Abbau der Thrombozyten initiieren (Bussel und Primiani 2008; Kiefel 2010).

Im exemplarischen Fall einer Immunisierung gegen HPA-1a (exprimiert auf GPIIIa) ist
die Schwangere homozygot fiir das seltenere Allel (HPA-1bb). Sie immunisiert somit
gegen das immer heterozygot vorliegende fetale HPA-la-Antigen (HPA-lab).
Viterlicherseits kann eine homozygote (HPA-laa) oder heterozygote (HPA-lab)
Allelkombination vorliegen. (Sachs et al. 2012) Die Ursache hierfiir ist eine
Punktmutation, die zu einem einzelnen Aminosiureaustausch (Leucin®* — Prolin®*) auf
dem thrombozytiren Glykoprotein GP-Illa fiihrt (biallelischer Polymorphismus).
(Newman et al. 1989) Dabei werden die wichtigsten Blutgruppenmerkmale auf dem
Fibrinogenrezeptor (GPIIb/ Illa), dem Kollagenrezeptor (Ia/Ila), dem von Willebrand-
Faktor-Rezeptor (GPIb/IX) sowie CD109 exprimiert (Santoso et al. 1993; Stockelberg et
al. 1996; Hou et al. 1996).



Der Mechanismus der fetalen Antigenpriasentation und die miitterliche
Antikorperentstehung sind bis heute nicht ausreichend verstanden. Derzeitige Theorien
gehen von einer dhnlichen Pathogenese wie beim Morbus haemolyticus neonatorum aus.
(Vadasz et al. 2015). Bei diesem kommt es aufgrund einer Rhesus-Inkompatibilitdt zur
IgG-Antikorper-Entstehung gegen fetale rote Blutkdrperchen (Erythrozyten). Die Folgen
koénnen von einer Andmie bis hin zum Hydrops fetalis (generalisierte
Flissigkeitsansammlung im ungeborenen Kind) reichen. Die Immunisierung erfolgt
wéhrend der Geburt des ersten Kindes, bei der grofle Mengen fetaler Erythrozyten in den
Kreislauf der Mutter gelangen. Bei einer erneuten Schwangerschaft gelangen die
gebildeten Antikorper diaplazentar in den kindlichen Kreislauf und initiieren den Abbau
der Erythrozyten (Urbaniak und Greiss 2000). Bei der FNAIT hingegen kommt es in
25 % der Fille zu einer Immunisierung und Antikdrperbildung im Rahmen der ersten
Schwangerschaft (Williamson et al. 1998). Dieser Umstand konnte einer verringerten
GroBe und somit groeren Mobilitdt der Thrombozyten geschuldet sein, die dadurch

vermehrt in den miitterlichen Kreislauf gelangen (Vadasz et al. 2015).

Thrombozytire HPA-la-Merkmale werden ab der 16. Schwangerschaftswoche auf den
fetalen Plattchen exprimiert (Gruel et al. 1986). Es ist aber nicht klar, ob die miitterliche
Immunisierung tatsdchlich diesem Mechanismus unterliegt. Weitere Studien haben
gezeigt, dass GPIlla als Triger des Merkmals HPA-la auf den Mikrovilli der
Synziothrophoblasten schon im 1. Trimenon (10. SSW) exprimiert wird. Durch
Membranbruchstiicke konnen somit HPA-1a-Merkmale dem miitterlichen Immunsystem
prasentiert werden. Dies wiirde eine von den Thrombozyten unabhidngige und damit
frithere miitterliche Immunisierung bedeuten (Kumpel et al. 2008; Snir et al. 2010;

Kumpel und Manoussaka 2012).

Antigentragende Partikel (Thrombozyten oder Membranbruchstiicke) gelangen tiber den
miitterlichen Kreislauf in miitterliche Lymphknoten und Milz. Dort werden sie von
antigenprisentierenden Zellen (APC) wie Makrophagen und dendritische Zellen
phagozytiert und die Antigene werden in kleine Peptide prozessiert. Diese werden tliber
HLA-Klasse-II-Molekiile auf der Zellmembran CD4-positiven-T-Helferzellen
prasentiert. Erst durch diese HLA-Klasse-1I-Prasentation sind CD4-positive-T-
Helferzellen in der Lage, B-Lymphozyten zu stimulieren, welche sich in
antikorpersezernierenden Plasmazellen differenzieren und antigen-spezifische IgG-

Antikorper produzieren (Anani Sarab et al. 2009; Kumpel und Manoussaka 2012;
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Kjeldsen-Kragh et al. 2007). Nur ca. 10% der HPA-la-negativen (HPA-1bb)
schwangeren Frauen immunisieren sich tatsdchlich gegen das Merkmal HPA-1a. Hiervon
tragen ca. 95 % das Risikoallel DRB3*01:01, das einen bestimmten HLA-Klasse-II-
Halotyp codiert (Williamson et al. 1998; Kjeldsen-Kragh et al. 2007). Dieser bindet ein
immunogenes Peptid aus GPIIIa besonders effektiv und présentiert es CD4-positiven T-
Helferzellen (Anani Sarab et al. 2009). Dabei zeigt sich nicht nur das HLA-DRB3*01:01-
positive Frauen sich hdufiger gegen HPA-la immunisieren, sondern auch, dass diese
signifikant hohere HPA-1a-Antikérper-Konzentrationen aufweisen und die betroffenen
Kinder signifikant hdufiger schwere Thrombozytopenien ((Thrombozytenzahl < 50.000
/ul) entwickeln (Kjeldsen-Kragh et al. 2020). Interessanterweise zeigte sich aber keine
Assoziation zwischen dem HLA-DRB3*01:01-Status und einer FNAIT-induzierten
intrakraniellen Himorrhagie (Wienzek-Lischka et al. 2017; Kjeldsen-Kragh et al. 2020).

Der miitterliche-fetale Stoffaustausch findet in der Plazenta iiber die Zottenhaut (Chorion)
statt. Durch Zottenbildung im Chorion erfolgt eine Oberflichenvergroflerung zur
Verbesserung des Stoffaustausches (Teasdale und Jean-Jacques 1985). Die Barriere
zwischen miitterlichem Blut und kindlichem Gewebe wird durch Synzytiotrophoblasten
gebildet (Kumpel und Manoussaka 2012). Ab der 14. Schwangerschaftswoche sind
maternale IgG-Antikorper in der Lage, diese Barriere zu durchdringen und in den fetalen
Kreislauf zu gelangen (Boehlen et al. 1998). Hierdurch wird dem Fetus eine passive
Immunitdt gewdhrt, die das neugeborene Kind vor Infektionen schiitzen soll, bis das
kindliche Immunsystem ausgereift ist. Der [gG-Immunglobulin-Transport erfolgt aktiv
iiber den Synziotrophoblasten. Dieser exprimiert FcRn-Rezeptoren, welche die IgG-
Antikorper binden und mittels Transzytose in den fetalen Kreislauf transportieren
(Simister et al. 1996; Brambell 1966; Roopenian und Akilesh 2007). Dahingehend konnte
anhand eines Mausmodels gezeigt werden, dass ohne Expression von FcRn-Rezeptoren
kein Antikorper-Transport moglich war und der Erkrankungsausbruch einer FNAIT
verhindert werden konnte (Chen et al. 2010).

Die in den fetalen Kreislauf gelangten miitterlichen IgG-Alloantikérper binden mit ihrer
Fap-Region an Beta-3-Integrin am GPIIla-Rezeptor der fetalen Thrombozyten. In der Milz
werden die opsonierten Thrombozyten durch eine Interkation zwischen dem Fc-Rezeptor
der Makrophagen und der Fc-Region der Antikdrper von Makrophagen erkannt und
eliminiert. Es kommt zur kindlichen Thrombozytopenie (HARRINGTON et al. 1953;
McMillan et al. 1974; van Gils et al. 2009; Li et al. 2012). Durch den beschleunigten
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Abbau, sowie in seltenen Féllen durch eine Inhibition der Plittchenaggregation, kommt

es zur erhohten Blutungsneigung (Kroll et al. 2005; McMillan et al. 1974).

Nur ca. 10 % der Kinder mit einer FNAIT in Kombination mit einer ausgeprédgten
Thrombozytopenie entwickeln eine intrakranielle Blutung. Daher ist anzunehmen, dass
der vollstdndige Pathomechanismus nicht vollstindig verstanden wurde. Eine mdgliche
Erkldrung ist eine HPA-la-antikdrpervermittelte Beeintrachtigung der Angiogenese
(Entstehung neuer Blutgefalie) (Yougbaré et al. 2015). Beta-Integrin-3 als Angriffspunkt
von HPA-1a-Antikorpern wird nicht nur von Thrombozyten (allbB3), sondern auch von
vaskuldren Endothelzellen wihrend der Angiogenese exprimiert (aVp3) (Leeksma et al.
1987; van Gils et al. 2009). Durch Antikorperbindung an B-3-Integrin konnte eine
Ausbreitung von proliferierenden Endothelzellen behindert werden (van Gils et al. 2009).
Weiterfithrend konnte in einem Mausmodell mit B3-negativen/ positiven Feten eine
antikorperabhéngige Inhibierung der Angiogenese gezeigt werden, was zum
signifikanten Auftreten von intrakraniellen Blutungen fiithrte. Dabei konnte keine
zytotoxische Wirkung auf die Endothelzellen beobachtet werden, sondern es zeigte sich
eine verringerte Dichte und Apoptose von proliferierenden Endothelzellen sowie eine
Abnahme von angiogenetischen Faktoren (VEGF, FGF-acid, MMP-8, Endothelin-1) und
des Serin/Threonin-Kinase-Signalweg (ATK). Am ehesten ist von einem synergetischen
Effekt zwischen einer beeintrichtigten Angiogenese (Gefdflschdden) und einer
Thrombozytopenie (unzureichende Gerinnung) auszugehen, die als Ursache von

schweren Blutungsereignissen anzusehen ist (Yougbaré et al. 2015).

Auch fetale Trophoblasten exprimieren aVB3-Integrin wihrend der Plazentaentstehung
(Kabir-Salmani et al. 2003). Trophoblasten spielen eine zentrale Rolle bei der
Plazentaeinnistung und in der Entstehung des fetal-maternalen Blutkreislaufs. Eine
Beeintrachtigung  der  Trophoblasteninvasion  konnte  bei  verschiedenen
Schwangerschaftskomplikationen (bspw. bei Fehlgeburten, Priaeklampsie, Intrauterine
Wachstumsretardierung (IUGR)) beobachtet werden. Es stellt sich daher auch die
Vermutung, dass HPA-1a-Antikorper die plazentare Angiogenese behindern und somit
zur Plazentainsuffizienz flihren. Dabei konnte bei unbehandelten FNAIT-Féllen eine
chronische Villitis an der Plazenta nachgewiesen werden. Diese wiirde zu intrauteriner
Wachstumsretardierung (IUGR) bis hin zu Fehlgeburten fiihren, was sich in Studiendaten
auch widerspiegelt (Tiller et al. 2012; Li etal. 2011; Sullivan et al. 2017; Ni2018; Althaus
et al. 2005).



1.1.4 Klinik

Die Verdachtsdiagnose einer FNAIT wird typischerweise gestellt, wenn Neugeborene
Hauteinblutungen (Petechien) und/oder isoliert Thrombozytopenien aufweisen, die sich
innerhalb weniger Stunden nach Geburt verstidrken konnen. (Bussel und Primiani 2008;
Tiller et al. 2017). In sehr seltenen Féllen wird diese auch durch eine prénatale
intrakranielle Blutung auffillig (Sachs et al. 2012). Eine Thrombozytopenie ist definiert
bei einer Thrombozytenzahl < 150 000 /ul. Zusitzlich erfolgt eine Klassifikation in mild
(<100 000 /ul), moderat (50 000-99 999 /ul) und schwer (< 50 000/ul), wobei kein
Unterschied zwischen einem kindlichen und adulten Grenzwert gezogen wird (Burrows
und Kelton 1993; Wiedmeier et al. 2009; Sola-Visner und Bercovitz 2016). Dabei zeigen
0,9 % der Neugeboren eine Thrombozytopenie und 0,14-0,24 % eine schwere
Thrombozytopenie. 30 % dieser schweren Thrombozytopenien sind dabei immun-

vermittelt (meistens alloimmun) (Wiedmeier et al. 2009; Kamphuis et al. 2014).

Der Grofiteil der symptomatischen FNAIT-Félle (ca. 90 %) zeigt eine schwere
Thrombozytopnie. In verschiedenen Studien wurden dabei Symptome in absteigender
Haufigkeit beobachtet: Petechien (80-90 %), Hamatome (66 %), gastrointestinale
Blutungen vorwiegende Meldna (15-28 %), Himoptysen (8 %), retinale Blutungen (7 %),
Hématurie (3 %). Intrakranielle Blutungen zeigten sich in 11-21 % der Fille (Mueller-
Eckhardt et al. 1989; Bonacossa und Jocelyn 1996; Uhrynowska et al. 1997; Bussel et al.
2005; Bussel und Primiani 2008). Zudem zeigte sich ein signifikanter Unterschied
zwischen dem Geburtsgewicht FNAIT-betroffener (abhingig von der HPA-la-
Antikorperkonzentration) und gesunder ménnlicher Neugeborener (im Mittel -530 g).
Das klinische Bild erweitert sich dadurch um eine intrauterine Wachstumsretardierung

(IUGR) (Tiller et al. 2012).

Intrakranielle Himorrhagie

Etwa 10-30 % der an FNAIT erkrankten Kinder erleiden eine intrakranielle Himorrhagie
(Blutung), was einer Auspragungshéufigkeit von 1:10 000 Neugeborener bedeutet. Dabei
weisen 90 % HPA-la-Antikorper auf (Tiller et al. 2017). Im Umkehrschluss entstehen
bei ca. 26 % der HPA-1a-Fille eine intrakranielle Hamorrhagie (Spencer und Burrows
2001). Ca. 80 % der Blutungen treten intrauterin auf, wobei der Grofiteil der Blutungen
(54 %) vor dem dritten Trimester (28. SSW) und 67 % vor der 34.
Schwangerschaftswoche entstehen. Der Grofteil der Betroffenen ist méannlich und

erstgeboren (Spencer und Burrows 2001; Delbos et al. 2016; Tiller et al. 2013). Die
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Blutungen zeigen sich vorwiegend intraparenchymal, meist im Temporallappen. Im
Verlauf kommt es typischerweise zu groflen, hemisphérischen, porenzephalitischen
Zysten und Ventrikulomegalie (Dale und Coleman 2002). Ein Drittel der Kinder stirbt
innerhalb der ersten vier Tage nach Entbindung. Uber die Hilfte der iiberlebenden Kinder
zeigt schwere neurologische Defizite und nur 12-20 % iiberleben ohne Folgeschiden
(Tiller et al. 2013; Winkelhorst et al. 2019; Ghevaert et al. 2007b; Tiller et al. 2017). Es
konnte keine Assoziation Kklinischer Kriterien wie dem Geburtsmodus, dem
Geburtsgewicht und anderen Blutungskomplikationen dargestellt werden (Bussel et al.
2005). Eine erniedrigte Thromboyztenzahl (20 000-34 000 /ul) korreliert hingegen mit
dem Auftreten einer intrakraniellen Blutung, wobei zahlreiche Kinder mit niedrigen
Thrombozytenzahlen keine intrakranielle Blutung entwickeln. (Ghevaert et al. 2007b;
Tiller et al. 2013; Sachs et al. 2012).

Dabei hédngt eine rechtzeitige und optimale Therapie von einer sicheren
Risikostratifizierung ab. Mehrere prospektive Studien zeigten in diesem Zusammenhang
eine Assoziation zwischen der HPA-1la-Antikorperkonzentration und dem Auftreten
schwerer neonataler Thrombozytopenien (Tiller et al. 2017; Killie et al. 2008; Kjaer et al.
2019). Dies fiihrte sogar zur Aufnahme in die norwegischen Leitlinien zur Entscheidung
des Geburtsmodus bei FNAIT-erkrankten Kindern (Tiller 2020). Nichtsdestotrotz zeigten
diverse retrospektive Studien diese Assoziation nicht und die HPA-1a-Konzentration als
Risikomarker ist weiter Gegenstand der wissenschaftlichen Diskussion (Bessos et al.
2005; Ghevaert et al. 2007a; Sainio et al. 2013). Zur Einschitzung des Schweregrades
einer FNAIT wihrend des Schwangerschaftsverlaufs gilt weiterhin die vorherige
Schwangerschaft als wichtigster Marker des Krankheitsverlaufs (Bussel et al. 1997;
Sachs et al. 2012). Sollte das erste erkrankte Kind keine intrakranielle Blutung aufweisen,
besteht eine schidtzungsweise 7 %-ige Chance einer intrakraniellen Blutung in der
Folgeschwangerschaft (Radder et al. 2003). Dabei kann es sinnvoll sein, dass Risiko in
drei Schweregrade einzuteilen: 1. Standardrisiko (keine intrakranielle Blutung trotz
Immunisierung der Mutter), 2. hohes Risiko (eine intrakranielle Blutung trat zwischen
der 28. SSW und bis Ende der ersten Lebenswoche auf), 3. sehr hohes Risiko (eine
intrakranielle Blutung oder ein Fruchttod trat vor der 28. SSW auf) (Bussel et al. 2010;
Sachs et al. 2012).



1.1.5 Therapie

Das therapeutische Vorgehen bei einer FNAIT wird aufgrund einer unzureichenden
Risikostratifizierung sowie fehlender Screening-Mdoglichkeit individuell gehandhabt und
es zeigen sich zentrumsspezifische Unterschiede. Dabei ist die Therapie abhdngig von
der klinischen Symptomatik, der Thrombozytenzahl und dem Zeitpunkt der Diagnose
(pré- vs. postnatal) (Sachs et al. 2012).

Bei einem Neugeborenen mit einer unerwarteten NAIT ist das vorrangige Ziel grof3ere
Blutungskomplikationen (intrakraniell, gastrointestinal) zu vermeiden. Dahingegen sollte
bei der Verdachtsdiagnose einer FNAIT, unabhdngig von der Thrombozytenzahl, eine
Screening-Untersuchung (Sonographie oder Magnetresonanztomographie) auf eine
intrakranielle Blutung innerhalb von 24 Stunden erfolgen (Lieberman et al. 2019; Sachs
et al. 2012). Zudem sollte unmittelbar mit der Festlegung der Verdachtsdiagnose einer
FNAIT eine effektive Therapie zur Anhebung der Thrombozytenzahl mittels
Thrombozytenkonzentraten initiiert werden. Einheitliche Grenzwerte, ab welcher
Thrombozytenzahl eine Thrombozytentransfusion erfolgen soll, sind derzeit nicht
vorhanden. Nach vorherrschender Meinung sollte bei fehlenden Blutungszeichen und
einer Thrombozytenzahl von unter 30.000/ul eine Thrombozytentransfusion eingeleitet
werden. Bei zusitzlich vorliegenden Blutungszeichen besteht die Empfehlung zur
Transfusion bei einer Thrombozytenzahl von unter 50 000/ul. (Lieberman et al. 2019;
Sachs et al. 2012; Ghevaert et al. 2007b; Kjeldsen-Kragh et al. 2007). Ziel der Therapie
sind stabile Thrombozytenwerte von iiber 50 000/ul bis mindestens zur Vollendung der
ersten Lebenswoche (Sachs et al. 2012). Dabei sollten HPA kompatible
Thrombozytenkonzentrate verabreicht werden. Bei nicht Vorhandensein dieser sollte eine
verzogerte Thrombozytentransfusion vermieden werden und es wird empfohlen wahrend
der Uberbriickungszeit nicht-kompatible Konzentrate einzusetzen (Lieberman et al.

2019).

Empfehlungen fiir das therapeutische Vorgehen wihrend der Schwangerschaft sind
aufgrund fehlender Fallzahlen in bislang durchgefiihrten Studien nur bedingt moglich
(Sachs et al. 2012). Generell haben nicht-invasive prédnatale Therapien invasive
Therapieformen wie intrauterine Thrombozytentranfusionen bei einer deutlich
niedrigeren Komplikationsrate verdringt (Vos et al. 2020). Dabei gehoren zur nicht-
invasiven Behandlung die Infusion von Immunglobulin (Intravendse Immunglobuline,

kurz IVIG) als Monotherapie oder in Kombination mit Steroiden (Sachs et al. 2012;
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Lieberman et al. 2019; Vos et al. 2020; Bussel et al. 1988). Der Beginn der Therapie ist
Gegenstand der wissenschaftlichen Diskussion. Da thrombozytire Merkmale allerdings
ab der 16. Schwangerschaftswoche exprimiert werden, wird allgemein ein frithzeitiger
Beginn empfohlen (Winkelhorst et al. 2017). Der genaue Wirkmechanismus einer IVIG-
Therapie ist nicht bekannt. Bisherige Theorien reichen von einer Blockade der FcRn-
Rezeptoren, der Inhibierung der plazentare IgG-Ubertragung oder der miitterlichen
Antikorperproduktion (Sachs et al. 2012). Dabei existieren eine Vielzahl von
verschiedenen Therapieprotokollen, die sich in Dosierung, Zeitpunkt, Uberwachung und
Hinzunahme von Corticosteroiden unterscheiden (Bussel 2009; Kanhai et al. 2007; Sachs

et al. 2012; Lieberman et al. 2019).



1.2 Thrombozyten

Thrombozyten (Blutpldttchen) sind kernlose, scheibenférmige, korpuskuldre
Bestandteile des Blutes mit einem Durchmesser von ca. 2-3 um. Thre Hauptfunktion
besteht in der Regulation der Himostase, wobei ihre Rolle in der Angiogenese und der
Immunantwort zunehmend an Bedeutung gewinnt (Thon und Italiano 2012). Ihre
durchschnittliche Lebensspanne betrdgt 8-10 Tage. AnschlieBend erfolgt der Abbau in
dem retikuloendothelialen System der Milz. Ca. ein Drittel der Thrombozyten werden in

der Milz gespeichert und bei Bedarf freigesetzt (Kiefel 2014; Hanson und Slichter 1985).

In adulten Individuen ist eine normwertige Thrombozytenzahl zwischen 150.000/pul —
400.000/pul definiert. In einer grofen retrospektiven Studie mit 47.000 Neugeborenen
zeigte Wiedmeier et al. (2009), dass sich dieser Grenzwert in Neugeborenen
verschiedener Gestationsalter unterschied. Bei Neugeborenen, die vor der 32.
Schwangerschaftswoche geboren worden, betrug der untere Grenzwert (5. Perzentile)
104.000/p1 und bei Neugeborenen, die um die 38./39. Schwangerschaftswoche geboren
worden, 123.00/ul (Wiedmeier et al. 2009; Pahal et al. 2000). Bei normaler
Thrombozytenfunktion ist eine Thrombozytenzahl von 50.000/ul fiir eine
funktionierende Blutgerinnung (Hdmostase) ausreichend (Samama et al. 2005). Ab einer
Thrombozytenzahl von ca. 20.000/pul wird die Himostase zunehmend eigeschrankt und
es kann zu spontanen Blutungsereignissen kommen (Slichter 2004). Im Rahmen von
Thrombozytenfunktionsstorungen (Thrombozytopathien), bspw. unter bestimmten
medikamentdsen Therapien (z.B. nicht-steroidale Antiphlogistika), kann es auch bei

hoheren Thrombozytenzahlen zu Blutungskomplikationen kommen (Kiefel 2010).

Thrombozyten stammen von groflen, kernhaltigen Vorlduferzellen, den sogenannten
Megakaryozyten, ab (PEASE 1956). Diese befinden sich bei adulten Individuen
vornehmlich im Knochenmark und stellen mit ca. 0,01% die seltenste sowie mit einer
GroBe von 50-100 um die umfangsgrofite Gruppe der Knochmarkszellen dar (Machlus
und Italiano 2013). Fetale Megakaryozyten finden sich ab der 12.
Schwangerschaftswoche in der Leber und der Lunge (Pahal et al. 2000). Im Rahmen des
Reifeprozesses entwickeln Megakaryozyten Zytoplasmaausldufer, die in die sinusoidale
Blutgefde des Knochenmarks ragen. Von diesen kommt es zur Abschniirung von
Membrananteilen, den Prothrombozyten, in die Blutstrombahn. In den Prothrombozyten
befinden sich ein spezielles Zytoskelett aus Aktin- und Spectrin-Elementen zur

Formverdnderung, ein  ausgeprigtes  peripheres = Mikrotubuli-System  zur
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Formstabilisierung, Mitochondrien zur ATP-Gewinnung, sowie eine Reihe verschiedener
Granula (a-Granula, elektronendichte Granulas, Lysosome, Peroxisome) zur Himostase
(Thon und Italiano 2012). Durch weitere Fragmentierung der Prothrombozyten in den
Blutgefalen kommt es zur Bildung der funktionsfihigen Thrombozyten. Die
Syntheserate wird {iber den in der Leber gebildeten Wachstumsfaktor Thrombopoetin
gesteuert (Kiefel 2010).

Die Blutgerinnung lduft in zwei Phasen ab, welche als priméare und sekundidre Hadmostase
bezeichnet werden. In der ersten Phase erfolgt die Abdeckung des Endothelschadens
durch die Thrombozyten. Dabei heften sich Thrombozyten mithilfe des Glykoprotein
Ib/V/IX-Komplexes an den von-Willebrand-Faktors auf offenliegende Kollagenfasern
der GefdBumgebung an (Clemetson und Clemetson 1995). Im néchsten Schritt erfolgt die
Aktivierung der Thrombozyten mit Ausbildung von Pseudopodien und Ausschiittung der
in den Thrombozyten gespeicherten diversen Granula. Diese enthalten wichtige
Botenstoffe (bspw. ADP) fiir die Aktivierung weiterer Thrombozyten (Nurden 2011). Mit
Hilfe des Glykoprotein IIb/IIla, das im Blut befindliches Fibrinogen bindet, erfolgt eine
Quervernetzung der Thrombozyten untereinander. Es entsteht ein instabiles Netzwerk aus
mit Fibrinogen verbundenen Thrombozyten (Hynes 2002). In der zweiten Phase erfolgt
die Erstellung eines stabilen Thrombus durch die Umwandlung von Fibrinogen in Fibrin
mit Hilfe der Serinprotease Thrombin. Die Aktivierung erfolgt mit Hilfe eines stufenartig
und sich selbstverstirkenden Prozesses diverser 1m Blut befindlichen
Gerinnungsfaktoren. Diese Gerinnungskaskade kann durch einen extrinsischen Weg im
Rahmen der Gewebeverletzung (Aktivator: Gewebetromboplastin) oder im Rahmen einer
endogenen Aktivierung durch sich selbst (intrinsischer Weg) ausgeldst werden. Der
Aufbau  mittels sich  gegenseitig  aktivierenden und  selbstverstirkenden
Gerinnungsfaktoren ermoglicht die schnelle und massive Gerinnungsreaktion. Am Ende
fiihrt dies zu einer Verfestigung des Thrombus durch stabile Fibrinverbindungen und den

Verschluss des Endothelschadens (O'Donnell et al. 2019).

1.2.1 Thrombozytédre Glykoproteine

Ende der 1960er Jahre begann mit der elektronenmikroskopischen Darstellung einer
kohlenhydratreichen, negativ geladenen AuBlenschicht auf der Thrombozytenmembran
(,,Glykokalyx*) die Suche nach Strukturen, die zur Thrombozytenadhdsion und
Aggregation fiihrten (Nurden 2014). Es konnten verschiedene sogenannte Glykoproteine

dargestellt werden, die durch Komplexbildung zahlreiche verschiedene Aufgaben im
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Rahmen der Hidmostase ausfithren: Bindung von Agonisten wie ADP, Thrombin,
Thromboxan sowie die Interaktion der Thrombozyten mit Endothelzellen,
subendothelialer Matrix, Leukozyten und plasmatischen Gerinnungsfaktoren (Kieffer
und Phillips 1990; Kunicki 1989). Dabei gehoren die meisten Glykoproteine zur Familie

der Integrine.

Integrine sind heterodimere Membranproteine, die als Oberflichenrezeptoren eine
Verbindung zwischen Zellen untereinander und der extrazelludren Matrix vermitteln.
Weiter dienen sie als wichtige Signalvermittler zwischen der Zelle und ihrer Au3enwelt,
steuern Zellmigration, Zellteilung, Differenzierung und Apoptose (Hynes 1992; Takada
et al. 2007). Integrine bestehen jeweils aus einer a- und B-Untereinheit. Dabei sind
bestimmte Integrine zellspezifisch, beispielsweise allbB3-Integrin auf Thrombozyten,
a6B4-Integrin auf Kreatinozyten oder B-Integrine auf Leukozyten. Es finden sich aber
auch weit verbreitet Integrine wie bspw. aVB3-Integrin - ein von Endothelzellen

exprimiertes Integrin (Takada et al. 2007).

Thrombozyten besitzen mindestens fiinf verschiedene B-Integrine, die mit einer Alpha-
Untereinheit die verschiedenen Glykoproteine bilden und in der nachfolgenden Tabelle
dargestellt sind. Die zwei hédufigsten auf den Thrombozyten vorkommenden
Glykoproteine sind GP IIb/IIIa (allb/B3-Integrin) und GP Ib/V/IX (Ibalbf/V/IX-Integrin)
(Vadasz et al. 2015; Modderman et al. 1992; Wagner et al. 1996). Diese besitzen nicht
nur eine wichtige physiologische Rolle in der Hamostase, sondern sind auch die
Hauptzielantigene in der auto- und alloimmun vermittelten Thrombozytopenie (Vadasz

et al. 2015).
GP IIb/lla (ollb/f3-Integrin), Fibrinogen-Rezeptor

Dem thrombozytiren Glyokprotein GP IIb/Illa (allb/B3-Integrin) kommt in der
Héamostase eine Schliisselrolle zu, was sich auch in der Expressionszahl von rund 80 000
Kopien auf dem Thrombozyten widerspiegelt (Wagner et al. 1996). Durch Bindung von
Fibrinogen kommt es zur Quervernetzung von Thrombozyten und somit zu einem
essenziellen Schritt in der Entstehung eines Thrombozyten-Fibrin-Thrombus. allb/p3
befindet sich in einem inaktiven Zustand auf der Thrombozytenmembran, in Alpha-
Granula sowie im offenen kanalikuldren System (OCT). Erst durch eine G-Protein
gekoppelte Aktivierung mittels Thrombin, ADP oder Epinephrin kommt es zur

Konformationsédnderung von allb/B3 und Bindung von Fibrinogen. Dieser Mechanismus
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verhindert eine unkontrollierte Aggregation von Thrombozyten (Hynes 2002). allb/B3
findet sich ausschlieBlich auf Thrombozyten und Megakaryozyten (Hynes 1992; Kumpel
et al. 2008). Im Rahmen der Thrombozytopoese erfolgt im Golgi-Aparat der
Megakaryozyten die Verbindung und Prozessierung der allb- und B3-Untereinheit
(Malamitsi-Puchner et al. 1997). Die allb-Untereinheit ist thrombozytenspezifisch und
kommt nur in Verbindung mit B3-Integrin vor. B3-Integrin wiederrum findet sich auch in
Kombination mit aV-Integrin und bildet den sogenannten Vitronectin-Rezeptor (aV/ 33).
Dieser wird von einer Vielzahl von Zellen exprimiert: eingeschlossene
Synzytiotrophoblasten und Endothelzellen, welche im Rahmen der Angiogenese und
Plazentaentwicklung eine wichtige Rolle spielen (Kumpel et al. 2008; Zdravic et al. 2016;
Brooks et al. 1994). GPIlla (B3-Integrin) ist Trdger des Humanenplittchenantigens-1
(HPA-1) (Knight et al. 2011).

GP Ib/V/IX (IbalbB/V/IX), von-Willebrand-Faktor-Rezeptor

Das mit 25.000 Kopien pro Thrombozyten zweit hidufigste exprimierte Glykoprotein ist
der von-Willebrand-Faktor-Rezeptor GP Ib/V/IX (IbalbB/V/IX)-Komplex (Modderman
et al. 1992). Dieser ebenfalls ausschlielich auf Thrombozyten und Megakaryozyten
exprimierter Glykoprotein-Komplex ermdglicht die initiale Plittchenadhdsion an der
entstandenen GefdBverletzung, insbesondere bei hohen Schwergeschwindigkeiten
(Zdravic et al. 2016). Offenliegende Kollagenkomponenten der subendothelialen
extrazelluldren Matrix werden von im Blut zirkulierenden von-Willebrand-Faktor (vVWF)
besetzt und kdnnen von balbp-Integrin gebunden werden. Dabei wird die Bindungsstelle
von VWF bei hohen Schwergeschwindigkeiten begiinstigt freigelegt, was eine deutlich
bessere Bindung im Rahmen hoher Stromungsgeschwindigkeiten erklért (Bryckaert et al.

2015).
GP la/lla (a2/B1-Integrin), Mg”"-abhiingiger Kollagenrezeptor

GP Ia/lla (02/B1-Integrin) gehort mit ca. 2.000 Kopien pro Thrombozyten zu den seltener
thrombozytiren  Glykoproteinen. Es  vermittelt eine Magnesium-abhingige
Kollagenbindung zwischen den Thrombozyten und der extrazelluldren Matrix (Staatz et
al. 1989; Santoro 1986). a2/Bl-Integrin findet sich nicht ausschlieBlich auf
Thrombozyten, sondern ist auf einer Vielzahl anderer Zellen exprimiert. Dabei variiert
seine Funktion vom exprimierenden Zelltyp (Estavillo et al. 1999). Auf Fibroblasten dient

a2/B1-Integrin als Kollagen-Rezeptor, auf Endothel und Epithelzellen als Kollagen- und

13



Laminin-Rezeptor. In diesem Zusammenhang spielt er eine wichtige Rolle in der
neonatalen Angiogenese (Gullberg 2014; Madamanchi et al. 2014). Weiter hat er eine
Funktion in der Proliferation von aktivierten T-Lymphozyten und ist beteiligt in der
Migration von Tumorzellen (Sasaki et al. 2003; Madamanchi et al. 2014; Estavillo et al.
1999). Das Humanpléttchenantigen-5 (HPA-5) ist auf der a2-Untereinheit von GPIa/Ila
lokalisiert. Antikorper gegen HPA-5 verursachen ca. 10-15% aller FNAIT-Fille
(Rousseau et al. 2004).

1.2.2 Humanes-Pléttchenantigen (HPA)

Es werden zwei Gruppen von relevanten Thrombozyten-Antigenen unterschieden. Typ-
I-Antigene sind nicht Thrombozyten-spezifisch und werden auch auf anderen Blutzellen
sowie auf Gewebezellen exprimiert. Hierzu gehoren Blutgruppenantigene (ABH-
Antigene), welche auf Erythrozyten die spezifische Blutgruppe definieren und humane
Leukozytenantigene der Klasse I (HLA-Klasse-I-Antigene). Typ-II-Antigene sind
groBtenteils nur auf Thrombozyten und Megakaryozyten zu finden und werden als
humane Plattchenantigene (HPA) bezeichnet (Santoso und Kiefel 1998). Humane
Plattchenantigene (HPA) werden durch Alloantikérper (Antikorper gegen korperfremde
Antigene) definiert, die gegen genetisch festgelegte molekulare Variationen von
Proteinen oder Kohlenhydraten auf der Thrombozytenmembran gerichtet sind (Santoso
und Kiefel 1998). Die bisher entdeckten humanen Pléttchenantigene finden sich auf
sieben unterschiedlichen thrombozytiren Glykoproteinen: GPIa, GP Iba, GP Ibf, GP IIb,
GP IIIa, GPIX und CD109.

1990 wurde eine systematische Nomenklatur zur Einteilung des damals teils mehrfach
benannten Thrombozyten-Antigens von der Arbeitsgruppe der Internationalen
Gesellschaft fiir Bluttransfusion (ISTB) vorgestellt (Borne und Décary 1990). Dabei
wurde ,,Humane Plittchen-Antigen* als Bezeichnung festgelegt (engl.: ,,human platelet
antigen®). Die chronologische Nummerierung erfolgt nach dem Erscheinungsdatum der
Erstpublikation des Antigens (HPA-1, -2, -3, usw.). Das hiufiger vorkommende Allel
erhélt in alphabetischer Reihenfolge den Buchstaben ,,a%, das seltenere den Buchstaben
,»b. Ein neues Allel wird zunichst mit ,,w* fiir ,,Workshop* bezeichnet (Metcalfe et al.
2003). Derzeit sind 41 humane Plittchen-Antigene bekannt. Einen Uberblick iiber die
HPA-Nomenklatur (Stand 02/2021) zeigt die untenstehende Tabelle. Insgesamt gehoren
sechs HPAs biallelischen Antigensystemen an (HPA-1, -2, -3, -4, -5 und -15), die

restlichen sind sogenannte niedrig-frequente Alloantigene (Curtis und McFarland 2014).
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Der

Grund fur

die Vielzahl

an polymorphen Expressionen von humanen

Pléattchenantigenen beruht auf Punkmutationen einzelner Basen in den codierenden

Genen, dem sogenannten Einzelnukleotidpolymorphismus (engl.: single nucleotide

polymorphism (SNP)). Hieraus resultiert ein Aminosdureaustausch, der zu einer

Verdnderung der Tertidrstruktur des Glykoproteins und somit zu neuen HPA-Epitopen

fiihrt (Curtis und McFarland 2014). Die einzige Ausnahme findet sich bei HPA-14b. Hier

kommt es zu einer Deletion (Lysin 611), die zu einer Strukturdnderung des B3-Integrins

fiihrt (Santoso et al. 2002). Fetale Thrombozytenantigene werden ab der 16.

Schwangerschaftswoche exprimiert (Gruel et al. 1986; Tiller et al. 2017).

Tabelle 1: Klassifikation der humanen Pléttchenantigene (HPA) nach System, Antigen,
Glykoprotein und CD-Zuordnung

System Antigen Orginal Glykoprotein CD Referenz
Namen
HPA-1 HPA-la | Zw? PIA! GPIlla / L33P CD61 | van Loghem et al., 1959
— Shulman et al., 1961
HPA-1b Zw’, P van der Weerdt et al., 1963
HPA-2 HPA-2a Ko® GPIba / T145M | CD42b | van der Weerdt et al., 1961
HPA-2b Ko?, Sib?
HPA-3 HPA-3a Bak?, Lek® | GP IIb/1843S CD41 von dem Borne et al., 1980
Kickler et al., 1988
HPA-3b | Bak®
HPA-4 HPA-4a Yuk®, Pen* | GPIlla/R143Q | CD61 Friedman et al., 1985
Shibata et al., 1986
HPA-4b | Yuk?, Pen®
HPA-5 HPA-5a | Br®, Zav® GPla/E505K | CD49b | Kiefel et al., 1998
APASH Br. Zav. Kiefel et al., 1989
Hc?
HPA-6 HPA-6b Ca?, Tu? GPIIla/ R489Q | CD61 Kekomaki et al., 1993
McFarland et al., 1993
HPA-7 HPA-7b Mo? GPIIla / P407A | CD61 Kuijpers et al., 1993
HPA-8 HPA-8b Sr? GPIIla/R636C | CD61 Kroll et al., 1990
HPA-9 HPA-9b Max? GPIIb / V837M | CD41 Noris et al., 1995
HPA-10 HPA-10b | La? GPIIIa/ R62Q CDe61 Peyruchaud et al., 1997
HPA-11 HPA-11b | Gro? GPIIla/ R633H | CD61 Simsek et al., 1994
HPA-12 HPA-12b | Iy? GPIbp/ G15E CD42c¢ | Kiefel, et al., 1995
HPA-13 HPA-13b | Sit? GP Ia/ T799M CD49b | Santoso et al., 1999
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HPA-14 HPA-14b | O¢€? GPIIla /K611del | CD61 Santoso et al., 2002
HPA-15 HPA-15a | Gov® CD109/8S682Y | CD109 | Kelton et al., 1990
HPA-15b | Gov? Smith et al., 1995
HPA-16 HPA-16b | Duv?® GPIlla/ T140I | CD61 | Jallu et al., 2002
HPA-17 HPA-17b | Va* GPIlla/ T195M | CD61 | Kekomaki et al., 1992
HPA-18 HPA-18b | Cab® GPIa/ Q716H CD49b | Bertrand et al., 2009
HPA-19 HPA-19b | Sta GPIlla/ K137Q | CD61 Peterson et al., 2009
HPA-20 HPA-20b | Kno GPIIb/ T619M CD41 Peterson et al., 2009
HPA-21 HPA-21b | Nos GPIIla/ E628K | CD61 Peterson et al., 2009
HPA-22 HPA-22b | Sey GPIIb/ K164T CD41 Peterson et al., 2012
HPA-23 HPA-23b | Hug GPIlla/ R622W | CD61 Peterson et al., 2012
HPA-24 HPA-24b | Cab®* GPIIb/ S472N CD41 |Jalluetal., 2011
HPA-25 HPA-25b | Swi® GPIa/ T1087M | CD49b | Kroll et al., 2011
HPA-26 HPA-26b | Sec? GPIIIa / K580N | CD61 Sachs et al., 2012
HPA-27 HPA-27b | Cab3a+ GPIIb/L841M | CD41 | Jalluetal., 2013
HPA-28 HPA-28b | War GPIIb/ V740L | CD41 | Polesetal., 2013
HPA-29 HPA-29b | Kha GPIlla/ T33M+ | CD61 Sullivan et al., 2015
HPA-30 HPA-30b | Lab? GPIIb / Q806H | CD41 Wihadmadyatami et al,
HPA-31 HPA-31b | Cab*" GPIX /P123L CD42a | Jalluetal., 2017
HPA-32 HPA-32b | Dom"® GPIlla/N174S | CD61 Sullivan et al., 2017
HPA-33 HPA-33b | BI? GPIlla/ D458G | CD61 | Poles etal., 2019
HPA-34 HPA-34b | Bzh? GPIlla/R91W | CD61 Bertrand et al., 2019
HPA-35 HPA-35b | Efs? GPIIla/R479H | CD61 Bertrand et al., 2019
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1.3 Inflammationsmarker

1.3.1 C-reaktives Protein (CRP)

Das C-reaktive Protein (CRP) gehort zu den wichtigsten Vertretern der Akut-Phase-
Proteine, die einen Teil der unspezifischen Immunantwort bilden (Volanakis 2001). Die
Akute-Phase-Reaktion umfasst eine unspezifisch physiologische und biochemische
Reaktion auf die meisten Formen einer Gewebeverletzung, Infektion, Inflammation oder
malignen Neoplasien (Pepys und Hirschfield 2003). Neben dem C-reaktiven Protein sind
mehr als 40 weitere Proteine an der Akut-Phase-Reaktion beteiligt (Bsp. Serum-Amyloid-
A, Procalcitonin, Ferritin, Fibrinogen u.a.) (Schrodl et al. 2016). CRP gehdrt zu der
phylogenetischen alten und hochgradig konservierten Pentraxin-Protein-Familie, welche
eine zyklische pentamere Grundstruktur aus fiinf nicht-kovalent gebundenen, identischen
Polypeptidketten teilen und jeweils fiinf Calcium-abhingige Bindungsstellen besitzen
(Volanakis 2001; Mold et al. 1999). Die wesentliche biologische Aufgabe von CRP
besteht in der Fihigkeit, Pathogene und beschédigte Zellen zu erkennen (Opsonierung)
und deren Beseitigung durch das Komplement-, sowie mononukledr-phagozytires
System einzuleiten (Volanakis 2001). Dabei bindet CRP spezifisch Phosphocholin, das
als Bestandteil auf bakteriellen Polysacchariden und auf den meisten biologischen
Zellmembranen zu finden ist (Volanakis und Kaplan 1971). Tatsichlich erfolgte die
Entdeckung und Benennung im Jahre 1930 aufgrund der Beobachtung, dass CRP
Phosphocholin-Reste auf dem C-Polysaccharid von Streptococcus pneumoniae binden
und ausfillen konnte (Tillett und Francis 1930). CRP bindet aber auch nicht
phosphocholinhaltige Proteinbestandteile, vor allem im Rahmen von apoptotischen
Prozessen. Dies beinhaltet Komponenten von beschiddigten Zellmembranen wie
Phosphatidylcholin oder Sphingomyelin, Zellkernkomponenten wie Histone, Chromatin
und snRNA (engl: ,,small nuclear ribonucleoproteins®), aber auch kapsulire Bestandteile
von Bakterien, Pilzen und Parasiten wie Glykane (Eschborn und Weitkamp 2019; Pepys
und Hirschfield 2003; Mold et al. 1999). Sobald eine Bindung von CRP an einen
passenden Liganden erfolgt, kommt es zur Aktivierung des Komplementsystems liber den
klassischen Aktivierungswegs mittels Clq (Volanakis 1982; Mold et al. 1999). Das
Komplementsystem ist ein wesentlicher Bestandteil der unspezifischen Immunantwort
und spielt in der direkten Zerstorung sowie Opsonierung von Krankheitserregern eine
wesentliche Rolle. Es besteht aus iiber 35 Plasma- und Membranproteinen und zéhlt zu

den enzymatisch katalysierten Proteinkaskadensystemen. Die Aktivierung kann {iber
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einen klassischen (Antikorper vermittelt), alternativen (pathogene Oberflichen) und
Lektin-Weg (mikrobielle Polysaccharide) erfolgen (Mold et al. 1999; Sproston und
Ashworth 2018). Am Ende der Proteinkaskade (C5-C9) steht die Ausbildung des
sogenannten Membranangriffskomplexes, der zur Zerstérung der angegriffenen Struktur
fiihrt. Dabei 16st CRP, im Gegensatz zur AntikOrper-vermittelten Aktivierung,
hauptséchlich die Komplementaktivierung der Frithphase (C1-C4) aus und hemmt iiber
die Rekrutierung von Faktor H die weitere Ausbildung des Membranangriffskomplexes
in der Spétphase der Komplementkaskade (C5-C9). Hierdurch wird vor allem eine
opsonierende Wirkung des Komplementsystems durch CRP genutzt, ohne eine weitere
entziindliche Wirkung durch Apoptose und einer damit verbundenen Ausschiittung
proinflammatorischen Zytokins zu verursachen (Mold et al. 1999; Sproston und
Ashworth 2018; Marnell et al. 2005). Dies wird durch eine Aufspaltung des
pentamerischen CRP (pCRP) in Monomore (mCRP) erreicht, die zur Aktivierung von
Faktor H, factor-H like protein (FHL-1) und C4b-binding-Protein fiihren (Mihlan et al.
2011). Weiter sind Phagozyten in der Lage, iiber FcyRI und FcyRII-Rezeptoren
gebundenes CRP zu erkennen und die opsonierte Struktur zu phagozytieren (Marnell et

al. 1995; Volanakis 2001).

CRP wird hauptsdchlich von Hepatozyten in der Leber gebildet, wobei auch glatte
Muskelzellen, Endothelzellen, Lymphozyten sowie Adipozyten die Fahigkeit zur
Synthese besitzen (Sproston und Ashworth 2018; Hurlimann et al. 1966). Der
Hauptinduktor fiir die CRP-Produktion ist Interleukin-6 (H.J. Moshage et al. 1988).
Interleukin-1 und Tumornekrose-Faktor-Alpha (TNF-a) zeigen einen synergetischen
Effekt auf die Produktion (Marnell et al. 2005; Mackiewicz et al. 1991). Die
Ausschiittung beginnt innerhalb von 4-6 Stunden nach Stimulationsereignis und erreicht
nach 36-48 Stunden den Hochstwert (Eschborn und Weitkamp 2019). Dabei kann bei
schweren Verletzungen oder Infektionen eine bis zu 1000-fache Plasmakonzentration
erreicht werden (Agassandian et al. 2014). Die Plasma-Halbwertszeit betrdgt ca. 18-20
Stunden. Bei jungen, adulten Blutspendern betrdgt die mediane CRP-
Plasmakonzentration 0,8 mg/l (Pepys und Hirschfield 2003).

Im Gegensatz dazu zeigen Neugeborene hohere CRP-Plasmakonzentrationen sowie eine
Konzentrationsdynamik iiber den Zeitraum von 96 Stunden. Nach Bellieni et al. (2014)
betrdgt die mediane CRP-Plasmakonzentration 12 Stunden nach Geburt 0,5 mg/1 (0,01—
4,6), nach 24 Stunden 1,7 mg/dl (0,2—15,4), nach 48 Stunden 3,0 mg/l (0,4—17,7), nach
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72 Stunden 4,3 mg/l (0,5-13,1) und nach 96 Stunden 4,0 mg/l (0,4— 11,3). Ahnliche
Ergebnisse zeigten weitere Studien von (Perrone et al. 2018; Mjelle et al. 2019). Dabei
kann es aber zur signifikanten Verdnderung der CRP-Plasmakonzentration aufgrund
diverser Faktoren kommen (Tiozzo und Mukhopadhyay 2022). So kommt es zu einer
Erhohung der CRP-Plasmakonzentration um 0,4 % pro Stunde ab dem Blasensprung, um
14,5 % pro Stunde Geburtsdauer, um 28 % bei einer intrapartalen Antibiotikatherapie und
um 40 % bei einer vorgeburtlichen Steroidtherapie (Eschborn und Weitkamp 2019;
Chiesa et al. 2003). Weiter fiihren eine vaginale Geburt im Vergleich zu einem
Kaiserschnitt, miitterliches Fieber/Infektion, die Hohe des Geburtsgewichts (pro 100g um
2,4 %) zu einer erhohten CRP-Plasmakonzentration (Tiozzo und Mukhopadhyay 2022;
Chiesa et al. 2003). Eine Verringerung der CRP-Plasmakonzentration zeigt sich bei
sinkendem Gestationsalter (6 % pro Woche) (Hofer et al. 2011). In der klinischen Praxis
ist CRP einer der wichtigsten Entziindungsmarker bei infektiosen und inflammatorischen

Prozessen.

1.3.2 Procalcitonin (PCT)

Procalcitonin ist ein 14-kDa schweres Peptid, bestehend aus 116 Aminosduren. Es ist eine
Vorstufe des Schilddriisenhormons Calcitonin ohne eigene hormonelle Aktivitit (Le
Moullec et al. 1984; Moya et al. 1975; Aloisio et al. 2019). Das Procalcitonin-Gen
(CALC-1) liegt auf Chromosom 11 und wird unter physiologischen Zustdnden fast
ausschlieBlich von C-Zellen der Schilddriise exprimiert (Broad et al. 1989). Die
Geninduktion erfolgt tiber erhohte Calcium-Werte, Glukagon, Calcitonin Gene-Related
Peptide (CGRP), Gastrin oder f-adrenerge Stimulation. Dabei wird fast das gesamte, in
dem Golgi-Apparat der C-Zellen gespeicherte, Procalcitonin in Calcitonin prozessiert,
was sich an sehr geringen PCT-Plasmakonzentrationen in gesunden Menschen zeigt
(<0-05 ng/ml) (Mangogna et al. 2019; Jacobs et al. 1981; Miiller et al. 2001). Das fertig
prozessierte Calcitonin dient zur Regulierung des Calciumhaushaltes (COPP et al. 1962).

Wihrend einer systemischen Entziindung erfolgt die Hochregulierung und dauerhafte
Expression von CALC-1 in fast allen Organen und Korperzellen (Meisner 2002; Miiller
et al. 2001). Dies kann zu einem massiven Anstieg (1000-fache) der PCT-
Plasmakonzentration fiihren und zeigt sich vor allem bei bakteriellen Infektionen
(Mangogna et al. 2019; Assicot et al. 1993). Die Procalcitonin-Sekretion beginnt 2-4
Stunden nach Stimulationsereignis, maximale Werte werden nach 12-24 Stunden erreicht

und die Procalcitonin Halbwertszeit betrdgt ca. 24 Stunden (Brunkhorst et al. 1998). Die
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Stimulation der Synthese erfolgt auf zwei verschiedene Wege. Zum einen iiber eine
direkte Stimulation durch bakterielle Endotoxine (Bsp. Lipopolysaccharide), zum
anderen iiber eine indirekte Stimulation durch proinflammatorische Cytokine wie IL-6,
IL-1B, IL-8 und TNF-a (Oberhoffer et al. 1999; Dandona et al. 1994; Matwiyoff et al.
2012).

Im Gegensatz dazu zeigt sich eine Verminderung der PCT-Synthese durch die
Stimulation mittels Interferon-y, welches insbesondere bei viralen Infekten und

autoimmun Geschehen freigesetzt wird (Linscheid et al. 2003).

Bei einer systemischen Entziindung ist die biologische Funktion von Procalcitonin
weitestgehend unbekannt (Mangogna et al. 2019). Es zeigt sich bei in vitro Stimulation
von peripheren Blutzellen mittels Procalcitonin eine Erhdhung von proinflammatorischen
Zytokinen (IL-6, TNF-a und IL-1B) mit einem positiven Riickkopplungseffekt auf die
weitere Procalcitonin-Ausschiittung (Liappis et al. 2011). Weiter konnte gezeigt werden,
dass Procalcitonin in vitro als chemischer Lockstoff fiir Monozyten dient und die
Chemotaxis von anderen Inflammationsmediatoren hemmt (Wiedermann et al. 2002).
Zudem zeigte sich eine durch Procalcitonin induzierte Verringerung einer
Lipopolysaccherid-induzierten TNF-a-Ausschiittung bei menschlichen Leukozyten.
Somit konnte Procalcitonin eine anti-inflammatorische Aufgabe zukommen, um eine
iiberschieBende Entziindungsreaktion zu hemmen. Eine LPS-induzierte IL-1, IL-6, und
IL-8 Ausschiittung wurde durch Procalcitonin aber nicht beeinflusst (Monneret et al.
2000; Matwiyoff et al. 2012). Im Gegensatz dazu konnte in Tierstudien ein
Zusammenhang zwischen erhohten Procalcitonin-Werten und hoéheren Todesraten
nachgewiesen werden (Steinwald et al. 1999). Dabei zeigten weitere Studien mit
Hamstern und Schweine eine Senkung der Mortalitit bei Sepsis nach gezielter
Verringerung der Procalcitonin-Konzentration mittels PCT-Antikdrper (Nylen et al.
1998; Wagner et al. 2002). Dies konnte in Zusammenhang mit einer Beeintrichtigung der
Endothelfunktion stehen, die durch eine Procalcitonin ausgeldste Verringerung der
endothelialen Barrierefunktion zustande kommt (Wagner et al. 2017). Zudem zeigte sich
in vitro eine durch Procalcitonin ausgeloste Verschlechterung der Leberfunktion und
Reduzierung der Hepatozytenvitalitit (Sauer et al. 2017). Procalcitonin zeigt eine
komplexe Genregulation und hat wahrscheinlich eine angedachte Expression und
physiologische Funktion auf Gewebe- und Zellebene (anti-inflammatorisch). Durch eine

systemische bakterielle Infektion kdnnte es zu einer Uberstimmulation in den Zellen des

20



gesamten Korpers kommen, was beschriebene negative Auswirkungen zur Folge haben

konnte (Matwiyoff et al. 2012).

Aufgrund der diskriminierenden Eigenschaft nicht-infektiose und infektiose systemische
Entziindungen, insbesondere eine Sepsis, zu unterscheiden, ist Procalcitonin als
diagnostischer Marker und zur Steuerung von antibiotischen Therapien anerkannt
(Reinhart et al. 2012; Kopterides et al. 2010). Limitationen bestehen bei Erkennung von
Pilz- und Virusinfektion, Infektionen durch intrazellulire Mikroorganismen (Bsp.
Mycoplasmen) oder lokalen Infektionen ohne systemische Auswirkung (Chalupa et al.
2011; Reinhart et al. 2012). Weiter zeigte sich eine Erhoéhung der Procalcitonin-
Plasmakonzentration bei Schilddriisenkarzinomen (Bihan et al. 2003), kleinzelligen
Lungenkarzinomen (Patout et al. 2014), Nierenfunktionsstorungen (Jeeha et al. 2018),
Verbrennungen und groBen Operationen (Reinhart et al. 2012; Sponholz et al. 2006;
Mangogna et al. 2019).

Ahnlich  wie  C-reaktives Protein  zeigt  Procalcitonin  ebenfalls  eine
Konzentrationsdynamik bei Neugeborenen in den ersten 96 Stunden nach Geburt
(Eschborn und Weitkamp 2019). Nach Chiesa et al. (2011) betrdgt die mediane
Procalcitonin-Plasmakonzentration bei gesunden Neugeborenen nach der Geburt
0,08 pg/L (0,01-0,55), steigt nach 24 Stunden auf maximal 2,9 ng/L (0.4—-18.7) und fallt
dann binnen 80 Stunden auf ein Minimum von 0,3 pg/L (0.04—-1.8). Ahnliche Ergebnisse
zeigte eine weitere Studie von (Turner et al. 2006). Beeinflusst wird die Procalcitonin-
Konzentration durch das Geburtsgewicht, Gestationsalter und der Dauer des
Blasensprungs (Eschborn und Weitkamp 2019). Dabei verringert sich die Procalcitonin-
Konzentration um 2,2 % pro 100 g Gewicht und 11,4 % pro Woche Gestationsalter
(Chiesa et al. 2011). Weiter erhoht sich die Konzentration mit der Dauer des
Blasensprunges (Turner et al. 2006). Dabei zeigte sich kein Zusammenhang zwischen der
kindlichen und miitterlichen Procalcitonin-Konzentration (Assumma et al. 2000; Turner

et al. 20006).

1.3.3 Soluble fms-like tyrosine kinase-1 (sFlt-1)

Soluble fms-like tyrosine kinase-1 (sFIt-1) oder loslicher vaskuldrer endothelialer
Wachstumsfaktor-Rezeptor-1 (engl.: soluble vascular endothelial growth factor receptor-
1 (sVEGFR-1)) ist die im Blut geloste Form des vaskuliren endothelialen
Wachstumsfaktor-Rezeptor-1 (VEGFR-1) (Kendall und Thomas 1993). Dieser dient als
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einer von drei bekannten Tyrosinkinase-Rezeptoren (VEGFR-1/-2/-3) als
Signaltransduktor fiir die Gruppe der vaskulidren endothelialen Wachstumsfaktoren
(engl.: vascular endothelial growth factor (VEGF)) (Melincovici et al. 2018). VEGFs sind
potente angiogenetische Signalmolekiile, die in der embryonalen Phase die Neubildung
von Blut- und Lymphgefiaen (Vaskulogenese) und nach der Geburt das Wachstum von
Blut- und LymphgefaBen (Angiogenese) steuern (Melincovici et al. 2018; Risau 1997,
Olsson et al. 2006; Olofsson et al. 1998; Yamazaki und Morita 2006). Zudem spielen
diese in der pathologischen Angiogenese und im Pathomechanismus einiger Krankheiten
wie bspw. im Tumor- und Metastasen-Wachstum, bei rheumatologischen Erkrankungen
oder bei der Praeklampsie, eine wichtige Rolle (Folkman 1995; Ahmad und Ahmed 2004;
Taylor 2002; Carmeliet 2005).

Das humane VEGF-Gen liegt auf Chromosom 6 (p21.3) und gehort zu der Cystin-
Knoten-Familie (GFCK) (Vincenti et al. 1996; Melincovici et al. 2018). Die VEGF-
Familie beinhaltet acht Mitglieder: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E
(virales VEGF, Parapoxvirus), VEGF-F (Bestandteil von Schlangengift), Plazenta-
Wachstumsfaktor (engl.: placenta growth factor (PIGF)) und EG-VEGF (engl.: endocrine

gland-derived vascular endothelial growth factor) (Melincovici et al. 2018).

VEGFR-1 und VEGFR-2 werden liberwiegend auf Endothelzellen exprimiert (Ferrara et
al. 1992). VEGFR-1 findet sich daneben noch auf Leukozyten, Monozyten, Makrophagen
(Barleon et al. 1996), hampoetischen Vorlduferzellen (Kaplan et al. 2005), Trophoblasten
(Charnock-Jones et al. 1994), Mesangiumzellen der Niere (Takahashi et al. 1995),
Tumorzellen (Itakura et al. 2000) und glatten GefdBBmuskelzellen (Melincovici et al.
2018). VEGFR-1 und VEGFR-2 binden beide VEGF-A, wobei VEGFR-1 als einziger
VEGF-Rezeptor VEGF-B sowie PIGF binden kann (Olofsson et al. 1998; Vries et al.
1992). Dabei hat VEGFR-1 eine bis zu 10-mal hohere Bindungsaffinitdt mit VEGFs als
VEGFR-2, aber auch eine geringe Thyrosinkinase-Aktivitét (Failla et al. 2018; Terman
et al. 1994). Dies spiegelt sich auch in der physiologischen Rolle bei der embryonalen
Vaskulogenese wider. VEGFR-1 scheint in der Differenzierung von Endothelzellen, aber
nicht in der Proliferation und Migration dieser, beteiligt zu sein (Melincovici et al. 2018).
VEGFR-2 hingegen steuert die Migration, Proliferation, das Uberleben und die
Gefallpermeabilitidt von Endothelzellen (Cébe-Suarez et al. 2006). Man geht davon aus,
dass durch die hohere Bindungsaffinitit von VEGFs an VEGFR-1, eine Bindung mit
VEGFR-2 gehemmt wird (,, VEGF-sink*) (Hiratsuka et al. 1998). Hierdurch kommt es zu

22



einer Hemmung der Endothelzellen-Proliferation und Migration, welche eine
tiberschieBende Angiogenese verhindern soll (Failla et al. 2018). Diese Rolle scheint auch
sFlt-1 (sVEGFR-1) einzunehmen. Durch alternatives Spleilen des VEGFR-1-Gens
entsteht eine 10sliche Form von VEGFR-1, sFlt-1, die keine transmembrane oder
intrazelluldire Domine besitzt. Die Fihigkeit VEGF-A und PIGF zu binden, besteht aber
weiterhin (Kendall et al. 1996; Melincovici et al. 2018). Damit wirkt sFIt-1 hemmend auf
die Vaskulogenese und Neoangiogenese. Dies zeigt sich bspw. in der fehlenden
Vaskularisierung der Hornhaut des Auges (Cornea), bei der sFIt-1 eine entscheidende
Rolle spielt (Ambati et al. 2006). Weiter dient sFlt-1 wahrscheinlich als Fithrungsmolekiil
im GefaBwachstum. Durch eine sFlt-1-Ausschiittung von Endothelzellen erfolgt eine
lokale Inaktivierung von VEGF-A. Somit entsteht ein VEGF-A-Gradient, der das
Wachstum des Gefédl3es in die richtige Richtung lenkt (Failla et al. 2018; Chappell et al.
2009; Kappas et al. 2008).

VEGFR-1 und VEGF-A werden vermehrt unter Sauerstoffmangel (Hypoxédmie) gebildet
(Gerber et al. 1997). Dabei ist die Expression von sFlt-1 nicht vollstandig geklart. So zeigt
sich eine verminderte Expression von sFIt-1 bei Endothelzellen unter Hypoxamie (Ikeda
et al. 2011). Eine erhohte Expression zeigt sich aber bei Makrophagen und Monozyten
unter Beteiligung von Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierendem Faktor
(GM-CSF) und begleitender Hypoxdmie (Eubank et al. 2011). Weiter zeigt sich eine
erhohte Expression von sFIt-1 unter Interleukin-4 bei Makrophagen und Interleukin-6 bei
Endothelzellen (Ikeda et al. 2011; Wu et al. 2015). Dies spiegelt sich in erhdhten sFlt-1-
Werten in inflammatorischen Geschehen, bspw. einer Sepsis oder Tumorerkrankung,
wider (Ruffini et al. 2011; Shapiro et al. 2008). Menschliche Trophoblasten exprimieren
zudem eine Isoform von sFlt-1, sFlt-1-14. Bei einer gestorten Plazentation und daraus
resultierender Gewebehypoxédmie erfolgt die Ausschiittung von sFIt-1 und -14. Dies fiihrt
zu einer generalisierten Endotheldysfunktion und stellt einen wichtigen Teil des

Pathomechanismus der Prieklampsie dar (Thomas et al. 2009; Failla et al. 2018).

Derzeit existieren nur wenige Studien, die die sFlt-1-Konzentration in Neugeborenen
untersucht haben. Daten iiber den Konzentrationsverlauf sowie den Einfluss
verschiedener externer und interner Faktoren (Gestationsalter, Geburtsgewicht,
Geburtsmodus, Blasensprung, Infektionen oder anderweitige Erkrankung) sind daher
kaum vorhanden. Voller et al. (2014)zeigte eine mediane sFIt-1-Konzentration bei

Neugeborenen iiber 2000 g von 399 pg/ml (193-941, n=36). Eine Studie zur
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Schilddriisendysfunktion von (Korevaar et al. 2014) zeigte in der gesamten Kohorte eine
mediane sFlt-1-Konzentration von 450 pg/ml (90-4 640, n=3525). (Hentges et al. 2015)
zeigte eine mediane sFlt-1-Konzentration von 318 pg/mL (182—454, n=51). Die
Blutabnahmen erfolgten aber im Zeitraum von 72 Stunden nach Geburt. Weitere Studien
sind aufgrund von kleinen Kohorten oder pathologischen Gestationsalter bzw.
Geburtsgewicht nur bedingt zur Normwertbeurteilung geeignet. Beeinflusst wird die sFlt-
1-Konzentration durch das Gewicht des Neugeborenen. So zeigte sich eine erhohte sFIt-
1-Konzentration bei erniedrigten Gewicht (Voller et al. 2014). Zudem zeigte sich ein

Zusammenhang mit Schilddriisendysfunktionen (Korevaar et al. 2014).
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1.3.4 Cluster-of-differention-14

CD-14 (Cluster-of-differention-14) ist ein 55kDa schweres Glykoprotein, welches
hauptsdchlich auf der Zelloberfliche von myelomonozytiren Zellen (Monozyten und
Makrophagen) zu finden ist (Zanoni und Granucci 2013). Weiter werden auch geringe
Mengen von CD-14 von nicht-myelomonozytiren Zellen wie bspw. Adipozyten und
Epithelzellen des Darmes exprimiert (Fernandez-Real et al. 2011; Funda et al. 2001). CD-
14 gehort zu dem Glykosylphosphatidylinositol-Anker-(GPI)-Proteinen, mit diesem es in
der Zellmembran befestigt ist. Dariiber hinaus existiert eine 16sliche Isoform (sCD14)
ohne GPI-Anker (Haziot et al. 1988; Zanoni und Granucci 2013). Einer der
Hauptaufgaben von CD-14 besteht in der Bindung von bakteriellen Lipopolyssaccheriden
(LPS) und der Aktivierung der angeborenen Immunantwort iiber Toll-like Rezeptoren
(TLR) (Zanoni und Granucci 2013). Daneben kann CD-14 eine Vielzahl weiterer
exogener und endogener Molekiile wie bspw. Hitzeschock-Proteine, Phospholipide,

Amyloid oder Peptidoglykane binden (Wu et al. 2019).

Toll-like-Rezeptoren (TLRs) sind ein Teil der Pattern-Recognition-Rezeptoren (PRR,
deutsch: Mustererkennungsrezeptoren) (Janeway 1989). Diese konnen evolutiondr
hochgradig konservierte Komponenten von Mikroorganismen (Viren, Bakterien, Pilze,
Parasiten), sog. PAMPs (engl.: microbe-associated molecular patterns), erkennen und
eine Immunantwort initiieren. Hierdurch konnen Erreger bekdmpft werden ohne, dass das
Immunsystem zuvor Kontakt mit diesem Erreger hatte (Medzhitov 2007; Cao 2016).
PPRs finden sich auf einer Vielzahl von Immunzellen, bspw. dendritischen Zellen oder
Makrophagen (Zanoni und Granucci 2013; Wright et al. 1990; Joffre et al. 2009). Dabei
stellen die Toll-Like-Rezeptoren (TLRs) die meist untersuchteste Gruppe der PPRs dar.
Zu der TLR-Familie gehoren 13 verschiedene Rezeptoren (Ciesielska et al. 2021). TLR-
4 dient dabei zur Erkennung von Lipopolysacchariden, die sich hauptsédchlich auf der
Zellmembran von gram-negativen Bakterien finden (Wu et al. 2019; Poltorak et al. 1998).
Die durch TLR-4 eingeleitete Signalkaskade ist ein komplexer Prozess, an welchem am
Ende die Ausschiittung von pro-inflammatorischen Mediatoren und die Verdnderung des
Zellmetabolismus steht und somit die Einleitung der angeborenen Immunantwort initiiert

wird (Ciesielska et al. 2021).

Dabei beginnt diese Kaskade mit der Bindung von im Serum befindlichen LPS durch
LPS-Binding-Protein (LBP). Das an LBP gebundene LPS-Monomer wird von CD-14
erkannt und dem TLR-4/MD2-Rezeptor prasentiert (Gioannini et al. 2005; Yu und Wright
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1996). Dabei dient CD-14 als Co-Rezeptor flir den TLR-4/MD2-Rezeptorkomplex und
ist in der Lage, LPS-Konzentrationsmengen im Pikogramm-Bereich zu erkennen
(Gioannini et al. 2004). Sowohl das membrangebundene mCD-14 als auch das 16sliche
sCD-14 konnen beide als Co-Rezeptor fungieren und dem TLR-4/MD2-Rezeptor LPS
prasentieren (Gioannini et al. 2005; Ryu et al. 2017). Losliches sCD-14 kann auf zwei
unterschiedliche Weisen freigesetzt werden. Zum einen durch einen Protease-abhingigen
Weg, bei dem es zur Abspaltung des GPI-Ankers auf der Zellmembran oder intrazellulér
nach Phagozytose kommt. Zum anderen durch einen Protease-unabhingigen Weg mit
direkter Produktion von sCD-14 ohne GPI-Anker (Bufler et al. 1995; Ciesiclska et al.
2021). Eine vermehrte Ausschiittung erfolgt dabei in Kontakt mit PAMPS, bspw. LPS
(Marcos et al. 2010). Durch die Bindung mit LPS werden CD-14 und der TLR-4/MD2-
Rezeptor auf sog. Lipid rafts (deutsch: LipidfloBe) positioniert. Diese dienen als
Signalplattformen und ermdglichen die weiteren Signalreaktionen (Schmitz und Orsé
2002). Vereinfacht dargestellt laufen nun zwei durch TLR-4 aktivierte Reaktionsketten
nacheinander ab (Zanoni und Granucci 2013). Zunéchst erfolgt die Aktivierung der
TIRAP-MyD88-abhéngigen Reaktionskette von der Zellmembran aus, welche zur
Aktivierung von NF-kB und MAPK fiihrt. Diese aktivieren wiederum die Transkription
von proinflammatorischen Faktoren wie bspw. TNF-a, IL-1p, IL-6 (Kawai et al. 2001;
Ciesielska et al. 2021; Lawrence 2009). AnschlieBend erfolgt die Endozytose des ,,lipid
rafts“ und die Aktivierung der TRAM-TRIF-abhingigen Reaktionskette aus dem
Endosom heraus, welche in einer verzogerten Aktivierung von NF-xB und in der
Produktion von Interferon-Beta (IFN-B) endet. Dabei ist die Aktivierung der
TLR4/TRAM-TRIF-Reaktionskette absolut abhidngig von CD-14 und somit auch die
IFN-B-Ausschiittung (Jiang et al. 2005; Zanoni et al. 2011; Zanoni und Granucci 2013).
Im Gegensatz dazu kann eine hohe LPS-Konzentration allein die TIRAP-MyDS§8-
abhédngigen Reaktionskette auslosen (Zanoni und Granucci 2013). Daneben kann CD-14,
TLR-4 unabhingig, eine LPS-aktivierte Signaltransduktion in myeloischen Zellen (bspw.
Dendritischen Zellen) auslosen (Zanoni et al. 2009). Dies erfolgt iiber eine NFAT-
Reaktionskette, die in einer IL-2- und Prostaglandin-E2 (PEG2) -Produktion sowie
Inititerung von pro-apoptotischen Signalen in terminal differenzierten dendritischen
Zellen endet. Dabei ist die CD-14-abhingige IL-2-Ausschiittung mitentscheidend fiir die
IFN-y-Produktion von Natiirlichen Killerzellen, welche wiederrum Makrophagen
aktivieren und CD4+-T-Zellen rekrutieren (Newman und Riley 2007). Die CD-14-
abhéngige PEG2-Ausschiittung spielt dabei eine wichtige Rolle in der infektbedingten
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Odembildung (Zanoni und Granucci 2013). Diese wird durch eine PEG-2-abhiingigen
Vasodilatation ausgelost (Legler et al. 2010; Zanoni et al. 2012).

Neben der Erkennung von PAMPS spielt CD-14 ebenfalls eine Rolle bei der Erkennung
von Molekiilen, die bei Gewebeschidden und Zelltod auftreten, sog. DAMPs (damage-
associated molecular patterns) (Zanoni et al. 2017). Dies dhneln PAMPs in der
Molekiilstruktur und werden deswegen von den gleichen Rezeptoren erkannt (Bianchi
2007). oxPAPC (engl.: oxidized 1-palmitoyl-2-arachidonoyl-phosphatidylcholine) ist
eine Mischung aus oxidierten Phospholipid-Derivaten, die im Rahmen des Zelltodes
entstehen (Zanoni et al. 2017). Diese =zeigen eine groBe Ahnlichkeit zu
Lipopolysacchariden, 16sen keine TLR-4-Reaktion aus, werden aber von CD-14 erkannt
und gebunden (Zanoni et al. 2017; Wu et al. 2019). Es erfolgt die Endozytose des CD-
14/0xPAPC-Komplexes und die Bindung mit Caspase-11. Dies fiihrt zur Entstehung
eines sog. Inflammasoms und im Weiteren zur Ausschiittung von IL-1f und IL-18 (Shi
et al. 2014; Zanoni et al. 2017). Dies spielt in der frithen Regulation von dendritischen
Zellen sowie in der Aktivierung von T-Zellen eine wichtige Rolle. Weiter entsteht durch
die Endozytose von CD-14 ein induzierter CD-14-Mangel auf der Plasmamembran,
welcher eine weitere LPS-Reaktion signifikant unterdriickt. Somit fiihrt eine oxPAPC
induzierte CD-14 Bindung zu einer Inhibierung der MyD88 und TRIF-Reaktionskette.
Diese Inhibierung erfolgt aber nur, wenn es nicht zuvor zu einer LPS-Stimulation

gekommen ist (Zanoni et al. 2017).

Derzeit existieren nur wenige Studien, die die sCD14-Konzentration in Neugeborenen
untersucht haben. Eine groBere Zahl der Studien befasst sich mit einem Subtyp von sCD-
14, Presepsin (sCD-14-ST), das bei neonataler Sepsis genauer betrachtet wird (Maddaloni
et al. 2021). Martinez et al. (2014) zeigte eine mediane sCD-14-Konzentration bei
Neugeborenen von 0,32 pg/ml (0,2 — 0,5). Es konnte kein signifikanter Einfluss der sCD-
14-Konzentration auf das Geschlecht, den Geburtsmodus, die CRP-Konzentration und
weille Blutkorperchen festgestellt werden. In der Kontrollgruppe von Berner et al. (2002)
bei einer Studie zur early-onset Sepsis bei Neugeborenen zeigte sich eine mediane sCD-
14-Konzentration von 0,28 ug/ml (0,21-0,36). Weitere Studien zeigten &hnliche
Ergebnisse (Guerra et al. 2004; Lundell et al. 2007; Zdolsek und Jenmalm 2004).
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Abbildung 1: CD-14/TLR-4-vermittelte Erkennung von Lipopolysacchariden und Aktivierung
proinflammatorischer Signalwege (Ciesielska et al. 2021)
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1.4 Zielsetzung

Der Pathomechanismus der fetalen und neonatalen Alloimmunthrombozytopenie ist
bislang nicht ausreichend verstanden. Es zeigt sich eine Diskrepanz zwischen der
Erkrankungshdufigkeit in Screening-Studien und einer tatsdchlich relevanten
Erkrankungsausprdgung. Dabei ist unklar, warum eine grofle Variabilitit in dem
Schweregrad der Erkrankung besteht, im gravierendsten Fall Verlust des Kindes oder eine
Hirnblutung (Winkelhorst et al. 2020; Sachs et al. 2012). Die frithe Expression von GP-
IMla als Triger des Merkmals HPA-la auf Synzytiotrophoblasten in der 10.
Schwangerschaftswoche konnte ein Hinweis sein, dass es zu einer Antigenprisentation
in der Plazenta und nicht durch kindliche Thrombozyten ab der 16. SSW kommt. Dies
hat eine frilhe plazentare Entziindung zur Folge, was sich in einem geringeren
Geburtsgewicht (IGUR) bei FNAIT-symptomatischen Kindern widerspiegelt (Kumpel et
al. 2008; Snir et al. 2010; Tiller et al. 2012). Eine Arbeitsgruppe um Kapur et. al (2015)
stellte die Hypothese auf, dass CRP eine IgG-induzierte Phagozytose von Thrombozyten
im Rahmen einer ITP begiinstigt. Somit wiirde eine systemische Inflammation eine durch
thrombozytire Antikorper induzierte Thrombozytopenie verstirken (Kapur et al. 2015).
Eine schwere Thrombozytopenie ist derzeit das einzige Merkmal, das mit dem Auftreten
einer intrakraniellen Blutung korreliert (Ghevaert et al. 2007b). Es besteht aber der
Verdacht, dass ein synergetischer Effekt zwischen einer beeintrichtigten Angiogenese
(Gefdllschiaden) und einer Thrombozytopenie (unzureichende Gerinnung) die Ursache
von schweren Blutungsereignisse darstellt (Yougbaré et al. 2015). Eine Erhéhung der
sFlt-1-Konzentration, die auch im Rahmen einer plazentaren Entziindung zu beobachten
ist, konnte eine Beeintrachtigung der Angiogenese mitverursachen.

Diese Arbeit beschiftigt sich mit der Frage, ob eine plazentare oder systemische
Entziindung eine Bedeutung fiir den Schweregrad der Erkrankung FNAIT hat. Zur
Beantwortung dieser Frage erfolgt in der vorliegenden Studie die retrospektive Analyse
von 50 FNAIT-positiven Neugeboren-Seren mittels Luminex-Assay auf die
Entziindungsmarker C-reaktives Protein, Procalcitonin, soluble fms-like Thyrosinkinase-
1 (sFlt-1) sowie soluble Cluster-of-differentation-14 (sCD-14) im Vergleich zu 50

FNAIT-negativen Neugeborenen-Seren.
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2. Material und Methoden

2.1 Patientenseren

Alle untersuchten Patientenproben wurden fiir diagnostische und konsiliarische Zwecke
von Kliniken aus ganz Deutschland, dem Institut fiir klinische Immunologie und
Transfusionsmedizin GieBen zugesandt. Die Blutentnahme wurde durch die in den

verschiedenen Kliniken titigen Arzten durchgefiihrt.

Die Nativblutproben wurden 10 Minuten bei 3 000 UpM (Umdrehungen pro Minute)
zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein Rohrchen iiberkippt und erneut bei 3 000 UpM
fir 10 Minuten zentrifugiert. Danach wurde das gewonnene Serum in 1,75 ml
Mikroreaktionsgefdfle portioniert. Mit dem erhaltenden Serum wurden die gewiinschten
diagnostischen Tests durchgefiihrt. Der Rest der Probe wurde bei -20 °C eingelagert.
Diese Arbeit wurde durch medizinisch-technische Assistentinnen der Abteilung des

Thrombozyten- Labors Gielen durchgefiihrt.

Die zu untersuchende Kohorte wurde auf n=100 festgelegt, aufgeteilt in zwei Gruppen zu
je 50 Patienten. Gruppe 1 (n=50), die Untersuchungsgruppe, beinhaltete Seren von
Neugeborenen, deren Miitter einen nachgewiesenen Antikorper gegen das Merkmal
HPA-1a enthielten. Weitere Kriterien waren ausreichend vorhandenes Patientenserum
und eine vollstindige klinische Geschichte sowie Laborwerte.

Ein Teil dieser Gruppe (n=11) waren Kinder, die zusdtzlich eine intrakranielle Blutung

aufwiesen. Die Proben stammten aus den Jahren von 2000 bis 2015.

Gruppe 2 (n=50), Kontrollgruppe, beinhaltete Seren von Neugeborenen, bei denen kein
Antikorper gegen jegliche Merkmale, die zu einer FNAIT fiihren konnen, nachgewiesen
worden waren. Diese wurden zeitlich auf die verschiedenen Jahrgéinge der Proben der
Untersuchungsgruppe angepasst. Dabei wies ein Patient (n=1) eine intrakranielle Blutung

auf.

In dieser Studie wurden nur Patienten mit AntikOpern gegen das Merkmal HPA-la

untersucht. Alle weitern HPA-Antikorperspezifititen wurden auBBer Acht gelassen.

Die Ethik-Kommission am Fachbereich Medizin unter dem Vorsitz von Prof. Dr. K.L.
Schmidt stimmte unter dem AZ. 82/09 dem Antrag von Prof. Dr. Ulrich Sachs

,Datensammlung bei Patienten mit Verdachtsdiagnose neonatale
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Alloimmunthrombozytopenie* zu. Einem Amendment wurde am 07.04.2014 durch den

Vorsitzenden Prof. Dr. H. Tillmanns zugestimmt.

2.2 Luminex Assay

Mit dem von der Luminex Corperation in den spdten 1990er entwickeltem xMAP-
Verfahren (x=Analyt, MAP=Multi-Analyt-Profiling) ist es mdoglich, verschiedene
Analyten (DNA, Proteine, Enzyme etc.) in einer einzigen Probe gleichzeitig zu
detektieren (Reslova et al. 2017). Dabei wird bei dem sogenannten Bead-basierenden
Multiplex Assay das Verfahren der Mehrkanal-Durchfluss-Fluorometrie genutzt, um die
verschiedenen Analyten zu bestimmen (Gressner und Arndt 2013). Das Multiplex-
Verfahren ermdglicht eine schnellere, kostengiinstigere und probensparendere Messung
als bei vergleichbaren Methoden wie z.B. Elisa (Enzyme-linked Immunosorbent Assay)

(Radke et al. 2010).

Bei dem xMAP-Verfahren werden 5,6 um grof3e, spharische Polystyrolpartikel (engl.:
Beads, Kiigelchen, Mikropartikel) eingesetzt. Diese sind mit zwei verschiedenen
Fluoreszenzfarbstoffen eingeférbt und emittieren durch Bestrahlung eines Lasers Licht in
verschiedenen Bereichen des optischen Spektrums. Durch die Kombination dieser zwei
Farbstoffe, die in zehn unterschiedlichen Konzentrationsstufen vorliegen, erhilt man 100
verschiedene Fluoreszenzkodierungen, die jeden einzelnem Bead zugeordnet sind. Diese
interne Farbkodierung ermoglicht die Identifizierung durch das Analysegerdt und die
gleichzeitige Messung verschiedener Analyte wihrend eines Messdurchgangs (Gressner

und Arndt 2013; Radke et al. 2010).

An die Oberflache der Beads lassen sich durch eine Kopplungsreaktion (EDC-NHS
Kopplung von Carboxylgruppen mit Aminogruppen) verschiedene Biomolekiile wie
bspw. Antikorper, Antigene, Enzyme, DNA-Stringe, etc. anbringen und erlauben eine
Vielzahl verschiedener Anwendungsmdoglichkeiten (Reslova et al. 2017; Radke et al.
2010; Gressner und Arndt 2013). Die an den Beads angebrachten Biomolekiile binden
das zu untersuchende Analyt - der Bead-Analyt-Komplex entsteht. Ein mit
Fluoreszenzfarbstoff markiertes Nachweisreagenz wird zu dem Bead-Analyt-Komplex
hinzugegeben und bindet ebenfalls am Analyt Bead-Analyt-Nachweisreagenz-Komplex.
Dieses Nachweisreagenz unterscheidet sich vom emittierten Licht im spektralen
Spektrum von dem der Beads (Radke et al. 2010; Reslova et al. 2017). Dies ermdglicht

die Klassifizierung der Beads und die Quantifizierung des Analyts im selben
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Messvorgang (Gressner und Arndt 2013). Die Messung erfolgt in einem 3-Kanal
Durchflusszytometer, der mit zwei unterschiedlichen Lasern ausgeriistet ist. Ein roter
Klassifikationslaser (635 nm) regt die intrinsischen Beadfarbstoffe an. Das emittierte
Licht wird von einer Avalanche-Photodiode detektiert und aufgrund der spektralen
Signatur kann der Bead dem definierten Analyt zugeordnet werden. Ein griiner
Quantifikationslaser (525-532 nm) regt den Fluoreszentfarbstoff des Nachweisreagenz
an. Dies wird von einem Photomultiplier detektiert, um zu erkennen, ob ein Analyt
gebunden hat. Um Beadaggregate auszuschlieBen, wird das Seitenstreuchlicht von jedem
Bead von einer Avalanche-Photodiode detektiert (Radke et al. 2010; Reslova et al. 2017).
Dabei wird von dem Gerdt die Mittlere Fluoreszenzintensitit bestimmt (MFI). Das
hiufigste angewandte Assayformat ist das Sandwich-Assay, seltener werden kompetitive

Formate verwendet (Radke et al. 2010).

2.3 Testdurchfiihrung

Der Test wurde nach Angaben des Herstellers RnD-Systems, Inc. durchgefiihrt und
mithilfe eines Luminex 200 der Firma Luminex Corporation gemessen. Das Assay-
Format basiert auf einem Sandwichverfahren. Dabei werden zwei humane Antikorper
verwendet, die gegen den gesuchten Biomarker gerichtet sind. Einer dieser Antikdrper ist
an dem Bead gebunden, der andere besitzt einen Biotinrest. In zwei Reaktionen binden
diese an den gesuchten Biomarker. Durch eine dritte Reaktion wird an den Biotinrest
Streptavidin gebunden. Dieses ist mit einem Fluoreszenzfarbstoff, dem Phycoerthrin,
verbunden. Dies ermoglicht die Klassifizierung und die Quantifizierung des gesuchten

Biomarkers.

Durch die Umgehung der direkten Bindung des Phycoerthrin an den Antikorper durch
das Biotin wird verhindert, dass die immunlogische Reaktionsfahigkeit des Antikdpers
beeintrichtigt wird. Die kovalente Bindung, die das Streptavidin mit dem Biotin eingeht,
ist 10%- bis 10%-mal stérker als eine nicht-kovalente Bindung, bspw. die einer Antikorper-
Antigen-Reaktion. Dadurch wird die Sensitivitit und Spezifitdit des Assay erhoht
(Gressner und Arndt 2013).

2.1.1. Material
Es wurden zwei verschiedene Kits von dem Hersteller RnD-Systems erworben. Mit Kit

Nummer 1 wurden Procalcitonin und sFIt-1 bestimmt (Lot-Nummer: L122070). Mit Kit
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Nummer 2 wurde CRP und CD14 bestimmt (Lot-Nummer: L122071). Die Kits wurden

nach Herstellerangaben bei 2-8 °C gelagert.

In dem Kit waren folgende Bestandteile enthalten:

Tabelle 2: Bestandteile des verwendeten Luminex-Testkits

Humaner vorgemischter Bead-

Antikorper-Cocktail

0,6 ml konzentrierte Bead-Mischung mit

Konservierungsmittel

Humane vorgemischter Biotin-

Antikorper Cocktail

0,6 ml konzentrierter biotinylierter
Antikorper-Cocktail mit

Konservierungsmittel

Streptavidin-Phycoerthrin-Konzentrat

0,07 ml konzentriertes Streptavidin-
Phycoerthrin-Konjugat mit

Konservierungsstoffen

Verdiinnungsmittel RD2-1

11 ml gepufferte Proteinbasis mit

Konservierungsstoffen

Verdiinnungsmittel RD6-52

3 Flaschchen (21 ml/Fldschchen)
gepufferte Proteinbasis mit

Konservierungsstoffen

Waschpuffer-Konzentrat

21 ml einer 21-fach konzentrierten

Mischung aus gepufferten Tensid mit

Konservierungsstoffen
Mikrotiterplatte 96 Nipfchen-Platte (flach mit Filter)
2.1.1 Vorbereitung
Serumproben

Die tiefgefrorenen Serumproben wurden bei Zimmertemperatur aufgetaut. Dann wurden
sie 5 min bei 13 000 UpM =zentrifugiert, um eventuelle Verunreinigungen zu beseitigen

und wie von dem Hersteller angegeben fiir das entsprechende Kit verdiinnt.

Fiir das 1. Kit musste die verwendete Serumprobe 1:200 verdiinnt werden. Hierfiir wurde
ein Teil Serum mit 199 Teilen RD6-52 Verdiinnungsfliissigkeit versetzt und die

gewlinschte Menge fiir die jeweilige Messung erstellt.
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Fiir das 2. Kit musste die verwendete Serumprobe 1:2 verdiinnt werden. Hierfiir wurde
ein Teil Serum mit einem Teil RD6-52 Verdiinnungsfliissigkeit versetzt und die

gewlinschte Menge fiir die Messung erstellt.
Waschpuffer und Standards
Waschpuffer und Standards wurden auf Zimmertemperatur erwarmt.

Um 500 ml Waschpuffer herzustellen, wurden 20 ml des Waschpufferkonzentrat mit

480 ml destilliertem Wasser vermischt.

Die Erstellung der Standardreihe erfolgte pro Kit und pro gesuchtem Biomarker. Hierfiir
wurden jeweils 100 pl der spezifischen Standard-Mischung, drei pro Kit, mit 700 pl
Verdiinnungsfliissigkeit RD6-52 vermengt und 1000 pl Standard 1 erzeugt. Dieser
Standard 1 enthielt fiir jedes Kit die zu untersuchenden Analyten.

Ausgehend von dem Standard 1 wurde eine 3-fache Verdiinnungsreihe erstellt. Dabei
wurden fiinf Testrohrchen (2-6) mit jeweils 200 pul Verdiinnungsfliissigkeit RD6-52
gefiillt. Von dem Standard 1 wurden je 100 pl in das nichste Testrohrchen tiberfiihrt und
griindlich gemischt. Die Konzentrationswerte fiir die verschiedenen Analyte waren von

der Herstellerfirma vorgegeben.
Bead-Antikorper-Mischung (Cocktail)

Die Antikdrper-Bead-Mischung wurde auf Zimmertemperatur erwérmt. Das Fldschchen
wurde fiir 30 Sekunden bei 1 000 UpM zentrifugiert und anschlieBend kurz gevortext, um
die Beads wieder zu resuspendieren. Danach wurde eine Verdiinnung mit der
Verdiinnungsfliissigkeit RD2-1 nach Abbildung X durchgefiihrt, um die jeweilige
benotigte Menge fiir die Mikrotiterplatte zu erhalten. Die Bead-Mischung sollte dabei vor

Licht geschiitzt werden.
Biotin-Antikorper-Mischung

Die Biotin-Antikorper-Mischung wurde auf Zimmertemperatur erwérmt. Das Flaschchen
wurde fiir 30 Sekunden bei 1 000 UpM zentrifugiert und anschlieBend kurz gevortext.
Danach wurde eine Verdiinnung mit der Verdiinnungsfliissigkeit RD2-1 nach Abbildung
X durchgefiihrt, um die jeweilige bendtigte Menge fiir die Mikrotiterplatte zu erhalten.

Streptavidin-Phycoerthrin-Konzentrat
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Das Streptavidin-Phycoerthrin-Konzentrat wurde auf Zimmertemperatur erwérmt. Das
Flaschchen wurde fiir 30 Sekunden bei 1 000 UpM zentrifugiert und anschlieBend kurz
gevortext. Die 100-fach konzentrierte Mischung wurde durch die Zugabe von 5,5 ml
Waschpuffer auf 55 ul Streptavidin-PE auf eine 1fach Konzentration verdiinnt. Dies
reichte fiir eine 96 Népfchen Mikrotiterplatte.

Luminex 200®- Einstellung

Die zu messenden Biomarker wurden nach Herstellerangaben einer Beadregion
zugewiesen. Procalcitonin Beadregion: 21, CRP Beadregion: 38, CD14 Beadregion: 64,
sFlt-1 Beadregion: 84.

Es wurden 50 Events/Bead gemessen, bei einer Durchflussrate von 60 pl/Minute. Die

Probengrofe wurde auf 50 pl festgelegt. Gate-Einstellung: 7 500-15 500.

2.1.2  Testverfahren

Zur Vorbereitung der mitgelieferten Mikrotiterplatte wurden jeweils 100 ul Waschpuffer
in die Ndpfchen gegeben, um den Filterboden zu benetzen. Die Fliissigkeit wurde mit
einem Vakuum-Absauggerit entfernt. Von der vorbereiteten Bead-Mischung wurde
jeweils 50 pl in die benétigten Néipfchen der Mikrotiterplatte gegeben. Danach wurden
50 pl Standard (1-6) sowie eine Blanko-Mischung (Verdiinnungsfliissigkeit RD6-52)
bzw. 50 pl Serumprobe in die Ndpfchen hinzugegeben. Die Platte wurde mit einer Folie
sicher vorschlossen und fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur auf einem horizontalen

Orbitalmikroplattenschiittler bei 500 + 50 U/min inkubiert.

Nach der Inkubation wurde die Fliissigkeit mit dem Vakuum-Absauggerit entfernt. Die
Népfchen wurden mit 100 pl Waschpuffer befiillt und wieder abgesaugt. Dieser
Waschvorgang wurde 3-mal wiederholt. Der Verlust von Beads wurde durch einen Filter

in der Mikroplatte verhindert.

Weiter wurde die vorbereitete Biotin-Antikorper-Mischung in alle benutzten Napfchen
hinzugegeben. Die Mikrotiterplatte wurde mit einer Folie verschlossen und fiir 1 Stunde

bei 500 £ U/min auf einem horizontalen Orbitalmikroplattenschiittler inkubiert.

Die Fliissigkeit wurde abgesaugt und 3-mal mit jeweils 100 ul Waschpuffer wie im
vorherigen Waschschritt gewaschen. Nach dem Waschvorgang wurden 50 pl

vorbereitetes Streptavidin-PE in die benutzten Népfchen der Platte gegeben und fiir 30
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Minuten bei 500+50 U/min auf dem horizontalen Orbitalmikroplattenschiittler
inkubiert.

Darauthin wurde die Fliissigkeit erneut abgesaugt und mit 100 ul Waschpuffer in drei
Waschgingen gewaschen. Durch Hinzugabe von 100 ul Waschpuffer wurde die Probe

wieder resuspendiert und nochmals fiir 2 Minuten bei 500 + 50 U/min inkubiert.

Die Platte wurde unverziiglich im voreingestellten Luminex 200® gemessen. Die

Ergebnisse der Messung wurden als Exceltabelle von dem Luminex 200® ausgeben.

2.4 Statistik
Die statistischen Analysen erfolgten mit dem Statistikprogramm IBM SPSS Version
26.0.0.0 fiir Microsoft Windows (IBM Corporation, Armonk, NY, USA).

Die deskriptiven Daten wurden mittels absoluter und relativer Haufigkeit sowie
Mittelwert, Median, Varianz, Standardabweichung, Minimum, Maximum und den
Interquartilsabstinden dargestellt. Die grafische Darstellung der Malle erfolgte mittels

Boxplot-Diagramme.

Mit Hilfe von Kreuztabellen wurde die relative Haufigkeit der mdglichen
Einflussfaktoren auf die Entstehung der fetalen/neonatalen Alloimmunthrombozytopenie
und der intrakraniellen Blutung (Geschlecht, andere Blutungen, Infektion,

Thrombozyten-kategorien) gepriift.

Die Daten wurden mittels dem Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung gepriift. Dabei

handelt sich um nicht-normalverteilte Daten.

Um den Zusammenhang zwischen einer intrakraniellen Blutung sowie der
Erkrankungsauspriagung mit der Thrombozytenzahl darzustellen, wurden die Daten dem

Mann-Whitney-U-Test unterzogen.

Mit der Spearman Korrelation wurde anschlieBend der Zusammenhang zwischen der
Thrombozytenzahl und den Inflammationsmarkern C-reaktives Protein, Procalcitonin,
Soluble fms-like tyrosine kinase-1, Cluster-of-differention-14 ermittelt. Um einer
Alphafehlerkumulierung entgegenzuwirken, wurde eine Bonferonie-Korrektur (4

Gruppen) durchgefiihrt.
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3. Ergebnisse

3.1 Basischarakteristika des Patientenkollektivs

In dieser Studie bestand das Patientenkollektiv aus 100 Patienten (Alter: Neugeborene),
aufgeteilt in zwei Gruppen aus je 50 Patienten. Die Gruppe ,,Non-FNAIT* hatte
miitterlicherseits keine nachgewiesenen HPA-la-Antikorper und stellte somit die
Kontrollgruppe dar. Die Gruppe ,bestitigte FNAIT“ umfasste miitterlicherseits
nachgewiesene HPA-1a-Antikorper und stellte somit die Erkrankungsgruppe dar.

Die Basischarakteristika der gesamten Kohorte sind in Tabelle 1 dargestellt. In den
nachfolgenden Tabellen 2-4 sind die Charakteristika jeweils nach den Gruppen
»Geschlecht”, | Erkrankungsausprigung sowie dem ,Vorhandensein einer
intrakraniellen Hémorrhagie (Blutung)“ aufgelistet. Es werden Geschlecht, Alter,
Erkrankungsauspriagung (bestitigte FNAIT/ Non-FNAIT), Vorhandensein einer
intrakraniellen Blutung, weitere sonstige Blutungen, das Vorhandensein einer Infektion,
die kindliche postnatale Thrombozytenzahl, sowie die in der Studie bestimmten
Inflammationsmarker (C-reaktives Protein, Procalcitonin, Soluble fms-like tyrosine

kinase-1, Cluster-of-differention-14) dargestellt.

Tabelle 3: Basischarakteristika des Patientenkollektivs

Kategorische' Daten werden als absolute und prozentuale Hiufigkeiten dargestellt,
metrische’ als Mittelwerte + SD, sFlt-1: Soluble fms-like tyrosine kinase-1

Charakteristika Patienten (n = 100)
Miénnlich! (%) 72 (72)

Weiblich! (%) 28 (28)

Alter? (Jahre) 0(=x0)

Gruppen

Bestitigte-FNAIT' (%) 50 (50)
Non-FNAIT! (%) 50 (50)
Intrakranielle Himorrhagien' (%) 12 (12)

Sonstige Blutung! (%) 25 (25)
Infektionen' (%) 12 (12)
Thrombozytenzahl? (/ul) 46430 (+ 50428,5)
Inflammationsmarker

C-Reaktives-Protein? (mg/1) 8,34 (+ 31,48)
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Procalcitonin? (ug/1) 1,34 (= 8,18)
sFlt-12 (pg/ml) 562,46 (+ 457,59)
Cluster-of-differention-14? (ug/ml) 8,57 (x7,38)

Tabelle 4: Charakteristika nach Geschlecht

Kategorische' Daten werden als absolute und prozentuale Hdiufigkeiten dargestellt,
metrische’ als Mittelwerte + SD, sFlt-1: Soluble fms-like tyrosine kinase-1

Charakteristika Minnlich (n = 72) Weiblich (n = 28)
Bestétigte-FNAIT! (%) 38 (68) 12 (32)
Non-FNAIT! (%) 34 (76) 16 (24)

Gruppen

e s 56 a
Sonstige Blutungen' (%) 19 (76) 6 (24)
Infektionen' (%) 9 (75) 3 (25)

Thrombozytenzahl?® (/ul)

49778 (& 55338)

37821 (34132)

Inflammationsmarker

C-Reaktives-Protein?
(mg/1)

9,71 (£37,04)

483 (£3,07)

Procalcitonin? (ug/l)

0,54 (+0,76)

3,40 (% 15,42)

sFlt-12 (pg/ml)

596,57 (+ 483,99)

474,76 (+ 375,10)

Cluster-of-differention-142
(ng/ml)

7,80  (+4,33)

10,55 (£ 12,03)

Tabelle 5: Charakteristika nach Erkrankungsgruppen

Kategorische' Daten werden als absolute und prozentuale Hiufigkeiten dargestellt,
metrischée’ als Mittelwerte + SD, sFlt-1: Soluble fms-like tyrosine kinase-1

Bestitigte-FNAIT (n =

Charakteristika 50) Non-FNAIT (n =50)
Minnlich' (%) 38 (53) 34 (47)

Weiblich! (%) 12 (43) 16 (57)

Gruppen

Intrakranielle

Himorrhagien' (%) 1102) 1®)

Sonstige Blutungen' (%) 22 (88) 3(12)

Infektionen' (%) 1(8) 11 (92)
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Thrombozytenzahl? (/ul)

32900 (& 33100,5)

59960 ( 60570,1)

Inflammationsmarker

C-Reaktives-Protein®
(mg/)

12,39 (+44,28)

430  (+2,94)

Procalcitonin? (ug/1)

230 (+11,54)

0,38  (+0,26)

sFlt-12 (pg/ml)

648,05 (= 502,17)

476,87 (+ 394,87)

Cluster-of-differention-142
(pg/ml)

8,93 (9,59

822 (4,22)

Tabelle 6: Charakteristika nach intrakraniellen Himorrhagien

Kategorische' Daten werden als absolute und prozentuale Hiiufigkeiten dargestellt,
metrische’ als Mittelwerte + SD, sFlt-1: Soluble fins-like tyrosine kinase-1

Intrakranielle Blutung

Keine intrakranielle

Charakteristika (n=12) Blutung (n = 88)
Minnlich (%) 8 (11) 64 (73)

Weiblich (%) 4 (14) 24 (86)
Gruppen

Bestitigte-FNAIT' (%) 11(22) 39 (78)
Non-FNAIT! (%) 1(2) 49 (98)

Sonstige Blutungen (%) 7 (28) 18 (72)
Infektionen (%) 1(8) 11(92)

Thrombozytenzahl? (/ul)

19417 (£ 19237,6)

50114 (+ 52274,6)

Inflammationsmarker

C-Reaktives-Protein?

+ +
(mg/l) 429 (£2,92) 8,90 (£33,53)
Procalcitonin?® (ng/l) 7,34 (+£23,53) 0,52 (£0,69)
sFlt-12 (pg/ml) 651,64 (+ 383,24) 550,30 (+ 467,39)
_ a . . _ 2
Cluster-of-differention-14 9021 (+6.83) 849 (748

(ng/ml)
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3.2 Korrelation zwischen der Erkrankungsausprigung und den gemessenen
Inflammationsmarkern

Es wurde gepriift, ob Korrelationen zwischen der Erkrankungsausprigung (bestitigte
FNAIT vs. Non-FNAIT) und den gemessenen Inflammationsmarkern C-Reaktives-
Protein (mg/1), Procalcitonin (ug/1), sFlt-1 (pg/ml) und Cluster-of-differention-14 (ng/ml)

vorlagen.

Es konnte keine signifikante Korrelation (p=0,965) zwischen der CRP-Konzentration und
der Erkrankungsauspriagung festgestellt werden. (,,Non FNAIT* (n = 50; mediane CRP-
Konzentration: 4,44 [25 %-75 %- Perzentile: 1,86/ 5,76]) verglichen mit der Gruppe
,bestitigte FNAIT* (n = 50; mediane CRP-Konzentration: 4,78 [25 %-75 %- Perzentile:
1,48/ 8,25])).

Es konnte keine signifikante Korrelation (p=0,133) zwischen der Procalcitonin-
Konzentration und der Erkrankungsausprigung festgestellt werden. (,,Non FNAIT* (n =
50; mediane Procalcitonin-Konzentration: 0,32 [25 %-75 %- Perzentile: 0,18/ 0,48])
verglichen mit der Gruppe ,bestitigte FNAIT“ (n = 50; mediane Procalcitonin -
Konzentration: 0,36 [25 %-75 %- Perzentile: 0,26 / 0,79]))

Es konnte keine signifikante Korrelation (p=0,243) zwischen der sFlt-1-Konzentration
und der Erkrankungsauspriagung festgestellt werden. (,,Non FNAIT* (n = 50; mediane
sFlt-1-Konzentration: 401,79 [25 %-75 %- Perzentile: 276,98/ 474,41]) verglichen mit
der Gruppe ,,bestitigte FNAIT* (n = 50; mediane sFIt-1-Konzentration: 454,50 [25 %-
75 %- Perzentile: 324,49/ 744,74]))

Es konnte keine signifikante Korrelation (p=0,427) zwischen der Cluster-of-differention-
14 -Konzentration und der Erkrankungsauspriagung festgestellt werden. (,,Non FNAIT*
(n = 50; mediane CD14-Konzentration: 8,18 [25 %-75 %- Perzentile: 5,98/ 9,66])
verglichen mit der Gruppe ,,bestdtigte FNAIT* (n = 50; mediane CD14-Konzentration:
6,44 [25 %-T75 %- Perzentile: 5,36/ 8,55]))

Abbildung 1 stellt die Ergebnisse graphisch dar.
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Abbildung 2: Korrelationen zwischen der Erkrankungsauspragung (bestitigte FNAIT vs. Non-FNAIT) mit
den gemessenen Inflammationsmarkern C-Reaktives-Protein (mg/l), Procalcitonin (pg/l), sFlt-1 (pg/ml)
und Cluster-of-differention-14 (ng/ml) sowie der kindlichen Thrombozytenzahl (/ul).
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3.3 Korrelation zwischen dem Auftreten einer intrakraniellen Hamorrhagie und
den gemessenen Inflammationsmarkern

Es wurde gepriift, ob Korrelationen zwischen einer intrakraniellen Himorrhagie und den
gemessenen Inflammationsmarkern C-Reaktives-Protein (mg/l), Procalcitonin (pg/l),

sFlt-1 (pg/ml) und Cluster-of-differention-14 (ug/ml) vorlagen.

Es konnte keine signifikante Korrelation (p=1) zwischen der CRP-Konzentration und
einer intrakraniellen Hamorrhagie festgestellt werden. (,,Non ICH* (n = 88; mediane
CRP-Konzentration: 7,45 [25 %-75 %- Perzentile: 5,72 / 9,42]) verglichen mit der
Gruppe ,,bestdtigte ICH* (n = 12; mediane CRP-Konzentration: 6,71 [25 %-75 %-
Perzentile: 5,46 / 9,97))).

Es konnte keine signifikante Korrelation (p=1) zwischen der Procalcitonin-Konzentration
und einer intrakraniellen Himorrhagie festgestellt werden. (,,Non ICH* (n = 88; mediane
Procalcitonin-Konzentration: 0,33 [25 %-75 %- Perzentile: 0,22 / 0,56]) verglichen mit
der Gruppe ,,bestétigte ICH* (n = 12; mediane Procalcitonin -Konzentration: 0,32 [25 %-
75 %- Perzentile: 0,23 / 0,32]))

Es konnte keine signifikante Korrelation (p=0,461) zwischen der sFlt-1-Konzentration
und einer intrakraniellen Himorrhagie festgestellt werden. (,,Non ICH* (n = 88; mediane
sFlt-1-Konzentration: 410,28 [25 %-75 %- Perzentile: 280,01 / 586,18]) verglichen mit
der Gruppe ,,bestitigte ICH* (n = 12; mediane sFlt-1-Konzentration: 496,21 [25 %-75 %-
Perzentile: 376,88 / 912,54]))

Es konnte keine signifikante Korrelation (p=1) zwischen der Cluster-of-differention-14 -
Konzentration und einer intrakraniellen Himorrhagie festgestellt werden. (,,Non ICH* (n
= 88; mediane CDI14-Konzentration: 7,45 [25 %-75 %- Perzentile: 5,72 / 9,42])
verglichen mit der Gruppe ,,bestétigte ICH* (n = 88; mediane CD14-Konzentration: 6,71
[25 %-75 %- Perzentile: 5,46 / 9,97]))

Abbildung 2 stellt die Ergebnisse graphisch dar.
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Abbildung 3: Vergleich zwischen einer intrakraniellen Hamorrhagie (bestdtigte intrakranielle
Hémorrhagie (n=12); keine intrakranielle =~ H&morrhagie (n=88)) und den gemessenen
Inflammationsmarkern C-Reaktives-Protein (mg/l), Procalcitonin (ug/l), sFlt-1 (pg/ml) und Cluster-of-
differention-14 (pg/ml).
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3.4 Korrelation zwischen der Erkrankungsausprigung/ einer intrakraniellen
Héamorrhagie und den kindlichen Thrombozyten (/ul)
Es wurde gepriift, ob Korrelationen zwischen der Erkrankungsausprigung sowie einer

intrakraniellen Blutung und der kindlichen Thrombozytenzahl (/ul) vorlagen.

Es zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang (p=0,0003) zwischen einer erniedrigten
postnatalen Thrombozytenzahl und der Erkrankungsauspriagung. (,,Non FNAIT* (n = 50;
mediane Thrombozytenzahl: 45 000 [25 %-75 %- Perzentile: 27 750/ 72 250]) verglichen
mit der Gruppe ,,bestitigte FNAIT* (n = 50; mediane Thrombozytenzahl: 20 000 [25 %-
75 %- Perzentile: 10 500 / 42 250]))

Desweitern war ein signifikanter Zusammenhang (p=0,0102) zwischen einer erniedrigten
postnatalen Thrombozytenzahl und einer intrakraniellen Blutung feststellbar. (,,Non
ICH* (n = 88; mediane Thrombozytenzahl: 37 500 [25 %-75 %- Perzentile: 18 500/
67 750]) verglichen mit der Gruppe ,bestitigte ICH“ (n = 12; mediane
Thrombozytenzahl: 12 000 [25 %-75 %- Perzentile: 6 250/ 27 500]))

Abbildung 3 stellt die Ergebnisse graphisch dar.
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Abbildung 4: Vergleich zwischen der Erkrankungsausprigung sowie einer intrakraniellen Blutung und der
kindlichen Thrombozytenzahl (/pl)
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3.5 Einfluss der Inflammationsmarker auf die postnatale Thrombozytenzahl (/ul)

in Abhéngigkeit der Erkrankungsauspragung

3.5.1 FEinfluss der C-reaktiven Protein-Konzentration (mg/dl) auf die postnatale
Thrombozytenzahl (/ul)

Es wurde gepriift, ob eine Korrelation zwischen der postnatalen Thrombozytenzahl (/ul)
und der C-reaktiven Protein-Konzentration (mg/dl) in Abhingigkeit der
Erkrankungsauspriagung (Gesamtkohorte (n=100), bestatigte FNAIT (n=50), Non FNAIT
(n=50)) vorlag.

Es konnte keine signifikante Korrelation (p=1; rs=0,067) zwischen der postnatalen
Thrombozytenzahl (/ul) und der CRP-Konzentration in der Gesamtkohorte (n=100)
festgestellt werden. Weiter zeigte sich ebenfalls keine signifikante Korrelation (p=0,877;
1s=0,177) zwischen der postnatalen Thrombozytenzahl (/ul) und der C-reaktiven Protein-
Konzentration (mg/dl) in der Gruppe ,bestitigte FNAIT*“ sowie keine signifikante
Korrelation (p=1; rs= 0,004) zwischen der postnatalen Thrombozytenzahl und C-
reaktiven Protein-Konzentration (mg/dl) in der Gruppe ,,non FNAIT*. Abbildung 4 stellt
die Ergebnisse graphisch dar.
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Abbildung 5:Korrelation zwischen der postnatalen Thrombozytenzahl (/ul) und der C-reaktiven Protein-
Konzentration (mg/dl) in Abhéngigkeit der Erkrankungsauspragung. (Gesamtkohorte (n=100), bestitigte
FNAIT (n=50), Non FNAIT (n=50)).

Zur iibersichtlichen Darstellung wurden die Werte: ,,X-Achse: kindliche Thrombozyten: 49 000 /ul; Y-
Achse: CRP 315,43 mg/1*; ,,X-Achse: kindliche Thrombozyten: 408 000 /ul; Y-Achse: CRP 0,38 mg/1* in
dieser Abbildung graphisch nicht dargestellt.
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3.5.2 Einfluss der Procalcitonin-Konzentration (pug/l) auf die postnatale
Thrombozytenzahl (/ul)

Es wurde gepriift, ob eine Korrelation zwischen der postnatalen Thrombozytenzahl (/ul)
und der Procalcitonin-Konzentration (pg/l) in Abhéngigkeit der Erkrankungsauspragung

(Gesamtkohorte (n=100), bestétigte FNAIT (n=50), Non FNAIT (n=50)) vorlag.

Es konnte eine signifikante negative Korrelation (p=0,0000315; rs=-0,430) zwischen der
postnatalen Thrombozytenzahl (/ul) und der Procalcitonin-Konzentration (pug/l) in der
Gesamtkohorte (n=100) festgestellt werden. Weiter zeigte sich ebenfalls eine signifikante
negative Korrelation (p= 0,042; rs= -0,359) zwischen der postnatalen Thrombozytenzahl
(/ul) und der Procalcitonin-Konzentration (pg/l) in der Gruppe ,,bestétigte FNAIT* sowie
eine signifikante negative Korrelation (p= 0,024; rs= -0,384) zwischen der postnatalen
Thrombozytenzahl und der Procalcitonin-Konzentration (pg/l) in der Gruppe ,,non

FNAIT*. Abbildung 5 stellt die Ergebnisse graphisch dar.
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Abbildung 6: Korrelation zwischen der postnatalen Thrombozytenzahl (/ul) und der Procalcitonin-
Konzentration (pg/l) in Abhédngigkeit der Erkrankungsausprigung (Gesamtkohorte (n=100), bestitigte
FNAIT (n=50), Non FNAIT (n=50)).

Zur ibersichtlichen Darstellung wurden die Werte: ,,X-Achse: kindliche Thrombozyten: 28000 /ul ; Y-
Achse: Procalcitonin 82,05 pg/l*; ,, X-Achse: kindliche Thrombozyten: 408 000 /ul; Y-Achse:
Procalcitonin 0,42 ng/1“ in dieser Abbildung graphisch nicht dargestellt.
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3.5.3 Einfluss der sFlt-1-Konzentration (pg/ml) auf die postnatale Thrombozytenzahl
(/ul)

Es wurde gepriift, ob eine Korrelation zwischen der postnatalen Thrombozytenzahl (/ul)
und der sFlt-1-Konzentration (pg/ml) in Abhidngigkeit der Erkrankungsausprigung
(Gesamtkohorte (n=100), bestétigte FNAIT (n=50), Non FNAIT (n=50)) vorlag.

Es zeigte sich eine signifikante negative Korrelation (p=0,0016; rs=-0,347) zwischen der
postnatalen Thrombozytenzahl (/ul) und der sFIt-1-Konzentration (pg/ml) in der
Gesamtkohorte (n=100). Weiter zeigte sich ebenfalls eine signifikante negative
Korrelation (p= 0,021; r-= -0,388) zwischen der postnatalen Thrombozytenzahl (/ul) und
der sFlt-1-Konzentration (pg/ml) in der Gruppe ,,bestétigte FNAIT*.

Jedoch zeigte sich keine signifikante Korrelation (p= 1; rs= -0,065) zwischen der
postnatalen Thrombozytenzahl und der sFlt-1-Konzentration (pg/ml) in der Gruppe ,,non

FNAIT*. Abbildung 6 stellt die Ergebnisse graphisch dar.
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Abbildung 7: Korrelation zwischen der postnatalen Thrombozytenzahl (/ul) und der sFlt-1-Konzentration
(pg/ml) in Abhingigkeit der Erkrankungsausprigung (Gesamtkohorte (n=100), bestétigte FNAIT (n=50),
Non FNAIT (n=50)).

Zur iibersichtlichen Darstellung wurden die Werte: ,,X-Achse: kindliche Thrombozyten: 408 000 /ul; Y-
Achse: sFlt-1: 172,10 pg/ml* in dieser Abbildung graphisch nicht dargestellt.
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3.5.4 Einfluss der Cluster-of-differention-14-Konzentration (ng/ml) auf die postnatale
Thrombozytenzahl (/ul)

Es wurde gepriift, ob eine Korrelation zwischen der postnatalen Thrombozytenzahl (/ul)
und der Cluster-of-differention-14-Konzentration (ug/ml) in Abhéngigkeit der
Erkrankungsauspriagung (Gesamtkohorte (n=100), bestatigte FNAIT (n=50), Non FNAIT
(n=50)) vorlag.

Es konnte keine signifikante Korrelation (p= 0,352; rs= 0,171) zwischen der postnatalen
Thrombozytenzahl (/ul) und der Cluster-of-differention-14-Konzentration (pg/ml) in der
Gesamtkohorte (n=100) festgestellt werden. Weiter zeigte sich ebenfalls keine
signifikante Korrelation (p= 1; rs= 0,117) zwischen der postnatalen Thrombozytenzahl
(/ul) und der Cluster-of-differention-14-Konzentration (ug/ml) in der Gruppe ,,bestétigte
FNAIT* sowie keine signifikante Korrelation (p= 1; rs= 0,082) zwischen der postnatalen
Thrombozytenzahl und der Cluster-of-differention-14-Konzentration (pg/ml) in der

Gruppe ,,non FNAIT*. Abbildung 6 stellt die Ergebnisse graphisch dar.

70,00 5
Gesamtkohorte (n=100)
p=0,352
r=-0,171
60,00 |
’g I ] O Bestatigte FNAIT
S Bestitigte FNAIT (n=50) Non FNAIT (n=50) ONon FNAIT
3 50,00 _ _
= p=1 p=1
< r=0,177 r,=0,082
3
c
O 40,00
R
[=
o
£
5 3000 o
5
— (o)
£ 2000
(e o
G (o) o ) (o]
[ole} o o
o o @ ° o
1 30 0o O o
0.0 63 ®e 8(?003008 ® 00&0o o ©o° 8 o ° o
& O8008> o o ¢ o o
o) © °
0 <] o
0 25000 50000 75000 100000 125000 150000 175000

kindliche Thrombozyten, postnatal (/ul)

Abbildung 7: Korrelation zwischen der postnatalen Thrombozytenzahl (/ul) und der Cluster-of-
differention-14-Konzentration (ug/ml) in Abhéngigkeit der Erkrankungsausprigung (Gesamtkohorte
(n=100), bestitigte FNAIT (n=50), Non FNAIT (n=50)). Zur ibersichtlichen Darstellung wurden die
Werte: ,,X-Achse: kindliche Thrombozyten: 408 000 /ul; Y-Achse: sFlt-1: 7,27 pg/ml* in dieser Abbildung
graphisch nicht dargestellt.
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4. Diskussion

Das Ziel derzeitiger Forschungen im Bereich der fetalen und neonatalen
Alloimmunthrombzytopenie ist es, den Pathomechanismus der Erkrankung besser zu
verstehen, um hieraus Modelle fiir eine frithzeitige, gezielte und kostengiinstige Therapie
sowie Screening-Untersuchungen zu entwickeln. Dabei ist es notwendig,
nachzuvollziehen, weshalb die Erkrankung in ihrer Ausprigung und Schwere deutlich
variiert. Obwohl es sich um eine seltene Erkrankung handelt, ist das Trauma, ein Kind zu
verlieren ein katastrophaler Einschnitt im Leben werdender Eltern. Die vorliegende
Arbeit dient dem Zweck, die Datenlage zu erweitern und als Baustein fiir kiinftige
Forschungen auf diesem Gebiet zu dienen. Nach dem jetzigen Wissensstand ist dies die
erste Studie, die eine Entziindungsreaktion in Kindern mit einer fetalen und neonatalen
Alloimmunthrombozytopenie untersucht. Dabei konzentriert sich diese Arbeit auf vier
Entziindungswerte: C-reaktives Protein, Procalcitonin, Cluster of Differentiation-14

(sCD-14) und sFIt-1.

4.1 Beeinflusst eine systemische Entziindung die fetale und neonatale
Alloimmunthrombozytopenie?

Eine Arbeitsgruppe um Kapur et al. (2015) stellte die Hypothese auf, dass CRP als Co-
Faktor einer IgG-induzierten Phagozytose von Thrombozyten diene und somit eine
Thrombozytopenie verstirke. Dies basiere auf einer durch HPA-la-Antikrper
induzierten oxidativen Schidigung der Thrombozytenmembran mit Freilegung von CRP-
Bindungsstellung und nachfolgender Opsonierung sowie Abbau dieser. Thren
Ergebnissen nach kdnnte CRP ein wichtiger Biomarker fiir das Schweregrad-Monitoring
einer IgG-induzierten Thrombozytopenie darstellen. Hierfiir untersuchten Kapur et al.
(2015) die CRP-Konzentration im Serum von 71 Kindern mit einer neu diagnostizierten
Immunthrombozytopenie (ITP) und 21 Kindern mit einer neu diagnostizierten FNAIT.
Es zeigte sich eine signifikant erhohte CRP-Konzentration in beiden Krankheitsgruppen
im Vergleich zu gesunden Kindern. Eine Korrelation mit schweren Blutungsereignissen

im Rahmen einer FNAIT konnte aber nicht nachgewiesen werden (Kapur et al. 2015).

Diese Ergebnisse konnten wir in unserer FNAIT-Kohorte (n=50) nicht reproduzieren. Es
zeigt sich kein Zusammenhang zwischen der CRP-Konzentration und der
Erkrankungsauspriagung , FNAIT*“ im Vergleich zu unserer Kontroll-Kohorte ,,Non-
FNAIT* (n=50) (p=0,965). Dabei zeigen sich aber in beiden Gruppen eine relativ hohe
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mediane CRP-Konzentration (Non-FNAIT: 4,44 mg/l vs. FNAIT: 4,78 mg/l). Laut
(Bellieni et al. 2014) sollte die mediane CRP-Plasmakonzentration in gesunden
Neugeborenen 12 Stunden nach Geburt 0,5 mg/l (0,01-4,6) und nach 24 Stunden
1,7 mg/dl (0,2—15,4) betragen. Dabei ist kritisch zu sehen, dass CRP durch eine Vielzahl
externer Faktoren beeinflusst wird. Dazu zédhlen die Linge des Blasensprungs,
Geburtsdauer, intrapartale  Antibiotikatherapie, vorgeburtliche Steroidtherapie,
miitterliches Fieber/Infektion, die Hohe des Geburtsgewichts und das Gestationsalter
(Tiozzo und Mukhopadhyay 2022; Chiesa et al. 2003; Eschborn und Weitkamp 2019).
Diese Faktoren in einer Studie optimal zu kontrollieren, ist kompliziert, da das
Kindeswohl an erster Stelle steht und bei Verdacht einer lebensgefdhrdenden Erkrankung
sofort therapeutische MaBBnahmen ergriffen werden miissen. Die ergriffenen MaBnahmen
und dem Kind hierdurch zugefiigten Stress fithren dabei unumgénglich zur Erhéhung der
CRP-Konzentration (Tiozzo und Mukhopadhyay 2022). Dies fiihrt zu einer niedrigen
Spezifitit von CRP in der FNAIT-Diagnostik. Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse und
dem starken Einfluss externer Faktoren ist CRP kein geeigneter Surrogatparameter fiir

die FNAIT und fiir eine Prognoseeinschitzung der Erkrankung ungeeignet.

Auch fiir die weiteren Entziindungsmarker Procalcitonin (p=1), sFlt-1 (p=0,461) und
sCD-14 (p=1) konnte kein Zusammenhang mit der Erkrankungsausprigung festgestellt
werden. Dabei wird die Procalcitonin-Konzentration des Neugeborenen, dhnlich wie
CRP, durch das Geburtsgewicht, das Gestationsalter und die Dauer des Blasensprungs
beeinflusst (Eschborn und Weitkamp 2019; Turner et al. 2006). PCT wird ubiquitér als
Reaktion auf Endotoxine oder Entziindungsmediatoren sekretiert und korreliert mit dem
Schweregrad bakterieller Infektionen (Reinhart et al. 2012; Gogos et al. 2000). Im
Gegensatz zu CRP zeigt PCT eine negative Korrelation mit der Thrombozytenzahl bei
allen untersuchten Neugeborenen. FEin signifikanter Unterschied der PCT-
Konzentrationen zwischen der FNAIT- und der Kontroll-Gruppe war jedoch nicht
nachweisbar. Fiir die beobachtete Korrelation zwischen PCT und der Thrombozytenzahl
existieren zwei mogliche Erkldrungen: Entweder beeinflusst die reduzierte
Thrombozytenmasse die Konzentration messbarer PCT im Serum direkt oder PCT
spiegelt eine unspezifische inflammatorische Aktivitit wider, die unabhingig vom
spezifischen Ausloser (immunologisch oder infektios) eine Rolle in der Regulation der

Thrombozytenzahl spielt.
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Losliches CDI14  gilt als allgemeiner Marker fiir die  Monozyten-
/Makrophagenaktivierung und ist auch ein niitzlicher Marker fiir Sepsis bei
Neugeborenen (van Maldeghem et al. 2019). Die gemessene mediane sCD-14-
Konzentration in der FNAIT (8,18 pg/ml) sowie in der Kontrollgruppe (6,44 png/ml)
liegen deutlich iiber den bei Martinez et al. 2014 0,32 pg/ml) und Berner et al. 2002
(0,28 ng/ml) gemessenen Werten der gesunden Neugeborenen. Wir hatten einen
moglichen Anstieg der sCD14-Werte bei der FNAIT im Vergleich zur Kontrollgruppe
erwartet, da antikérperbeladene Thrombozyten in der Regel durch Phagozytose, aus dem
Kreislauf entfernt werden und dies mit einer Aktivierung der Monozyten/Makrophagen
einhergeht. Hierfiir lieferten unsere Daten aber keine Hinweise. Es zeigte sich signfikante
Korrelation zwischen den sCD-14-Werten und der Thrombozytenzahlen in beiden

Kohorten.

Insgesamt sprechen die Ergebnisse gegen eine relevante Beteiligung systemischer
Inflammationsprozesse an der Ausprigung der Thrombozytopenie bei FNAIT. Ein
methodischer Unterschied zu Kapur et al. (2015) besteht darin, dass in unserer Studie
keine gesunde Kontrollgruppe untersucht wurde, sondern eine thrombopenische Kohorte
ohne Nachweis miitterlicher HPA-Antikérper. Dies muss bei der Interpretation der
Ergebnisse kritisch beriicksichtigt werden, da eine mogliche Verzerrung durch nicht
vollstindig kontrollierbare perinatale Faktoren oder unerkannte Infektionen nicht
ausgeschlossen werden kann. Zusétzlich erfolgte die Anpassung der jeweiligen Proben
der Kontrollgruppe an die FNAIT-Gruppe nach Alter der Probe (2000-2015). Dabei
fehlten vor allem in dlteren Proben klinische Angaben der Probanden. Eine tatsdchliche

gesunde Kontrollgruppe ist somit kritisch zu hinterfragen.

Zudem handelt es sich bei der FNAIT um eine seltene Erkrankung. Dies spiegelt sich in
einer nur begrenzten Anzahl an vorhandenen Erkrankungsfillen wider, die in eine Studie
eingeschlossen werden konnen, und fiihrt zu einer kleinen Kohorte mit geschwéchter
Aussagekraft der Ergebnisse. Dahingehend sind weitere prospektive Untersuchungen mit

grofleren Fallzahlen notig, um die erhobenen Ergebnisse zu verifizieren.

4.2 Die systemische Entziindung als Teil des Pathomechanismus einer
intrakraniellen Blutung?

Vorrangegangene Studien bei erwachsenen Patienten mit spontanen intrakraniellen

Blutungen zeigten im Verlauf iiber 72 Stunden erhohte CRP-Konzentrationen im Blut
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sowie in der hdmorrhagischen Lésion selbst (Di Napoli et al. 2012). Dabei konnte iiber
die CRP-Plasmakonzentration die GroB3e des entstehenden Himatoms vorhergesagt und
als Indikator fiir das Outcome genutzt werden (D1 Napoli et al. 2014). Basierend auf
diesen Studien versuchte Kapur et. al diese Ergebnisse in der vorhandenen FNAIT-
Kohorte zu reproduzieren. Dabei stellte sich aber kein Zusammenhang zwischen einer
CRP-Konzentration und dem Auftreten einer intrakraniellen Blutung dar (Kapur et al.

2015).

Dieses Ergebnis konnte durch die vorliegende Arbeit unterstiitzt werden. Es konnte kein
signifikanter Zusammenhang zwischen einer intrakraniellen Blutung und den
gemessenen Entziindungsmarkern festgestellt werden (CRP (p=1); PCT (p=1); sFlt-1
(p=0,461); sCD-14 (p=1)). Wie auch Kapur et. al in seiner Kohorte kritisch anmerkte, ist
die Kohorte mit einer intrakraniellen Blutung in dieser Studie sehr klein (n=11). Auf der
Basis dieser kleinen Kohorte eine qualitativ hochwertige Aussage zu erzeugen, muss
kritisch betrachtet werden. Bei einer Inzidenz von 1:10 000 eine intrakranielle Blutung
im Rahmen einer FNAIT zu entwickeln (Winkelhorst et al. 2020), treten bei 795 000
Neugeborenen (Stand 2021) in Deutschland (Statistisches Bundesamt 2019) ca. 80 Fallen
pro Jahr in der gesamten deutschen Population auf. Diese Fille miissen von dem
behandelnden Pédiater erkannt und einer FNAIT zugeordnet werden, was zu einer
Reduktion der eingeschlossenen Fille fithren kann. Zudem unterliegen CRP und PCT
einer starken Beeinflussung verschiedener externer Faktoren. Man muss davon ausgehen,
dass diese Marker hierdurch keine ausreichende Spezifitit fiir das Erkennen einer

intrakraniellen Blutung oder einer Prognose-Einschétzung aufweisen.

Die Entstehung von einer intrakraniellen Blutung im Rahmen einer FNAIT unterliegt am
ehesten einem synergetischen Effekt zwischen einer antikOrpervermittelten
Beeintrachtigung der Angiogenese und einer bestehenden Thrombozytopenie. Dabei
konnte keine zytotoxische Wirkung auf die Endothelzellen beobachtet werden, sondern
es zeigte sich eine verringerte Dichte und Apoptose von proliferierenden Endothelzellen
sowie eine Abnahme von angiogenetischen Faktoren (VEGF, FGF-acid, MMP-8,
Endothelin-1) (Yougbaré et al. 2015). Weiter zeigte sich in einer Studie zu subarachnoidal
Blutungen ein Zusammenhang zwischen der sFlt-1-Konzentration und dem Auftreten von
Vasospasmen (Griessenauer et al. 2017). sFIt-1 hat die Aufgabe, das Wachstum und die

Apoptose von vaskuldren Endothelzellen zu modulieren (Failla et al. 2018).
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Ein Zusammenhang zwischen einer erhohten sFIt-1-Plasmakonzentration und dem
Auftreten einer intrakraniellen Blutung konnte in der FNAIT-Kohorte aber nicht
nachgewiesen werden. Dies konnte an einer zusitzlichen Beeinflussung der sFlt-1-
Konzentration durch eine plazentare Entziindung liegen, die im Rahmen einer FNAIT

auftreten kann (Althaus et al. 2005).

In der Zusammenschau der Ergebnisse sind die vorliegenden Entziindungsmarker ohne
Nutzen als Surrogatparameter fiir eine FNAIT-induzierte intrakranielle Blutung
einzuordnen. Weiter scheinen diese ebenfalls als Indikator fiir eine Prognoseeinschidtzung
einer intrakraniellen Blutung nicht geeignet zu sein. Auch in diesem Fall sind weitere

Studien mit groBeren Fallzahlen von Noten, um die erhobenen Ergebnisse zu bestitigen.

4.3 Zusammenhang zwischen Inflammationsmarkern und der postnatalen
Thrombozytenzahl

Nach der aktuellen Studienlage ist anzunehmen, dass der Schweregrad der
Thrombozytopenie bei einer FNAIT durch die Hohe der HPA-la-Antikorper-
Konzentration beeinflusst wird. Es zeigt sich bei Frauen mit dem Risikoallel
DRB3*01:01 eine deutlich hohere HPA-1a- Antikorperkonzentration und somit bei den
betroffenen Kindern signifikant hdufiger schwere Thrombozytopenien. Dabei ist unklar,
inwieweit die HPA-la-Antikorper-Konzentration zur Risikostratifizierung tatséchlich
genutzt werden kann. Diese Diskussion unterliegt dem wissenschaftlichen Diskurs
(Kjeldsen-Kragh und Bengtsson 2020; Killie et al. 2008). Zudem existieren auch
widerspriichliche Studien, die keinen Zusammenhang zwischen einer HPA-la-
Antikorper-Konzentration mit dem Risikoallel DRB3*01:01, der
Thrombozytenkonzentration oder dem Auftreten einer intrakraniellen Blutung sehen
(Wienzek-Lischka et al. 2017). Einen anderen Ansatz verfolgte die Arbeitsgruppe um
Kapur et. al, die den Verdacht stellte, dass CRP als Co-Faktor einer IgG-induzierten
Phagozytose von Thrombozyten diene und somit eine Thrombozytopenie verstirke

(Kapur et al. 2015).

In der vorliegenden Arbeit konnten die Ergebnisse von Kapur et. al nicht reproduziert
werden. Es zeigte sich keine signifikante Korrelation zwischen der Thrombozytenzahl
und der gemessenen CRP-Konzentration in der Gesamt-Kohorte (p=1), in der FNAIT-
Kohorte (p=0,877) oder in der Kontroll-Kohorte (p=1). Dieses Ergebnis deckt sich mit
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der fehlenden Korrelation zur allgemeinen Erkrankungsauspragung und unterliegt auch

den bereits diskutierten Schwichen dieser Studie.

Auch fiir den in der Sepsis-Diagnostik genutzten Marker sCD-14 zeigte sich keine
signifikante Korrelation zwischen der Thrombozytenzahl und der sCD-14-Konzentration
in der Gesamt-Kohorte (p= 0,352), in der FNAIT-Kohorte (p=1) oder in der Kontroll-
Kohorte (p=1). sCD-14 dient zur Erkennung und Bindung bakterieller
Lipopolysaccharide im Rahmen der angeborenen Immunantwort (Zanoni und Granucci
2013). Weiter ist es auch beteiligt an der Erkennung von DAMPs (damage-associated
molecular patterns). Diese treten bei Zellschddigung auf und bestehen aus
Zellmembranbruchstiicken (Zanoni et al. 2017). Da es aber im Rahmen der FNAIT zu
geordneter AntikOrper-assoziierter Phagozytose in der Milz des Neugeboren kommt
(McMillan et al. 1974) und keine grof3flachigen Zellschiden auftreten, auch nicht im
Rahmen von Hirnblutungen (Yougbaré et al. 2015), ist der Einfluss von sCD-14 in der
Pathogenese der FNAIT wahrscheinlich zu vernachlissigen. Dies spiegeln auch die in
dieser Studie erhobenen Daten wider. Es ist anzunehmen, dass sCD-14 als prognostischer

oder diagnostischer Marker bei FNAIT als nicht relevant einzustufen ist.

Fiir Procalcitonin (PCT) ergab sich hingegen eine signifikant negative Korrelation mit
der Thrombozytenzahl in der Gesamt-Kohorte (p < 0,001; rs = —0,430), in der FNAIT-
Kohorte (p = 0,047; rs =—0,359) sowie in der Kontroll-Kohorte (p = 0,024; rs = —-0,338).
Ein signifikanter Unterschied der PCT-Konzentrationen zwischen den beiden Kohorten

war jedoch nicht nachweisbar.

Die Interpretation dieser Beobachtung muss kritisch erfolgen. Procalcitonin unterliegt
nach der Geburt einer physiologischen Konzentrationsdynamik und wird zudem durch
verschiedene perinatale Faktoren beeinflusst (Eschborn und Weitkamp 2019). So sinkt
die PCT-Konzentration mit zunehmendem Geburtsgewicht (-2,2 % pro 100 g) und
Gestationsalter (—11,4 % pro Woche), wihrend sie mit der Dauer des Blasensprungs
ansteigt (Chiesa et al. 2011; Turner et al. 2006). Auch das Geburtsgewicht und das
Gestationsalter sind bei Neugeborenen mit FNAIT oft reduziert (Nedberg et al. 2021),
zudem erfolgt die Entbindung nicht selten vorzeitig per Kaiserschnitt zur Pravention
schwerer Blutungskomplikationen (Kjeldsen-Kragh et al. 2007). Dies fiihrt zu weiteren
moglichen Einflussfaktoren, die die Interpretation der PCT-Werte erschweren. Eine

groBBe norwegische Studie konnte zudem zeigen, dass bei 21,5 % der Kinder nach
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prophylaktischem Kaiserschnitt Komplikationen wie Atemnotsyndrome aufgrund
unreifer Lungenentwicklung auftraten (Kjeldsen-Kragh et al. 2007; Vos et al. 2020).
Auch Infektionen konnen PCT-Werte beeinflussen; diese wurden in unserer Kohorte
zwar nicht systematisch dokumentiert, stellen aber potenzielle Storfaktoren dar (Reinhart

et al. 2012).

Insgesamt ist daher davon auszugehen, dass die beobachtete Korrelation zwischen PCT
und der Thrombozytenzahl nicht kausal zu interpretieren ist, sondern vielmehr
unspezifische inflammatorische Prozesse widerspiegelt, die unabhingig vom
spezifischen Ausloser (immunologisch oder infektios) Einfluss auf die Regulation der

Thrombozytenzahl nehmen kdnnen.

Zusammenfassend lassen die erhobenen Daten vermuten, dass systemische
Inflammationsmarker ~ keinen  relevanten  Beitrag zur  Pathogenese  oder
Prognoseeinschitzung der FNAIT leisten. Methodisch ist hierbei zu beriicksichtigen, dass
die Kontrollkohorte bewusst aus thrombopenischen Neugeborenen ohne Nachweis
miitterlicher HPA-Antikorper bestand und somit nicht als gesunde Kontrollgruppe zu
werten ist. Weitere Studien mit groBeren Fallzahlen sind erforderlich, um die hier
beobachteten Zusammenhénge, insbesondere im Hinblick auf Procalcitonin, zu

verifizieren.

4.4 Die Bedeutung der plazentaren Entziindung fiir den Schweregrad FNAIT

Althaus et al. (2005) berichtet erstmalig tiber das Auftreten einer chronischen Villitis
(Entzlindung der Plazentazotten) bei unbehandelten FNAIT-Schwangerschaften. Diese
Ergebnisse wurden gestiitzt durch Dubruc et al. (2016), welche eine chronische
Chorioamnionitis, chronisch basale Villitis und chronische Intervillositis feststellen
konnten sowie einem Fallbericht von Tchakarov et al. (2013). Zudem zeigte eine
Arbeitsgruppe von Yougbaré et al. (2017) eine durch Natiirliche Killerzellen ausgeloste
Plazentadysfunktion in einem FNAIT-Mausmodel, welche zu Fehlgeburten und
intrauterinen Wachstumsretardierung (IUGR, engl.: intrauterine growth retardation)
fiihrte. Dabei wird B3-Integrin als Antigen von HPA-la-Antikérpern nicht nur von
Thrombozyten (allbp3), sondern auch von vaskuldren Endothelzellen und Trophoblasten
exprimiert (aVB3) (Leeksma et al. 1987; van Gils et al. 2009; Kabir-Salmani et al. 2003).
Nedberg et al. (2021) konnte einen starken Zusammenhang zwischen HPA-la-

Antikdrpern im miitterlichen Serum und dem Risiko eine geringgradige chronisch-
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histiozytére Intervillositis zu entwickeln, nachweisen. Es stellt sich daher der Verdacht,
dass HPA-la-Antikorper die plazentare Angiogenese behindern und hypoxdmische

Schaden induzieren.

Eine Beeintriachtigung der Trophoblasteninvasion im gro3en Ausmaf3 kann bspw. bei der
Praeklampsie beobachtet werden. Ein in der Diagnostik dieser Erkrankung essenzieller
Marker ist sFlt-1. Dieser wird hauptsidchlich in Trophoblasten produziert und ein
Hauptinduktor fiir die Ausschiittung stellt eine Gewebehypoxdmie dar (Zeisler et al.
2016; Maynard et al. 2003).

Diese Arbeit konnte einen signifikanten Zusammenhang zwischen einer erniedrigten
Thrombozytenzahl und einer erh6hten sFlt-1-Konzentration bei Neugeborenen mit einer
FNAIT nachweisen (p= 0,021; r== -0,388). Diesen Zusammenhang zeigte die Kontroll-
Kohorte nicht. Hieraus stellt sich die Hypothese, dass die Schwere der plazentaren
Entziindung mit sFlt-1 als Marker den Schweregrad einer FNAIT widerspiegelt. Der
Schweregrad der FNAIT wiederrum wird iiber die kindliche Thrombozytenzahl definiert.
Dabei steigt mit sinkender Thrombozytenzahl auch die Wahrscheinlichkeit einer
intrakraniellen Blutung (schweres Blutungsereignis), was derzeit der einzige Risikofaktor
fiir diese darstellt und sich in den Ergebnissen dieser Arbeit auch prisentiert (Ghevaert et

al. 2007b).

Die in dieser Arbeit aufgestellte Hypothese zwischen der plazentaren Entziindung und
dem Schweregrad der FNAIT présentiert sich wie folgt: Eine durch HPA-1a-Antikrper
ausgeldste chronische Villitis/Intervillositis fithrt zur Zerstérung von villosen Kapillaren
durch CD-8+-T-Zellen (Nedberg et al. 2021). Dabei ist derzeit noch unklar, inwieweit die
HPA-1a-Antikdrperkonzentration die Schwere der plazentaren Entziindung widerspiegelt
(Nedberg et al. 2021). Die HPA-1a-Antikorperkonzentration korreliert allerdings mit dem
Schweregrad der durch die FNAIT verursachte Thrombozytopenie (Kjeldsen-Kragh et al.
2020). Durch die Kapillarschiadigung kommt es zur lokalen Minderperfusion mit
Gewebehypoxdmien, vergleichbar einer Minderperfusion aufgrund einer gestorten
Trophoblasteninvasion im Rahmen einer Praeklampsie (Chaiworapongsa et al. 2014).
Dabei prisentiert sich die in der FNAIT ausgeldste plazentare Entziindung aber in der
Auspriagung als geringgradig, kann jedoch in dem Schweregrad variieren und bis zu
einem intrauterinen Fruchttod fiihren (Nedberg et al. 2021). Die induzierte

Gewebehypoxdmie fiihrt zur Ausschiittung von sFlt-1 durch plazentare Trophoblasten.
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Dabei besteht die Annahme, je intensiver die plazentare Entziindung ausfillt, die iiber
eine erhohte sFIt-1-Konzentration definiert ist, desto ausgeprigter auch die

Thrombozytopenie und somit auch der Schweregrad der FNAIT ist.

Inwieweit dabei die Schwere der plazentaren Entziindung mit der Hohe der sFlt-1-
Konzentration korreliert, ist unklar. Auch bleibt offen, ob ein Zusammenhang zwischen
der HPA-1a-Antikorperkonzentration und der Auspragung der plazentaren Entziindung
oder den sFIt-1-Konzentrationen besteht. Eine wesentliche Limitation der vorliegenden
Arbeit ist, dass keine Plazentahistologie vorlag, sodass die Verbindung zwischen
biochemischen Markern und histologischen Veranderungen nicht direkt iiberpriift werden

konnte.

Eine weitere methodische Einschrinkung besteht darin, dass in dieser Arbeit keine
Messung der HPA-1a-Antikdrperkonzentration erfolgte und ausschlieBlich das HPA-1a-
Antigen beriicksichtigt wurde, obwohl auch andere Antigene (z. B. HPA-5b, HPA-1b,
HPA-3a) fiir FNAIT verantwortlich sein konnen (Mueller-Eckhardt et al. 1989).

Diese Arbeit stellt erstmalig den Verdacht auf einen Zusammenhang zwischen einer
plazentaren Entziindung und dem Schweregrad der FNAIT. Weitere Studien sind
notwendig, um diese Hypothese zu bestdtigen. Dabei sollte insbesondere der
Zusammenhang zwischen HPA-la-Antikorperkonzentration, plazentarer Entziindung
und sFIt-1 untersucht werden. Analog zur Préeklampsie-Diagnostik, bei der das
Verhiltnis von sFlt-1 zu PIGF zur Risikoabschédtzung genutzt wird (Zeisler et al. 2016),
konnte auch bei FNAIT die kombinierte Betrachtung dieser Marker zukiinftig von
Interesse sein. PIGF als Gegenspieler zu sFlt-1 gehort zu den vaskuldren endothelialen
Wachstumsfaktoren und reguliert die Angiogenese. In der vorliegenden Arbeit wurde
PIGF nicht untersucht, da sich die Fragestellung auf systemische Entziindungsmarker
konzentrierte. Zudem konnte die Einbeziehung des miitterlichen Serums zusédtzliche
Hinweise auf die Pathogenese liefern und perspektivisch neue diagnostische Ansitze

eroffnen.
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5. Zusammenfassung

Hintergrund: Die fetale und neonatale Alloimmunthrombozytopenie (FNAIT) ist eine
seltene, potenziell lebensbedrohliche Erkrankung, die durch maternale Alloantikorper
gegen paternale Thrombozytenantigene verursacht wird. Intrakranielle Blutungen treten
in etwa 10% der Fille auf und stellen die schwerwiegendste Komplikation dar. Da die
Korrelation zwischen Thrombozytenzahl und dem Auftreten intrakranieller Blutungen
nur schwach ist, wurde diskutiert, ob systemische oder plazentare Entziindungsprozesse
den Schweregrad der Erkrankung modulieren. Ziel dieser Arbeit war es, diesen

Zusammenhang zu untersuchen.

Studiendesign und Methoden: In einer retrospektiven Fall-Kontroll-Studie wurden
Serumproben von 50 Neugeborenen mit FNAIT durch anti-HPA-1a-Antikrper (davon
11 mit intrakranieller Blutung) und 50 Kontrollproben thrombopenischer Neugeborener
ohne FNAIT analysiert. Untersucht wurden die Inflammationsmarker C-reaktives Protein
(CRP), Procalcitonin (PCT), 16slicher fms-like Tyrosinkinase-1-Rezeptor (sFlt-1) und
16sliches CD-14 (sCD-14). Die Messungen erfolgten mit kommerziell verfligbaren

Testsystemen, die statistische Auswertung mittels Korrelations- und Gruppenanalysen.

Ergebnisse: Fiir CRP (p = 0,965) und sCD-14 (p = 1,0) konnte kein Zusammenhang mit
der Thrombozytenzahl oder dem Auftreten intrakranieller Blutungen nachgewiesen
werden. PCT zeigte eine signifikante negative Korrelation mit der Thrombozytenzahl
(FNAIT: rs = -0,359; p = 0,047), erwies sich jedoch aufgrund der bekannten
Beeinflussung durch perinatale Faktoren (Geburtsgewicht, Gestationsalter, Dauer des
Blasensprungs) als nicht pathophysiologisch relevant im Rahmen der FNAIT.

Ein signifikanter Zusammenhang ergab sich lediglich fiir sFlt-1, das in der FNAIT-
Kohorte negativ mit der Thrombozytenzahl korrelierte (rs = —0,388; p = 0,021), nicht
jedoch in der Kontrollgruppe. Dies legt nahe, dass sFlt-1 als Marker einer plazentaren
Entziindung oder Dysfunktion eine modulierende Rolle im Krankheitsverlauf spielen
konnte.

Schlussfolgerung: Zusammenfassend deuten die Ergebnisse darauf hin, dass
systemische Entziindungen keine wesentliche Rolle in der Pathogenese der FNAIT
spielen. Hinweise finden sich jedoch dafiir, dass plazentare Entziindungsvorginge einen
Einfluss auf den Schweregrad der Erkrankung haben konnten. Zukiinftige Studien sollten
daher die Kombination von Plazentahistologie, maternalen Antikorperspiegeln und

angiogenetischen Markern (sFlt-1, ggf. PIGF) untersuchen. Perspektivisch konnte daraus

58



ein diagnostischer Ansatz entwickelt werden, der, dhnlich wie in der Prieklampsie-

Diagnostik, eine friihzeitige und kosteneffiziente Risikostratifizierung ermoglicht.

6. Summary

Background: Fetal and neonatal alloimmune thrombocytopenia (FNAIT) is a rare but
potentially life-threatening disorder caused by maternal alloantibodies against paternal
platelet antigens. Intracranial hemorrhage occurs in approximately 10% of cases and
represents the most severe complication. Since the correlation between platelet count and
the occurrence of intracranial hemorrhage is weak, it has been discussed whether systemic
or placental inflammatory processes may modulate disease severity. The aim of this study

was to investigate this association.

Study design and methods: In a retrospective case-control study, serum samples from
50 newborns with FNAIT due to anti-HPA-1a antibodies (including 11 with intracranial
hemorrhage) and 50 control samples from thrombocytopenic newborns without FNAIT
were analyzed. Inflammatory markers including C-reactive protein (CRP), procalcitonin
(PCT), soluble fms-like tyrosine kinase-1 receptor (sFlt-1), and soluble CD-14 (sCD-14)
were measured using commercially available test systems. Statistical analyses included

correlation and group comparisons.

Results: No association was found for CRP (p = 0.965) or sCD-14 (p = 1.0) with platelet
count or the occurrence of intracranial hemorrhage. PCT showed a significant negative
correlation with platelet count (FNAIT: rs = —0.359; p = 0.047), but due to strong
influence from perinatal factors (birth weight, gestational age, duration of membrane
rupture) it was considered not pathophysiologically relevant in FNAIT. A significant
association was found only for sFlt-1, which negatively correlated with platelet count in
the FNAIT cohort (rs = —0.388; p = 0.021), but not in the control group. This suggests
that sFIt-1, as a marker of placental inflammation or dysfunction, may play a modulatory

role in the disease course.

Conclusions: Taken together, the results suggest that systemic inflammation does not
play a major role in the pathogenesis of FNAIT. However, there is evidence that placental
inflammatory processes may influence disease severity. Future studies should therefore

investigate the combination of placental histology, maternal antibody levels, and
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angiogenic markers (sFlt-1, possibly PIGF). In the long term, this may lead to the
development of a diagnostic approach which, similar to preeclampsia diagnostics, could

enable early and cost-effective risk stratification.
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7. Abkiirzungsverzeichnis

APC — Antigenpréasentierende Zelle

CD - Cluster of Differentiation

CRP — C-reaktives Protein

ELISA — Enzyme-linked Immunosorbent Assay
FNAIT — Fetale und neonatale Alloimmunthrombozytopenie
GP — Glykoprotein

HLA — Humanes Leukozytenantigen

HPA — Humanes Pléttchenantigen

ICH — Intrakranielle Himorrhagie

IgG — Immunglobulin G

IL — Interleukin

IUGR — Intrauterine Wachstumsretardierung
IVIG — Intravendse Immunglobuline

LBP — LPS-Bindungsprotein

LPS — Lipopolysaccharid

MAPK — Mitogen-aktivierte Proteinkinase
mCRP — Monomeres C-reaktives Protein
NF-«B — Nukleérer Faktor Kappa-B

OCT — Offenes kanalikulédres Tubulussystem

PAMP — Pathogen-assoziiertes molekulares Muster (engl. pathogen-associated molecular

pattern)
PCT — Procalcitonin

PEG2 — Prostaglandin E2
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PIGF — Placental Growth Factor

PRR — Pattern-Recognition-Rezeptoren

sCD-14 — Solubles Cluster of Differentiation 14
sFlt-1 — Soluble fms-like tyrosine kinase-1

SNP — Single Nucleotide Polymorphism

SSW — Schwangerschaftswoche

TLR — Toll-like-Rezeptor

TNF-a — Tumornekrosefaktor alpha

VEGF — Vascular Endothelial Growth Factor
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