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1 Einleitung

1.1  Funktion humaner Blutplattchen

Humane Blutplattchen  (Thrombozyten) sind  kernloselasfafragmente  von
Knochenmarksriesenzellen (Megakaryozyten), die eimehtige Rolle in der primaren
Hamostase spielen. lhre wesentliche Funktion bestehder schnellen Adhasion an
endotheliale und subendotheliale Strukturdefekte @efallwand. Durch die nachfolgende
Aggregation weiterer Blutplattchen kommt es zumgiien Blutstillung (Shattil et al., 1998).
Die Interaktion der Blutplattchen mit dem Gefal3ehéb und untereinander wird Uber
Mediater-Substanzen, z.B. Thrombin (Detwiler and3dwan, 1985), von Willebrand-Faktor
(De Marco et al.,, 1986; Ruggeri and Zimmerman, })9&ibrinogen (Ruoslahti and
Pierschbacher, 1987), Fibronektin (Ruoslahti aretdéhbacher, 1987) und Adhasivproteine,
aus dem Blutplasma oder anderen beteiligten Zeliemittelt. Diese entfalten ihre Wirkung
bevorzugt an Rezeptormolekilen auf der OberflagreTdhrombozyten. Hierbei handelt es
sich um verschiedene, zu Komplexen zusammengetadgeitkoproteine (GP) (Kunicki,
1989; Nurden, 2007; Shattil and Newman, 2004). diégr Adhasion und Aggregation sind
insbesondere die GP-Komplexe Ib/IX (Ruggeri and @emman, 1987), lib/llla ((lIb33
Integrin) (Pytela et al., 1986), la/llaZf1 Integrin) (Nieuwenhuis et al., 1985) und VI (Pati
et al., 2001) von Bedeutung. Einige dieser Glyktgne tragen antigene Determinanten,

welche von anti-thrombozytaren Antikorpern als inmogen erkannt werden (s. Abb. 1.1).

lba

Ibp 0 B2 MG
'x )

! a4

GPIb/IX GPV GPIb/IX GPIV GPlIb/llla  GPla/lla HLA

allbp3  allbpl

Abb. 1.1: Schematische Darstellung thrombozytarer Glyktgine@ mit Relevanz in
immunologisch bedingten Thrombozytopenien.
Abb. modifiziert aus http://www-tmed.med.uni-rostate/bielit04.html
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Eine Immunreaktion gegen thrombozytare Strukturetztsvoraus, dass diese als ,fremd®
erkannt und mit einer Immunantwort beantwortet wardDie Immunantwort besteht in einer
Aktivierung des humoralen und des zellularen Arnes dmmunsystems. Als Folge der
Aktivierung der humoralen Immunantwort werden mkiénreaktive Antikérper gebildet. Ihre
Rolle in der Pathogenese von Immunthrombozytopeisieanbestritten (Santoso and Kiefel,
2001). Die Bedeutung der zellularen Immunantwdrbisher weitgehend unklar.
Thrombozyten unterliegen nach Bindung von plattcbaktiven Alloantikbrper einem
vermehrten und beschleunigten Abbau durch dasutegkdoplasmatische System (RES).
Eine in Folge auftretende Verminderung der Thromgtezahl (Thrombozytopenie)
verursacht eine gesteigerte Blutungsneigung, dib Elinisch individuell verschieden, in
Hautblutungen (Petechien, Hamatome, Sugillation@fer auch Blutungen der inneren
Organe manifestieren kann (Shulman et al., 1964).

Neben einer Immunthrombozytopenie kdnnen plattaediive Antikdrper moglicherweise
auch die Funktion (qualitativ) und/oder die Obafflénexpression (quantitativ) von
Plattchenglykoproteinen verandern und damit dieoftivozytenfunktion beeintrachtigen
(Thrombozytopathie) (Bithell et al., 1972; van Lesmn et al., 1981).

1.2 Humane plattchenspezifische Alloantigene

Als Plattchenalloantigene werden polymorphe, ehlglic Strukturen auf normalen
Blutplattchen bezeichnet, die nach ihrer Ubertraguauf ein genetisch verschiedenes
Individuum derselben Spezies zur Bildung von spedtien Antikorpern (Alloantikérpern)
fuhren konnen. Diese Immunisierung kann wahrencereiichwangerschaft oder nach
Thrombozytentransfusionen, selten auch nach Translonen erfolgen (Warkentin and
Smith, 1997). Daher sind thrombozytare Alloantigene grof3er transfusionsmedizinischer
Bedeutung.

Einige Alloantigene haben die Thrombozyten mit denythrozyten und den Leukozyten
gemeinsam.

Die ABH Blutgruppenantigene sind mittlerweile zvetdfrei auf den Glykoproteinen Ib, llla,
lIb, 1V, V, dem thrombozytéaren Zelladh&sionsmoleRECAM-1 und dem Phosphoinositol
(P1)-verankertem CD109 nachgewiesen (Hou et aB61%¥elton et al., 1998; Mollicone et
al., 1988; Ogasawara et al., 1993; Santoso e129]; Santoso et al., 1993c; Stockelberg et
al., 1996). ABH-Antigene sind im Allgemeinen nurgaringer Dichte auf den Thrombozyten
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exprimiert, obwohl einige Individuen als Hochexpener von Antigen A und B,
insbesondere auf GPIIb und PECAM-1, identifizieirden (Curtis et al., 2000). Solche
interindividuellen Schwankungen in der ABH Expresskonnen in seltenen Fallen Ursache
fur das Ausbleiben eines postransfusionellen Thomytenanstiegs sein (Cooling et al.,
2005; Curtis and Aster, 2006).

Neben den Erythrozytenantigenen sind die HLA- (Haorbaukocyte Antigen-) Merkmale des
A- und B-Locus (,HLA Klasse I-Antigene®) integraler Bestandteil der
Thrombozytenmembran (Santoso et al., 1993a; Sambsh, 1986). Diese HLA-Antigene
sind in sehr hoher Dichte exprimiert, unterliegerdgch einer auffallig hohen
interindividuellen Schwankungsbreite. Die Genpradudes HLA-C Locus (,HLA Klasse
lI-Antigene®) sind nur in geringer Dichte nachweasb(Duquesnoy et al., 1977; Mueller-
Eckhardt et al., 1980). HLA-A- und B-Merkmale besit eine grol3e klinische Bedeutung im
Rahmen der Thrombozytentransfusion.

Als , plattchenspezifisctieAntigene werden immunogene Varianten (Polymorpkrsder
Membranglykoproteine (GPs) GPla/llaa2B1 Integrin), GPIib/llla @llbB3 Integrin),
GPIb/IX und CD109 bezeichnet (Santoso and KieféD1). Von diesen Antigenen wurde
ursprunglich angenommen, dass sie ausschlieB3licihtmombozyten bzw. Megakaryozyten
exprimiert werden. Mittlerweile ist bekannt, dassige dieser Antigene auch auf
Rezeptormolekilen vorkommen, die bei der Interaktton zellularen Membranstrukturen
mit ihrer Matrix eine Rolle spielen und die untexnd Begriff Integrine zusammengefasst
werden. So wurden auf der Integrif33 (GPllla) Untereinheit lokalisierte
Plattchenalloantigene auch auf Endothelzellen, teglatMuskelzellen und Fibroblasten
entdeckt (Giltay et al., 1989). Ebenso werden Aarigdera2 Integrin (GPla) Untereinheit
auch auf langzeitaktivierten T-Lymphozyten und Bheétzellen exprimiert (Giltay et al.,
1990; Santoso et al., 1989). Lediglich die aufaldo Integrin (GPIIb) Untereinheit (Giltay et
al., 1988) und auf der GPIb Untereinheit vorhandefAstigene scheinen fir Thrombozyten
spezifisch zu sein. Trotz dieser Einschréankung wuit Bezeichnung plattchenspezifische
Antigene jedoch beibehalten.

Historisch erhielten die plattchenspezifischen éatie ihre Bezeichnung anhand der Namen
von Patienten, von denen die Antiseren erstmalsogeen wurden. Da die zunehmende
Mehrfachbenennung identischer Antigene (z.B. Zw uR#f s. Tab. 1.1) einige
Schwierigkeiten verursachte, wurde eine neue Nomank das HPA (Humane
Plattchenalloantigene) System, eingefihrt (von &emme and Decary, 1990).
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Im HPA-System sind alle bekannten Antigensystemeroragflogisch nach ihrer
Erstentdeckung beziffert worden. Die allelischen tigene eines Systems werden
alphabetisch, dabei zuerst das hochfrequente &lel), danach das weniger frequente Allel

(= b),
Plattchenalloantigene zugrundegelegt (Metcalfd.e2@03).

benannt. Der gegenwartigen Nomenklatur widie Molekulargenetik der

Tab. 1.1: Uberblick tiber Alloantigene nach HPA-Nomenklatietcalfe et al., 2003)

Antigen Synonym Glykoprotein HGNC Nukleotid- Aminosaure-
Substitution Substitution
HPA-la Zw, P GPllla ITGB3 T176 Leu33
HPA-1b Zw, PP C176 Pro33
HPA-2a K& GPlh GP1BA Cc482 Thr145
HPA-2b Kd, Sif T482 Met145
HPA-3a BaR, Lek GPIlb ITGA2B T2621 lle843
HPA-3b Bak G2621 Ser843
HPA-4a YuR, Perd GPllla ITGB3 G506 Arg143
HPA-4b Yuk, PeR A506 GIn143
HPA-5a Bf, Zay GPla ITGA2 G1600 Glus05
HPA-5b BF, ZaV}, HS A1600 Lys505
HPA-6w C& TS GPllla ITGB3 1544G > A Arg489Gin
HPA-7w Md* GPllla ITGB3 1297C > G Pro407Ala
HPA-8w SF GPllla ITGB3 1984C > T Arg636Cys
HPA-9w Maxt GPIlb ITGA2B 2602G > A Val837Met
HPA-10w L& GPllla ITGB3 263G > A Arg62Gin
HPA-11w Gré GPllla ITGB3 1976G > A Arg633His
HPA-12w Iy* GPI3 GP1BB 119G > A Gly15Glu
HPA-13w Sif GPla ITGA2 2483C>T Thr799Met
HPA-14w 0é GPllla ITGB3 1909 1911delAAG Lys611ldel
HPA-15a Go¥ CD109 CD109 C2108 Ser682
HPA-15b Go? A2108 Tyr2108
HPA-16w Duv GPllla ITGB3 497C>T Thr140lle

HGNC = Human Gene Nomenclature Committee

Bisher wurden sechs diallelische Alloantigen-SysMPA 1 - 5, und -15) und zehn selten
frequente Alloantigene (,private antigens”), diernin einzelnen Fallen klinisch in
Erscheinung traten, beschrieben. Die meisten diézaymorphismen kommen durch
Punktmutationen (Einzelnukleotidpolymorphismen,gBnNucleotid Polymorphism HSNP)

auf DNA-Ebene zustande, welche durch einen entspreten Aminosaureaustausch in den
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betroffenen Glykoproteinen deren tertidare Strukiwerandern und somit neue immunogene
Strukturen bilden. Nur HPA-14w wird durch eine Am&duredeletion (Lys611) dgi3-
Integrins gebildet (Santoso et al., 2002). Allehkis bekannten Systeme zeigen grolde
Frequenzunterschiede zwischen den einzelnen edmgshuppen (Castro et al., 2007; Randen
et al., 2003). Zwei Systeme zeichnen sich daduush dass sie jeweils nur bei Kaukasiern
(HPA-1) oder Asiaten (HPA-4) polymorph sind (Shirag, 2003). Alle plattchenspezifischen
Alloantigene werden wie auch die ABH- und HLA-KlassAntigene autosomal-kodominant

vererbt.

1.3 Klinische Bedeutung von plattchenspezifischeltloAntigenen

Plattchenspezifische Antigene und gegen sie getiet&ntikorper spielen eine wichtige Rolle
in der Pathogenese von drei immunologisch bedingtemmunthrombozytopenien:
i) Refraktarzustand gegen ThrombozytentransfusidfarR) ii) posttransfusionelle Purpura

(PTP) und iii) fetale und neonatale Alloimmunthramaitopenie (FNAIT).

1.3.1 Refraktarzustand gegen Thrombozytentransfusio

Fur den immunologisch bedingten Refraktarzustandgeg@éber unausgewahlten
Thrombozytentransfusionen (PTR), d.h. das fehlehagteigen der Thrombozytenzahl nach
erfolgter Transfusion, sind vor allem Alloantikbrmeegen HLA-Klasse I-Antikorper klinisch
relevant (Warkentin and Smith, 1997). Plattchendisehe Alloantikdrper, die mit HLA-
Antikdrpern oder auch alleine auftreten konnen,dsarin lediglich 8 - 10 % der Falle mit
Refraktarzustand beobachtet (Kiefel et al., 2001yer Mehrheit der Falle sind die Antigene
HPA-la (Pappalardo et al., 2001), HPA-1b und HPAHMwIviert (Kiefel et al., 2001,
Novotny et al.,, 1995). In der therapeutischen Kqonsez werden HLA-kompatible
Thrombozyten substituiert (Rebulla, 2005).

1.3.2 Posttransfusionelle Purpura

Die PTP ist eine sehr seltene, aber schwere Trsinsfereaktion, welche 7 — 10 Tage nach
erfolgter Transfusion von Thrombozytenkonzentraten einem plotzlichen Abfall der
Thrombozytenzahl fuhren kann. Diese Erkrankung imitiber 95 % aller Félle bei Frauen

mittlerem bis hoherem Lebensalters auf, die siclvorzudurch eine Schwangerschaft
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immunisiert haben (Kroll et al., 1993; Mueller-Eektt, 1986). Bei Mannern sind
Bluttransfusionen vorangegangen. Die Dauer diesemmunologisch vermittelten
Thrombozytopenie ist normalerweise auf 5 bis 60eTagschrankt. Obwohl die autologen
Plattchen der Patienten das korrespondierende émtigcht tragen, unterliegen sie einem
beschleunigten Abbau.

Das Risiko einer PTP besteht bei einer von 50.0@MsSfusionen, ist aber heutzutage durch
die Gabe von nahezu leukozytenfreien Blutprodulsiegir gering (Williamson et al., 2000).
Eine PTP ist nahezu immer mit sehr schweren Blgkmigplikationen assoziiert (Mueller-
Eckhardt, 1986). Als Therapie der Wahl gilt dieravendse (IV) Gabe von hohen Dosen
Immunglobulin (Ig) (2 x 1 g/kg Korpergewicht odex®.4 g/kg Koérpergewicht). Damit |&sst
sich in etwa 70 - 80 % der Falle die Thrombozytéharanerhalb weniger Tage normalisieren
(Mueller-Eckhardt and Kiefel, 1988).

Die plattchenreaktiven Alloantikdrper richten siain der Mehrzahl der Félle gegen das
Alloantigen HPA-1a (90 %) (Mueller-Eckhardt, 1986hulman et al., 1961), Spezifititen
gegen HPA-1b (Chapman et al., 1987; Taaning etl8B5), -2b (Lucas et al., 1997), -3a
(Keimowitz et al., 1986; Wautier et al., 1984), -@fickler et al., 1986), 4b (Kiefel et al.,
1989b) und 5b (Anolik et al., 2001; Christie ef 4691) werden jedoch auch beobachtet.

Die posttransfusionelle Purpura wurde zwar berEd81 erstmals beschrieben (Shulman et
al., 1961), jedoch ist ihre Pathogenese bis heutniten (Warkentin and Smith, 1997).

Es wurde von einigen Autoren die Annahme geau@eds zirkulierendes HPA-1a Antigen
aus den Thrombozyten des immunisierenden Blutpredulpersistieren und Antigen-
Antikdrper Komplexe an die autologen Thrombozytelsaabiert werden (Shulman et al.,
1961). Die Alloimmunreaktion ist krankheitsausldgeda bei nahezu allen Patienten mit PTP
eine dokumentierte Exposition gegeniber dem thraythoen Alloantigen wéahrend
Bluttransfusionen bei friheren Schwangerschaftehegn.

In einer anderen Hypothese wird davon ausgegandess I6sliches transfundiertes
Alloantigen im Plasma oder Thrombozytenfragmentehnder Transfusion an autologe
Plattchen adsorbiert werden und nachfolgend eih@aAtikbrperbildung induzieren (Kickler
et al., 1986).

Mueller-Eckhardt und Kollegen haben postuliert, sdasvahrend der sekundaren,
anamnestischen Immunisierung, die eine PTP veroirsaio zweiter autoreaktiver Antikorper
gebildet wird, welcher fir die Immunthrombozytoperdes Patienten verantwortlich ist

(Mueller-Eckhardt, 1986). In Ubereinstimmung miestr letzten These ist die Beobachtung,
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dass in der Mehrzahl der untersuchten Falle ausadéwmiogen (und alloantigennegativen)
Plattchen autoreaktive Alloantikorper eluiert ward@nnen (Kiefel et al., 2005). Es ist daher
denkbar, dass dieser pseudospezifische Alloantkdiper einen begrenzten Zeitraum mit

einem strukturell verwandten Epitop auf den autefogihrombozyten der Patienten reagiert.

1.3.3 Fetale und neonatale Alloimmunthrombozytopeni

Bei der FNAIT handelt es sich um eine fetomatermakempatibilitdt zwischen Mutter und
Kind (Kaplan, 2002, 2007; Warkentin and Smith, 1997utter, die ein bestimmtes erbliches
Plattchenantigen nicht besitzen, kbnnen wéhrendSdawangerschaft durch Thrombozyten
ihres Kindes, welche das der Mutter fehlende Amtigem Vater geerbt haben, immunisiert
werden. Die maternalen I1gG Antikdrper werden UtberRlazenta Ubertragen und fuhren in
der fetalen Zirkulation zur beschleunigten Elimioatvon Thrombozyten. Daraus resultiert
eine Thrombozytopenie des Feten und Neugeborenan,sidh in einer individuell
ausgepragten Blutungsneigung manifestieren kana.Haithogenese der FNAIT entspricht
der durch Rhesusantikdrper ausgeldsten hamolytiséeugeborenenerkrankung (HNK),
jedoch sind bei der ENAIT schon in Uber 50 % detleFdie Erstgeborenen von der
Erkrankung betroffen (Durand-Zaleski et al., 1998urphy and Williamson, 2000). Die
FNAIT hat eine Inzidenz von ca. 1 auf 1000 bis 20&ugeborenen (Kjeldsen-Kragh et al.,
2007; Williamson et al., 1998).

Das Klinische Bild einer FNAIT st typisch. Eine symde Mutter bringt ein
thrombozytopenisches Kind zur Welt, dass Zeichewreverstarkten Blutungsneigung mit
Petechien, Hautblutungen, gelegentlich auch Bluwangus Korperdffnungen und inneren
Organen aufweist. Als schwerste Komplikation ké&mieim Neugeborenen Hirnblutungen
auftreten, deren Folge Blindheit, geistige und kdiphe Behinderung und der Tod sein
kénnen (Mueller-Eckhardt et al., 1989; Reznikoffelzaint et al., 1988).

Die optimale Therapie besteht in der Substitution Xompatiblen Thrombozyten (Murphy
and Bussel, 2007). Diese kdénnen von der Mutter lddrorombozytenapherese oder von
Fremdspendern gewonnen werden. Falls ein kompafifleombozytenersatz jedoch nicht
sofort mdglich ist, kdnnen nach den Daten einer enelwbtudie auch inkompatible
Thrombozytenpraparate eingesetzt werden (Kiefal.e2006). Uber die therapeutische Dosis
von IV Ig besteht Uneinigkeit (Berkowitz et al.,@) Murphy and Bussel, 2007).

Eine Alloimmunisierung gegen HPA-1a ist am haukgsan der Pathogenese einer FNAIT in

der kaukasischen Bevoélkerung beteiligt und fura% aller serologisch verifizierten Falle
7
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verantwortlich (Kroll et al., 2005b). In 7 — 26 %ea Falle werden Hirnblutungen beobachtet
(Muller et al., 1985; Spencer and Burrows, 200Dn wenen die Halfte schon intrauterin
auftritt (Mueller-Eckhardt et al., 1989). Diese endn einem Drittel der Féalle letal (Spencer
and Burrows, 2001). Bisher sind die Faktoren, di@s dEntstehen einer schweren
Blutungskomplikation begunstigen, umstritten. E@ig\utoren haben eine Korrelation
zwischen der maternalen Antikorperkonzentration ded Schwere der Thrombozytopenie
gefunden (Bertrand et al., 2006; Jaegtvik et &AQQ2 Killie et al., 2007; Williamson et al.,
1998). Jedoch gibt die Thrombozytenzahl des Kiradkesn nur unzureichende Hinweise auf
das zu erwartende Blutungsrisiko. Sie ist zudemmmititnvasiven Malinahmen zu bestimmen
(Birchall et al., 2003). Jiingst publizierte Datesr @islang grof3ten prospektiven Studie mit
100.448 unselektierten Schwangeren indizieren, dadsr Schweregrad eines
vorangegangenen Kindes keinen Rickschluss auf dmvee der Thrombozytopenie in
Folgeschwangerschaften zulasst (Kjeldsen-Kraghl.et2807). Entgegen der bisherigen
Annahme (Birchall et al., 2003) treten schwere @hgiskomplikationen in der ersten
Schwangerschaft mit derselben Haufigkeit auf wielén Folgeschwangerschaft. Daher sind

sensitive maternale Parameter fir die Pranatald&tnunerlasslich.

Das Plattchenalloantigen HPA-5b ist in ca. 15 %raiNAIT Falle involviert und meistens
mit einer sehr milden Blutungsneigung assoziiedlén et al., 1991). Diese Beobachtungen
deuten darauf hin, dass die Epitop- und/oder Ansgezifitdt der Alloantikorper in engem

Zusammenhang zur Blutungsneigung stehen.

Eine durch HPA-3a Inkompatibilitat induzierte FNAITvelche fir 1 — 2 % aller Falle
verantwortlich ist, verursacht in der Mehrheit #eile eine sehr schwere Thrombozytopenie
(Glade-Bender et al., 2001). Die Frequenz alleragn Alloantikérper ist zu gering, um ihre
Relevanz auf den klinischen Verlauf der FNAIT zwteilen (Ertel et al., 2005; Kroll et al.,
2005b). Neuen Erkenntnissen zufolge kdonnte dasgantHPA-Ow von Bedeutung in der
FNAIT sein (Kaplan et al., 2005; Peterson et &0%).

Haufig werden wahrend einer Schwangerschaft auchA-Hhtikdrper gebildet, deren
pathologische Relevanz unklar ist (Taaning, 2000).

In der Tabelle 1.2 sind alle Antikdrperspezifitdteiie wahrend der vergangenen Jahre im
Institut fur Klinische Immunologie und Transfusiomsdizin/Giel3en nachgewiesen wurden,

zusammengefasst (Kroll et al., 2005b).
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Tab. 1.2: Antikdrperspezifitaten in

(Kroll et al., 2005b)

serologisch verifizierteNAIT Fallen (GielR3en, 1987 to 2002, n = 569).

HPA- N Prozent HPA- Anzahl
la 428 75.1 5a 2
5b 101 17.7 8w 1(+1%

la+5b 13 2.3 11w 1
3a 10 1.8 12w 1
1b 3 13w 2
2b 3 14w 1
4b 1 15b 2

* Ein zuséatzlicher Fall durch anti-HPA-8w ohne kdiche FNAIT wurde beobachtet

1.4 Pathogenese der fetalen und neonatalen Alloinmthrombozytopenie

1.4.1 Humorale Immunantwort in der FNAIT

Eine Neugeborenenthrombozytopenie bei der FNAITiistFolge einer raschen Elimination
von fetalen Thrombozyten, an welche maternale Aligérper gebunden sind.

Der wichtigste Mechanismus besteht darin, dassatiaorper mit ihren Bindungsstellen fur
Antigene direkt an ihre korrespondierenden Platialeantigene binden. Tritt keine oder nur
eine unvollstandige Komplementaktivierung ein, veerddie sensibilisierten Thrombozyten
Uber Fc-Rezeptoren des retikuloendothelialen Syst@RES) aus der Blutbahn eliminiert
(Harrington et al., 1953; Shulman et al., 1964).

Wird durch die Bindung von Antikdrpern an ihre Epié die Aktivierung der klassischen
Komplementkaskade ausgelost (Loos, 1982; Roos aithD2002), kbénnen Blutplattchen
bereits intravasal durch den Membranangriffskom@l&b-9 zerstort werden. Die Kaskade
wird durch Interaktion von C1 mit dem zellgebundena&ntigen-Antikorper-Komplex
ausgelost. C1 besteht strukturell und funktional awei Bausteinen, dem C1q Protein und
einem Tetramer aus je 2 C1r- und C1s-Molekilen.rdieBindung der C1qg Untereinheit an
den Antikdrper kommt es zu einer Konformationsandgr des Cl-Komplexes und
nachfolgend zur katalytischen Aktivitat der ProssasCls und Cl1r, die den weiteren
Reaktionsweg der Komplementaktivierung tber desdisthen Weg einleitet (Kishore and
Reid, 2000) (s. Abb. 1.2.)

In vitro fuhrt Komplementaktivierung zur Phagozytose (Mddfil et al.,, 1974),
Verénderungen der Plattchenmorphologie (Clancyl.etl@72; Zahavi and Marder, 1974),
Plattchenlyse (Aster and Enright, 1969) und Seinfogisetzung (Cines and Schreiber,
1979).
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Gesicherte Befunde fur einen solchen Pathomechasism bei einer
Alloimmunthrombozytopenie gibt es bis heute nidhinige Studien konntem vitro eine
Komplementbindung durch plattchenreaktive Antikérpachweisen, in der Mehrheit der
Falle fur Medikament-abhangige Antikorper (Kiefelat., 1989a) und fur plattchenreaktive
Autoantikorper (Kiefel et al., 1989a; Kurata et, d1985). Eine Komplementfixierung durch
plattchenreaktive Alloantikorper ist dagegen sedltes und wurde bisher nur fiur HPA-1a
Alloantikdrper, die eine PTP verursacht haben, bebtet (Cines and Schreiber, 1979;
Schreiber et al., 1979; Tsubakio et al., 1986).

Komplementsystem

Klassische Komplementkaskade

Anaphylatoxin3a ——— C3a

C3c Cha
/ C3b /

C4 == (C2 =—=p> (C3 =——=p> (CH=—0=p>

/ \ / Faktor Bb
Cac Cad

Alternativer Weg

Clq, C1r, C1s

C5 5b-9
C5 5b-9 (m)

Abb. 1.2 Komponenten und Aktivierungswege des Komplemestésys.

Die griinen Pfeile charakterisieren die Bildung ralgender Komponenten, wahrend die
schmalen Pfeile den Zerfall einer Komponente imese$paltprodukte verdeutlichen. C5b-9
ist der terminale Komplex, der nach Bildung an Zédlen als membrangebundener Komplex
C5b-9(m) diese direkt durch Zelllyse zerstéren kdber Faktor Bb ist eine Serinprotease
und das aktive Enzym der C3 und C5 Konvertase.

1.4.2 Zellulare Immunantwort in der FNAIT

Wahrend die humorale Immunantwort bei einer fetemeatien Inkompatibilitat gut
charakterisiert ist, ist die Bedeutung des zeleidmmunsystems bis heute unklar.

Die HPA-la Immunisierung zeigt eine sehr starke o&sgion zum HLA-DR52a
(DRB3*0101) Allel (Braud et al., 1994; Maslanka at, 1996; Williamson et al., 1998).

Neueste Daten einer norwegischen Studie mit 100u¥lektierten Schwangeren zeigen,

10



Kapitel 1 Einleitung

dass die HLA-DR52a Typisierung die Identifizierumgn Risikoschwangerschaften in der
Pranataldiagnostik erleichtert (Kjeldsen-Kraghlet2007)

Im Fall einer HPA-1b homozygoter33-Pro33) Mutter, deren Kind in vorangegangener
Schwangerschatft von einer FNAIT betroffen war, veueihe T-Zellaktivierung durch GPllla
Peptide derf33-Leu33 Isoform nachgewiesen (Maslanka et al., 19Ptese Beobachtung
deutet auf eine Rolle von T-Lymphozyten in der Bgdnese von
Alloimmunthrombozytopenien hin.

Wu und Mitarbeiter konnten zeigen (Wu et al., 1998ss ei33-Leu33 Peptid (As Rest 24-
45) an losliches, rekombinantes HLA-DRB3*0101 bindein 33-Pro33 Peptid hingegen
nicht. Dendritische Zellen (DCs) sind potente amtigrasentierende Zellen (APC), die
vermutlich wahrend einer HPA-1a Immunisierung @8sLeu33 Antigen prozessieren und
zur Prasentation CD4 positiver T-Helferzellen emperen. Eine Aktivierung von T-
Helferzellen initiert dann die Induktion der Difenzierung von B-Lymphozyten in
Plasmazellen, sowie die Stimulation der Proliferatvon naiven B-Lymphozyten und B-
Gedachtniszellen mit nachfolgender Antikdrpersegaret

Die Immunantwort bei einer HPA-1b Immunisierung lshgegen nicht mit einem HLA-

Phéanotyp assoziiert (Kuijpers et al., 1992).

1.4.3 Diaplazentarer IgG Transport in der FNAIT

Bereits 1892 wurde von Paul Ehrlich Gberzeugendalegt, dass die spezifische Immunitat
von der Mutter auf das Kind Ubertragbar ist (El]it892). Neben einem protektivem Effekt
kann der maternale 1gG Transport auch negative Akengen auf das Neugeborene haben,
insbesondere durch die Ubertragung von Alloantigiimpgegen Blutzellen (Erythrozyten,
Granulozyten, Thrombozyten) mit der Folge eineoftimunh&mozytopenie.

Der IgG-Transport erfolgt wahrend der gesamten @clgerschaft direkt Gber die Plazenta
(Dancis et al., 1961), besonders ausgepragt alseéraér der 26. Schwangerschaftswoche
(Gitlin and Biasucci, 1969). Die Ursachen dafurdsianklar. Vermutlich wird der 1gG
Transfer durch den Zytotrophoblasten, welcher i d#ihen Schwangerschaft eine
undurchlassige Schicht zwischen dem Synzytiotrofassén und dem Stroma bildet,
gehemmt (Bright and Ockleford, 1995). Im dritternTester der Schwangerschaft wird dieser
briichig, so dass der Synzytiotrophoblast und dd&ffeadothel innerhalb der Plazenta die
einzigen Barrieren zwischen dem maternalen Blut dedfetalen Zirkulation darstellen (s.
Abb. 1.3).

11
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miitterliches Blut

FcRn

Annexin Il

PLAP

FcyRIII?

Andere Rezeptoren?

Synzytiotrophoblast

keine

FCyRI
FcyRIl
FeyRIll

Hofbauerzellen

Blut FcyRlII
/ Annexin Il
FcRn
Endothel

Abb. 1.3: Schematische Darstellung der IgG bindenden ProtgiteRezeptoren in einer reifen Plazenta.
(modifiziert aus (Simister and Story, 1997))

Die Eigensynthese an IgG durch den Feten ist geftaitfin and Biasucci, 1969), der
Hauptanteil wird von der Mutter auf das Kind Gbagen (Linnet-Jepsen et al., 1958).

Uber die bevorzugt transportierten 1gG Klassen dsgstneinigkeit. Vermutlich wird 1gG1
mit hoherer Effizienz als IgG3 und IgG4, und IgQfeiiragen (IgG1 > 1gG3 = IgG4 > 1gG2)
(McNabb et al., 1976; van der Meulen et al., 19808r maternale 1gG Transfer ist Ig-
Subklassen- und Fc-Fragment-spezifisch (Dancik,et361; Gitlin et al., 1964).

Die Bindungsaffinitat plazentarer IgG Rezeptoremiiee stark, von geringer (4*fomM™)
(McNabb et al., 1976) bis zu hoher Affinitat (bis18® M™) (Lubega, 1990). Eine maximale
IgG Bindung erfolgt bei sauren pH-Werten < 6.5 {(Bat and Jones, 1977; Watabe et al.,
1980), obwohl eine Bindung auch bei neutralem p# rfachgewiesen wurde (Brown and
Johnson, 1981; McNabb et al., 1976; Niezgodka.ef1881).

Bei der fetalen und neonatalen Alloimmunthrombopgtde werden in seltenen Fallen auch
maternale IgM Antikérper gebildet (Mueller-Eckhard®90), fur die aber keine plazentaren

Transportrezeptoren bekannt sind.
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1.4.3.1 Struktur und Funktion plazentareryiRezeptoren und IgG bindender Proteine

IgG bindende Proteine und Fc-Rezeptoren der Imnobodh- (Ig-) Superfamilie befinden

sich in nahezu allen Kompartimenten der Plazentsi@fersen, 1996) (s. Abb. 1.3).

Ihre Funktion innerhalb des diaplazentaren IgG 3pantes ist jedoch weitgehend unklar.
Keines der im Synzytiotrohoblasten exprimierten IgfBdenden Proteine scheint fur die
maternale 1I9gG Aufnahme geeignet zu sein. Zudem kg@naus dem neutralen pH-Milieu

des maternalen Blutes nicht gebunden werden.

Simister und Kollegen haben zuerst postuliert, ddss IgG wahrscheinlich durch
rezeptorvermittelte Endozytotose in den Synzyttablasten importiert wird (Simister and
Story, 1997; Simister et al., 1996).

Dabei konzentriert sich das IgG zunachst in Eipstigen der Membran, die m&oated
Pits (umhullte Gribchen) nennt. Diese schnuren sich \Asikel von der apikalen
Plasmamembran ab und wandern in den Synzytiotrdasteim. Dort verschmelzen sie mit
turbovesikularen Korperchen, den friihen Endosortemiedriger pH-Wert (6.0) erleichtert
die Freisetzung des IgG. Membrangebundenes IgGiwiodsalen Vesikeln zur basolateralen
Membran transportiert und in das Stroma abgegelaimt-gebundene Proteine werden in

multivesikuléare Vesikel (spate Endosomen) aufgenemomd lysosomal abgebaut.

Auf der apikalen Zellmembran des Synzytiotrophadiglasst u.a. das plazentare Annexin |l
(40 KDa) als Heterotetramer exprimiert (Kristofiensand Matre, 1996b; Matre et al., 1981;
Matre et al., 1989). Dieses niedrig-affine 1gG Bapdotein (Matre et al., 1989) ist jedoch
mangels transmembranarer und zytoplasmatischer oR&gi nicht endozytoseféhig
(Kristoffersen et al., 1994).

Ebenso besitzt die auf dem Synzytiotrophoblastkaligierte alkalische Phosphatase (PLAP)
(Sakiyama et al., 1979), ein GlycophosphatidylitmsiGPI-) verankertes Protein (Makiya et
al., 1992), eine sehr geringe Affinitat fur 1gG (@° - 3*10° MY) (Makiya and Stigbrand,
1992). Die Tatsache, dass die PLAP auch in dehtiblastischen Schicht des Amniochorion
gefunden wird (Johnson and Molloy, 1983), welchehmzislich kein IgG aufnimmt (Bright
and Ockleford, 1994), spricht gegen eine Funktiordiaplazentaren Transport.

Die Expression von RcRIIl (CD16) im Synzytiotrophoblasten ist umstrittéWainwright
and Holmes, 1993). Nur FRllla (Vance et al., 1993) und nichtyFRlIllb (Kurlander and
Batker, 1982) kann monomeres IgG mit geringer Ain(3*10° - 1*10° M) binden. Beide
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Fcy RIll Rezeptorvarianten kdnnen IgG2 und IgG4 nicahsportieren (Huizinga et al., 1989;
Vance et al., 1993).

Auf dem Endothel der fetalen BlutgefalRe exprimerteyy RII (Kameda et al., 1991,

Kristoffersen et al., 1990) fuhrt wahrscheinlichcAuzum Abbau von IgG1l und I1gG3
Immunkomplexen (Firth and Leach, 1996; Warmerdaral €t1993). Seine Kapazitat reicht
jedoch nicht aus, um einen IgG-Transport in dialéeZirkulation zu verhindern. Parazellular
besteht keine Ubergangsmdglichkeit (Bright and €fckH, 1994; King, 1982; Leach et al.,
1991), so dass das IgG auch an dieser Barriere uilchn Gber rezeptorvermittelte
Endozytose importiert wird.

Eine Transportfunktion fir KcRIl durch das fetale Endothel wurde gemutmaldtpghd

spricht seine geringe Affinitat fur IgG (2*ioM™) (Karas et al., 1982) gegen eine

entscheidende Transportfunktion.

1.4.3.2 Struktur und Funktion des neonatalen Fep&zs

Mittlerweile ist bekannt, dass der diaplazentar& Igransport hauptsachlich durch den
neonatalen Fc Rezeptor (FCRn) vermittelt wird (Amtceet al., 2001; Ellinger et al., 2005;
Simister et al., 1996).

Die Erstbeschreibung von FcRn stammt von Jones Kolkégen (Jones and Waldmann,
1972). Sie identifizierten FcRn als das Protein/cthves bei Ratten den Transport von

maternalen IgG in der Milch durch das DarmepithehZNeugeborenen vermittelt.

FcRn ist als Rezeptordimer aus zwei verschiederdypéptiden (Rodewald et al., 1983;
Simister and Rees, 1985) aufgebaut. Die kleiner¢erdmheit (15 KDa) besteht aus
[32-Microglobulin mit den 3 extrazellularen Domanenl (- 3), welche identisch mit der
B-Untereinheit der MHC-Klasse | Molekule sind (Siteisand Mostov, 1989). Die grofRere
Untereinheit (50 KDa) ist ein integrales Membrakglgrotein, dessen Sequenz und
Domainorganisation ahnlich zur MHC-Klassa-Kette ist (Simister and Mostov, 1989). Die
Aufklarung der Kristallstrukur bestatigte die Stwkerwandtschaft zu MHC-Klasse |
Molekulen (Burmeister et al., 1994b) (s. Abb. 1.4).

Die a-Kette von FcRn ist beim Menschen nicht in eineras@r mit MHC-Klasse | Genen,
sondern auf dem Chromsom 19, im Locus 19g13.3 ikkal (Kandil et al., 1996). FcRn
gehort in die wachsende Familie von MHC-Klasserivaandten Proteine, zu denen auch CD1
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(Calabi et al., 1987), Zinki2-Glykoprotein (Ueyama et al., 1991) und MR1 (Rrege al.,
1998; Yamaguchi et al., 1997) zahilt.

Abb. 1.4: FcRn Rezeptoi(modifiziert aus (Kristoffersen, 1996))

Der MHC-Klasse | ahnliche Rezeptor besteht aus resehweren Kette, welche miB2-
Mikroglobulin assoziiert ist. Die schwere Kette zesich aus einem cytoplasmatischen, einem
transmembranaren und drei extrazellulae®ddomanen zusammen. Die Immunglobulinbindung
erfolgt nicht in derala2 Furche (Burmeister et al., 1994a), sondern an oBe und [32-
Mikroglobulin Doméane. FcRn bindet IgG Fc-spezifisnteiner 2:1 Stdéchiometrie (Burmeister et al.,
1994b).

Die a-Kette des humanen FcRn umfasst sieben Exons whg $etrons (FCGRT Gen). Die

Nukleotidsequenz von humanem FCGRT ist zu dem drra\b3 % homolog, es wurde keine
bedeutende Intronkonservierung vorgefunden (Milkakskal., 2000). Das FCGRT Gen ist in
seiner Anordnung ahnlich zu klassischen und nitdddischen MHC-Klasse | Genen, sowie

zu MHC-Klasse | verwandten Genen.

FcRn ist ein hoch affiner IgG Rezeptor (2¥10 1*10° M™) (Wallace and Rees,
1980)}(Mackenzie et al., 1983; Rodewald et al., 398velcher diehinge Region (Interphase
zwischen der Fc-CHund —CH Domaéane) von Immunglobulinen (Burmeister et al.94l9)
vermutlich als Dimer in einer 2:1 Stochiometrie fdu et al., 1993) bei niedrigem pH
(pH 6.0) bindet und bei neutralem pH (7.0) wiedeisketzt (Raghavan et al., 1995). Die IgG
Bindung erfolgt vermutlich subklassenunabhéngigriBister et al., 1994b; Peppard et al.,
1985).

Diese Forschungsergebnisse unterstitzen die b&88& von Brambell verfasste Hypothese
(Brambell, 1966), dass ein gemeinsamer Rezeptopdenatalen 1gG Transport und die 1gG
Homostase vermittelt. Tatsachlich, werden dem n@atera Fc Rezeptor beide Funktionen
zugeschrieben (Borvak et al., 1998; Simister etl&I96).
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Mittlerweile wurde FcRn an der PlazentaschrankeMenschen (Kristoffersen and Matre,
1996a; Leach et al., 1996) und einer Vielzahl vdalten Geweben, z.B. Endothelzellen
(Borvak et al., 1998) (Cianga et al., 2003; Haymanhal., 2000; Spiekermann et al., 2002),
Hepatozyten (Blumberg et al., 1995), Monozyten, Makagen und dendritischen Zellen
(Zhu et al., 2001) nachgewiesen.

In Endothelzellen bindet FcRn das IgG, verhindedseén Abbau und transportiert es zurtick
zur Zelloberflache (Ober et al., 2004; Ward et aD03). Diesein vitro Beobachtungen
wurden eindrucksvoll am Knockout Modell mit Mausedenen entweder dig32-
Mikroglobulinkette oder diex-Kette des FcRn Heterodimers fehlt, gezeigt (Junghand
Anderson, 1996; Roopenian et al., 2003). In dena¥ign war der IgG Katabolismus 10-fach
schneller mit entsprechend geringeren IgG SpiegminVergleich zum Wild-Typ. Eine
weitere Bestatigung fur die Relevanz von FcRn inlgé Homostase ist darin zu sehen, dass
Antikdrper anderer Immunglobulin-Klassen (Nicht-lg@ie nicht an FcRn gebunden werden,
einer zu IgG-Antikérpern vergleichsweise sehr kargalbwertzeit ({,) unterliegen (IgG ~
22 - 23 Tage vs. 1 - 2 Tage) (Spiegelberg and shK72).

FcRn wird auch an der feto-maternalen Plazentasklrexprimiert (Simister et al., 199@).
vitro Studien beweisen seine Relevanz als perinataler Tggdisporter am Beispiel von
Trophoblasten-stammigen BeWo Zellen (Ellinger et aD05) und humanen plazentaren
Endothelzellen (Antohe et al., 2001). Dariber hinawrde die FcRn-Abhangigkeit des
plazentaren IgG Transport elegant in einem vivo Plazentamodell gezeigt (Firan et al.,
2001). In diesem wurde durch eine Histidin435Alakintation der FcRn-Bindungsstelle von
rekombinanten humanen (rhu) IgG Antikdrpern einellsténdige Hemmung des

diaplazentaren IgG Transfers beobachtet.

1.5 Diagnostik von Alloimmunthrombozytopenien

Die serologische Diagnose von Alloimmunthrombozgiupn basiert im Wesentlichen auf
dem Nachweis der alloantigenspezifischen Antikérgegen Plattchen im Serum des
Patienten. Entsprechend ihrer Pathogenese ist beier dneonatalen
Alloimmunthrombozytopenie vor allem eine Untersuafpuder Mutter erforderlich. Ein
negativer Antikorperbefund im fetalen Serum scliliefhe Alloimmunthrombozytopenie

nicht aus, da diese an Plattchen adsorbiert und s dem Serum entfernt werden kdénnen.
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Zur Bestéatigung der Diagnose FNAIT muss zudem ditonfaternale Inkompatibilitat

Uberprift werden.

1.5.1 Genotypisierung von plattchenspezifischenoalhtigenen

Heutzutage sind die molekularen Grundlagen alleAtP®lymorphismen bekannt (Metcalfe
et al.,, 2003). Bei Verdacht auf eine alloimmunesi@ung der fetalen Plattchen werden

routineméanig Genotypisierungen der paternalen atadein Plattchen durchgefihrt.

In den vergangenen Jahren sind verschiedene PCHhiKea zur HPA-Typisierung
entwickelt ~ worden (Review(Reid, 2003), u.a. die tikésnsfragment-
Langenpolymorphismus (RFLP)-Analyse (Simsek et d993), die allelspezifische
Oligonukleotid-Hybridisierung (ASO) (McFarland etl.,a1991), die reverse Dotblot-
Hybridisierung (Bray et al., 1994), die OligonukiligleLigation (OLA) (Legler et al., 1996),
die Single-Strand Conformation Polymorphismus (SE@falyse (Peyruchaud et al., 1995),
der prefered Homoduplex Formation Assay (PHFA) (Fujiwara et, @995) und die
sequenzspezifische PCR (SSP-PCR) (Kluter et a®6;18kogen et al., 1994; Tanaka et al.,
1995).

Die SSP-PCR ist die am haufigsten angewandte PQ@Rrille (Panzer, 2001). Mittlerweile
hat sich in vielen Laboren die TagMan® Echtzeit-P@Renilber einer Standard-SSP-PCR
durchgesetzt, da diese eine schnellere und zuseykie Genotypisierung ermdglicht (Ficko
et al., 2004).

In PCR-basierten Genotypisierungsverfahren konnen bekannte HPA-Polymorphismen
nachgewiesen werden. Die auf dem Fluoreszenzrezdafaergietransfer beruhende
Lightcyclertechnik (Kretzschmar et al., 2001; Nauek al., 1999) ermoglicht auch eine
Identifizierung bisher unentdeckter Mutationen.

Gegenwartige Bemuhungen konzentrieren sich auEdisvicklung von DNA-Mikroarrays
(TagMan basierter allelspezifischer Hybridisieruaggay) (Beiboer et al., 2005; Bugert et al.,
2005), um in der Zukunft eine Automatisierung d&AdTypisierung vornehmen zu kdnnen.
Referenz-DNA zur Evaluation und Qualitatssicheruhgser Methode ist heutzutage aus
lymphoblastoiden Zelllinien von HPA-typisierten Splern verfligbar (Carl et al., 2000; Kroll
et al., 2001). Eine Hochdurchsatz-Genotypisieruirdg @in routinemafiges Pranatalscreening
von Schwangeren auf fetomaternale HPA-1 Inkomgdaébierleichtern (Flug et al., 1994).
Zudem konnen grofl3ere Spenderkollektive typisierrdere, um bei Transfusionsbedarf

betroffenen Neugeborenen HPA-kompatible Thrombaoeltreit zu stellen.
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1.5.2 Testverfahren zum Nachweis plattchenspezifescAlloantikdrper

Eine spezifische und sensitive Detektion von phaihspezifischen Alloantikérpern ist
unerlasslich fir eine sichere Kklinische Diagnosed ugsine adaquate Therapie von

Alloimmunthrombozytopenien.

Wahrend der letzten funf Jahrzehnte wurde eine z¥i@l von Methoden zur
Antikdrperdetektion entwickelt.

Die altesten in der Plattchenserologie angewandie=tverfahren (Phase 1) beruhen auf der
Analyse der Plattchenfunktion nach Inkubation mitideren der Patienten. So werden z.B. in
dem Thrombozytenagglutinationstest Plattchenaggjmgan untersucht (Dausset and
Malinvaud, 1954). Spatere Entwicklungen — die Kaenpéntbindungstests — basieren auf
dem Nachweis komplementabhangiger Reaktionen (Qmdaimet al., 1971; Shulman et al.,
1964). Aufgrund ihrer geringen Sensitivitat und 8figt sind diese Testverfahren fir die

Diagnostik heute praktisch bedeutungslos.

Da sich der spezifische Nachweis von freien Angledn im Serum bzw. Plasma als
schwierig erwies, wurde zunéchst eine Reihe votvéeahren zum Nachweis von Plattchen-
assoziierten IgG (PalgG) entwickelt. In diesen Bh#s Bindungstests konnen sowohl
patienteneigene (Nachweis von plattchenassoziiektgikorpern), als auch HPA-typisierte
Thrombozyten nach Inkubation mit Antiseren (materbai FNAIT) Uber markierte
Sekundarantikérper untersucht werden. Die heuteagehlichsten Methoden verwenden
Sekundarantikorper, die entweder mit Fluoreszehgtaffen (Immunfluoreszenztest) oder
Enzymen (Enzymimmuntest) konjugiert sind. Insbesoadier PAIFT (Plattchen-Adhésions-
Immunfluoreszenztest) (Schneider and Schnaidt, 1981 dem Borne et al., 1978) und der
ELISA (Enzym-linked Immunosorbent Assay) (Leporriet al., 1979) werden als
Antikdrpersuchmethoden eingesetzt. Der grof3e Naaheser Testverfahren besteht in ihrer
geringen Spezifitdt. Die Diagnose einer FNAIT iaufig dadurch erschwert, dass im Serum
plattchenreaktive Alloantikdrper gegen HLA-Klassértigene vorliegen (Taaning, 2000).
Ebenso werden von Patienten mit posttransfusiandflarpura oft hochtitrige HLA-
Antikdrper gebildet (Mueller-Eckhardt, 1986). Diekénnen von den plattchenspezifischen

Alloantikdrpern in diesen Tests nicht diskriminiererden.

Heutzutage haben sich antigenspezifische Testverian(Phase IIlI), z.B. MAIPA
(Monoclonal Antibody immobilisation of Platelet Agéns) Assay (Kiefel, 1992; Kiefel et al.,
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1987), ACE (Antigen Capture ELISA) (Furihata et, d987), MACE (Modified Antigen
Capture ELISA) (Menitove et al, 1989), aufgrundreih hohen Spezifitat und
Reproduzierbarkeit zu Referenztechniken in dert¢Hanhserologie entwickelt. Mittlerweile
ermdglicht die  Verfugbarkeit rekombinanter CHO-HEeien, welche seltene
Plattchenalloantigene  exprimieren, auch  eine  Alidé@nperdetektion,  wenn
korrespondierende Testplattchen fehlen (Kroll gt28105b).

In einer hohen Fallzahl von Patienten mit dringendeVerdacht auf eine
Alloimmunthrombozytopenie lassen sich jedoch ph#toeaktive Alloantikdrper nicht
nachweisen. Ein negativer Antikorperbefund im nrean Serum wird bei einer FNAIT
durch HPA-1a Inkompatibilitdt in schatzungsweise-185 % aller Félle beobachtet (Bussel
et al., 2005; Mueller-Eckhardt et al., 1989).

Ein grolBer Nachteil des MAIPA Assay besteht in damwendung von selektierten
monoklonalen Antikérpern (mAK). Diese konnen dur&ompetitive Hemmung von
Humanantikdrpern um das gleiche oder benachbartedepfalsch negative Testergebnisse
hervorrufen (Morel-Kopp et al., 1996).

In den vergangenen Jahren wurden viele neue Apien entwickelt, mit dem Ziel die
Antikdrperdetektion zu optimieren. Einige dieser stverfahren basieren auf
antikorperbeschichteten Partikeln, z.B. BPA (Beaztiated Assay) (Helmberg et al., 1997),
SASPA (Simultaneous Analysis of Specific PlatelatiBodies) (Nguyen et al., 2004), ASPA
(Antigen-specific Particle Assay) (Meyer et al.,0808), ASCA (Antigen-specific Capture
Assay) (Meyer et al, 2006a), welche die plattcpemsischen Antikorper
durchflusszytometrisch (BPA, SASPA) oder in einezl-Gasierten Agglutinationsreaktion
(ID-Mikrotypisierungssystem, Zitat) (ASPA, ASCA) ctaveisen. Diese bringen jedoch fur
die Verbesserung der Patientendiagnostik keinerntikshen Fortschritt, da auch hier mAK

erforderlich sind.

1.6 Integrin allb 83 und humane Plattchenalloantigene

Die Mehrheit der klinisch relevanten humanen Phétt@lloantigene ist auf dem Integrin
allbB3 lokalisiert, welches als Fibrinogenrezeptor esesentliche Rolle in Zell-Matrix und
Zell-Zell Interaktionen spielt (Hynes, 2002). Durdie Bindung von Mediator-Substanzen,

welche die RGD-Sequenz beinhalten (Fibrinogen, driektin, Vitronektin, Kollegen, von
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Willebrand Faktor) vermitteltallb3 die Plattchenaggregation und -—-anhaftung an

GefaRwande wahrend der Hamostase und der arteridii®mmbose.

Dasallbp3 Integrin (M 235 KDa) ist mit 40. - 80.000 Molektlen das Hanfggrin auf der
Plattchenoberflache, dessen Expressionsdichtensich aktivierungsabhangiger Freisetzung
des intrazellularenallbf3 aus den alpha-Granula noch erhéht (Faull et H994;
Vorchheimer et al., 1999).

Die allb-Untereinheit (M 130 KDa) unterliegt einer postranslationalen prhyteschen
Spaltung, aus welcher zwei Polypeptidketten hemfoeg, die Uber eine Disulfidbricke
miteinander verbunden sind. Die schweodlbH Kette (M, 105 KDa) bildet eine
extrazellulare Doméane aus 871 Aminoséauren. DidlezlibL Kette (M, 23 KDa) beinhaltet
ein 111 Aminosaure(AS)-langes transmembranares &sgmind eine 26 AS-lange
zytoplasmatische Domane (Poncz et al., 1987).

Die 33-Untereinheit (M95 KDa) ist ein Disulfidbriicken-reiches Einzelpepius 762 AS mit
einem transmembrandren Segment und einer 45 A®Hanrgtoplasmatischen Doméane
(Fitzgerald et al., 1987).

Mittlerweile ist die Kristallstruktur vomllb3 aufgeklart worden (Xiao et al., 2004; Xiong et
al., 2001; Xiong et al., 2004).

Die allb Untereinheit besteht aus 4 Doménen: einer atern@nalen Domé&ne mit einem
7-fach-gefalteten (7-bladed) Propeller, einer Imgiabulin (Ig)-ahnlichen Thigh* Doméne
und 2 co-linearef-SandwichDomanen (Calf-1 und Calf-2).

Die 33 Untereinheit beinhaltet 8 Doménen: eine aminoiegita PSI (Plexine, Semaphorine,
Integrine) Doméne, eine lg-ahnliche Hybriddoméamederen oberehoops die Liganden-
bindende aA-ahnliche Doméne (JA) integriert ist. Die Hybriddomé&ne ist mit 4 dem
epidermalen Wachstumsfaktor (EWF) &hnlichen EGF-8@en verbunden und einer
B-zytoplasmatischen DomanB-TD) (s. Abb. 1.5A). Ein wesentliches Strukturmeginder
PSI-Domane (s. Abb. 1.5B) ist ein ausgepragt gré{BLoop ihrer beiden Strdnge, welche
durch eine Disulfidbriicke zwischen den Cysteinrest8 und 435 gebildet wird. Dadurch
bedingt wird eine Interphase zwischen der PSI u@F2 Domane gebildet, welche eine
entscheidende Rolle in der Integrinaktivierung abamt (Xiong et al., 2004).

Dasallbf3 Integrin fungiert primar als bidirektional&®nduit (Leitung) furinside-outund

outside-inSignaltransduktionsprozesse innerhalb der Plasmamaen(Shattil and Newman,
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2004). Die inside-out Signalubertragung verandert diallbf3 Konformation und
transformiert das Integrin in seinen Liganden-bimten Status (hochaffine Form). Die
Ligandenbindung induziert wiederum strukturelle Egdrungen, durch welche eine
Signaltubertragung ins Zellinnereugside-ir) ermdglicht wird. In einem ersten Modell
(, Switchblade Modell) (Takagi et al.,, 2002) wurde postuliertas$s die physiologische
Ligandenbindung eine Streckung der hochbeweglictBanu (Knie) Region erfordert.
Dadurch richtet sich daglib33 Integrin auf und wechselt von seiner gebeugteak{ive

Form) in seine gestreckte Konformation (aktive Fo¢sa Abb. 1.5C).

Cail-1 domain
(E02- 235

Abb. 1.5: Struktur destllb3 Integrins.

A. Kristallstruktur derallb (blau) undB3 (rot) Untereinheit mit den einzelnen Domanen.

B. Struktur der PSI-Doméne mit einer zweistrangifieraltblattstruktur (rot), flankiert durch 2
Helices (blau). Die Hybriddoméane ist in der letztechleife der PSI-Doméane lokalisiert. Die
Position der Leu33Pro Mutation (HPA-1) im ARop der PSI-Doméne und der Arg93GIn
Mutation im A’B-Loop der Hybriddoméane sind durch einen Pfeil gekenmemit Die
Disulfidbriicke zwischen CysCysiss bildet die grol3e AB-Schleife zwischen den Strénden
PSI-Doméane (modifiziert von Xiong et al. J Biol @n@004).

C. “Switchblade” Modell derallb33 Integrinstruktur. In ihrer inaktiven Form bildedie
Integrine eine hoch bewegliche Region, das ,Gemé&kénnzeichnet durch Pfeil), welche das
Integrin um 135° in seine kompakte, V-férmige Stuk(,gebeugte” Form) beugt. In seiner
aktiven Form ist das Integrin am Knie gestreckt umttlet eine mehr lineare Struktur
(,gestreckte" Form).
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Alternativ zu dem ,Switch-blade* Modell wird in em zweiten Modell, dem ,Deadbolt*
Modell (Xiong et al.,, 2003), angenommen, dass dumgé von den transmembranéren
Helices dieinside-outSignallibertragung Konformationsanderungen in agrabhbarterf-

TD Domane def3 Integrins auslést.

Die Identifizierung der einzelnen Domanen déb33 Integrinstruktur ermdglicht die prazise

Lokalisierung der humanen Plattchenalloantigenalfs. 1.6).

HPA-4 HPA- 16w HPA-Tw
[Arg1d3Ging (Thr1ddlle) [Prod07alz)
HPA-10w
(ArgB2Gin]

¢ Bh-
P Propeller - Bonkine

HPA-1
[Leu33Pra]

Tigh
Domine

HPA-Gw
[Argdaacing

HPA-11w
[ArgEa3His)

Calf <
HPA-9%W  pominen " .///
[WalE3ET Met) o
s G

[le2a35er]

HPA-Bw
[ArgE3ECys)

HPA-14w
[del Ly=611)

GPIIb/lla (zlibp3)

Abb. 1.6. Schemendiagramm nattrlich vorkommender Polymembn auf dem Integrin
allbf3, welche als immunogene HPAs fir die  Entstehung nerei
Alloimmunthrombozytopenie verantwortlich sind.
Grau unterlegt sind zwei neu identifizierte Polyptusmen, die HPA-1b Variante
Leud40Arg und die HPA-1a Variante Leu33Val, dereimikthe Relevanz bisher unklar ist
(modifiziert von Humphries et al. Science 2001).

Die beiden Punktmutationen I1le843Ser (HPA-3) undi89@Met (HPA-9w) derallb

Untereinheit liegen innerhalb der Calf-2 Doméane.

Fur auf derPB3 Untereinheit befindliche HPAs existiert keine beaugte Domane. Die
Plattchenalloantigene HPA-4 und HPA-16w sind in deganden-bindendef8A-Domane

lokalisiert. Andere seltene Plattchenalloantigeired sauf der Hybrid-Doméne (HPA-7w,
HPA-10w), der EGF-Doméane (HPA-6w) und d&TD Domane (HPA-8w, HPA-11w und
HPA-14w) zu finden. Die PSI-Domane beherbergt diaktmutation Pro33Leu, welche als
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HPA-1a und HPA-1b Antigene von hoher klinischerédvahz sind. Dartber hinaus wurden in
dieser Doméne eine neue HPA-1b Variante (Leu40f8gptkina et al., 2005) und HPA-1a
Variante (Leu33Val) (Santoso et al., 2006) entdeBké strukturelle Aufklarung der PSI-
Domane bestatigt vorgehende Beobachtungen, dase d®mane bedeutsam fur die
Integrinaktivierung ist (Xiong et al., 2004). Einustausch der Aminoséaure Leu33 durch
Pro33 konnte daher mdglicherweise diéb[33 Rezeptoraktivitat, d.h. die Ligandenbindung,

verandern.

Eine funktionelle Studie deutet darauf hin, dags Eunktmutation Pro33 zur erhohten

Affinitat desallb33 Rezeptors an Fibrinogen fuhrt (Vijayan et alQ@0

Vergangene Untersuchungen zeigten, dass das HP¥ldleinen genetischen Risikofaktor
fur die arterielle Thrombose darstellen kann (Weisal., 1996). Eine erhéhte Haufigkeit von
HPA-1b Individuen wurde bei Patienten mit koronatéerzkrankheit (KHK) entdeckt.
Klinisch epidemiologische Studien ergaben widersplithe Befunde (Bray, 1999). Neue
Daten einer Metaanalyse mit 3400 Patienten (KHK)dén nur eine geringfligig erhthte
Inzidenz von HPA-1b Individuen im Vergleich zu emeKontrollkollektiv (n = 3500)
(Santoso, 2001; Santoso and Kunicki, 2001).

1.7 Heterogenitat von plattchenspezifischen allogenen Determinanten auf
demailb B3 Integrin

Mittlerweile sind die den HPAs zugrunde liegendeolyforphismen auf dem Integrin
allbB3 gut charakterisiert, dennoch ist sehr wenig UbEr antigenen Determinanten
(Epitope) der Alloantikbrper bekannt. Sowohl die eidimensionale Struktur der
Glykoproteine, als auch deren Glykosylierung sobeinfir die Expression einiger

Alloantikdrperepitope bedeutsam zu sein.

1.7.1 Heterogenitat von HPA-1 Alloantikorpern

Eine Immunisierung gegen HPA-1B-eu33) ist die haufigste Ursache fur das Entstehen
einer Alloimmunthrombozytopenie (FNAIT, PTP). Deért wird der HPA-1 Dimorphismus
(Leu33Pro) durch die Nukleotidsubstitution T176C IMGB3 Gen, welche in einem

Austausch der Aminosaure Leucin (Leu) gegen Pr(firo) an der Position 33 def3-
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Integrins resultiert (Newman et al., 1989). Diesetdion ist an der Spitze eines langen
AB-Loops welcher von den Cysteinresten Cys26 und Cys3giét wird, in der PSI-
Domane lokalisiert (Xiong et al., 2001; Xiong et, &004) (s. Abb. 1.5B). Ein Austausch des
aliphatischen Leu33 durch das ringférmige Pro33tfilarch Konformationsédnderungen zur
Bildung der immunogenen HPA-1 Epitope (Goldberdgealg 1991).

In den vergangenen Jahren wurden zahlreiche Vessuoternommen, das HPA-1a Epitop
durch synthetische oder rekombinante Peptide diiirs.

Jedoch blieben alle Bemiuhungen das HPA-la Epitophdkurze lineare oder cyclische
Peptide (13-mer Peptid), welche die epitopbilden8equenz Leu33Pro enthalten,
nachzubilden, erfolglos (Flug et al., 1991; Newre&al., 1985).

Einige HPA-la Alloantikbrper erkennen ein aus 66 idgsdureresten bestehendes
rekombinantes allellischef$3-Protein (Barron-Casella et al., 1994; Bowditchakt 1992),
wahrend andere HPA-1a Antikdrper mit diesem Pratéht reagieren.

Die Daten einiger Studien zeigen, dass fur diekstrelle Integritdt von HPA-1 Epitopen die
Ausbildung einer Disulfidbricke Uber einen grofRemot&linbereich zwischen den
Cysteinresten 13 und 435 erforderlich ist (Beer @oter, 1989; Honda et al., 1995; Kunicki
et al., 1995).

Kirzlich wurde von der Arbeitsgruppe Watkins (Watkiet al., 2002a) eine weitere
naturliche Mutation imp3-Integrin, die an der Position 93 Glutamin (Glnjstelle von
Arginin (Arg) tragt, identifiziert. Diese Mutationst im A’'B Loop der Hybriddomane
lokalisiert, welche die Rigiditat der Interphaseisshen der Hybriddomane und der PSI
Domane aufrechterhalt. Die Substitution von Glnctiuein positiv geladenes Arg fuhrt zu
weit reichenden strukturellen Veranderungen in atiednterphase, so dass die
Epitoperkennungsstelle der HPA-1a AlloantikOrpesiat wird.

Die Beobachtungen der letzten Jahre deuten damutiass sich HPA-1a Alloantikdrper in
ihren Epitoperkennungsstellen unterscheiden.

Einige HPA-1a Alloantikoérper binden an eine amimaot@ale 33-Domane unabhangig von
der Ausbildung der Cys13-Cys435 Disulfidbricke, vedinl fir die Epitopkonformation
anderer anti-HPA-1a diese ein wichtiges Struktukmed darstellt (Valentin et al., 1995).
Eine Heterogenitat von HPA-1a Alloantikbrpern destaert sich auch eindrucksvoll in
Inhibitionsstudien mit derfi3-spezifischen monoklonalen Antikérper LK4 (Liuatt, 1996a).

Ein Split der Alloantikdrperreaktivitat zeigte sichin  zwei unterschiedlichen
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Reaktionsmustern, 1) LK4-sensitiven HPA-1a Allokdtpern, welche ein rekombinantes 66
AS langes [33-Fragment erkennen und 2) LK-4 unsensitiven Altd@mpern, welche
zusatzlich zu den auf diesem rekombinantem Fragrgeldgenen Epitopen auch solche

andere33 Regionen erkennen.

Aus bisherigen Erkenntnissen spielen Kohlenhydustsiren fir die Expression von HPA-1a

Epitopen keine Rolle (Newman et al., 1985).

1.7.2 Heterogenitat von HPA-3 Alloantikorpern

Das HPA-3 System (lle 843Ser) wird durch den Nulitemstausch T2621G im ITGA2B
Gen definiert, die zu einem Austausch der AS Isoielle) gegen ein Serin (Ser) an der
Position 843 imallb Integrin fihrt (Lyman et al., 1990). Lokalisiast diese Mutation in der
Calf-2 Doméane vomllb (Xiong et al., 2001) (s. Abb. 1.7).

HPA-3
(lleg43Ser) A,

Heavyl/light chain cleavage site

Abb. 1.7: Calf-2 Doméane desllb Integrins. (aus (Shattil and Newman, 2004))
Der HPA-3 Polymorphismus ist durch einen Pfeil gekeeichnet.

Entgegen den HPA-1 Epitopen sind fir die Expression HPA-3 Epitopen vermutlich
Kohlenhydratstrukturen erforderlich (Goldbergerakét 1991; Santoso et al., 1993b; Take et
al., 1990). Die Beobachtungen von Djaffar und Mi&atern zeigen, dass die HPA-3
Epitopintegritat von einer O- und nicht einer N-&gylierung abhéngig ist (Djaffar et al.

Thromb Haemost 1993). Beweisend konnte massenspaitiisch eine O-Glykosylierung
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des Aminosaurerestes Ser847, welches sich in wibdter Nachbarschaft zum Ser843
befindet (HPA-3 Dimorphismus), detektiert werdeml{@te and Muniz-Diaz, 1993).

DarUber hinaus belegen Studien mit monoklonalenikArmern eine Heterogenitat der
Alloantikdrperbindung an HPA-3 (Harrison et al.,03) und HPA-9w (Kaplan et al., 2005;
Peterson et al., 2005)

Eine weitere Charakterisierung von epitopbildentdéinidoménen ist erforderlich, um die
Interaktionen zwischen demllbB3 Integrin und korrespondierenden Alloantikérpereiter
aufzuklaren. Dartber hinaus ist unklar, in wiewsth Konformationsdnderungen wahrend

der Plattchenaktivierung auf die Alloantikorperhing auswirken.

1.8 Funktionelle Heterogenitat von plattchenspezihen Alloantikbrpern

Plattchenspezifische Alloantikérper kdnnen sichhnicur in ihren Epitoperkennungsstellen,
sondern auch in ihren funktionellen Eigenschafteterscheiden. Die Alloantikbrperbindung
kann eine Aktivierung oder eine Inhibition detbp3 Integrinaktivitat verursachen
(Deckmyn et al., 1998).

Eine durch antallbf3 Antikoérper induzierte Inhibition der Plattchenktion kann bei
Patienten einen Thrombasthenie Glanzmann Effektirkem: Dieser fuhrt analog zu der
angeborenen Thrombasthenie Glanzmann (van Leeutweh.,el981), welche durch das
Fehlen oder eine abartige Bildung vamlibB3 bedingt ist, zu einer ausgepragten
Blutungsneigung beim Patienten (Deckmyn and De R&9895; Niessner et al., 1986;
Tholouli et al., 2004).

DarUber hinaus kann eine Alloantikdrperbindung Ubieien Fc-abhangigen Mechanismus,
Komplementaktivierung oder eine direkte Interaktioit plattchenspezifischen Rezeptoren
eine Stimulation der Plattchenfunktion auslosenciddeyn et al., 1998).

Nardi und Kollegen haben einen neuen Mechanismusfgekldrt, welcher

komplementunabhéngig eine Elimination von PlattchenPatienten mit HIV-1 induzierter
Immunthrombozytopenie hervorruft (Nardi et al., 200lardi et al., 2001). In diesem sind
Autoantikdrper gegen den Aminosaurerest 49-66 aafh @3-Integrin fir eine Generierung
von sauerstoffreaktiven Spezies (Peroxide) mit fadgbnder Plattchenfragmentierung

(wApoptose”) verantwortlich. Diese Peroxid-induzeer Immunthrombozytopenie wurde
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spezifisch nur durch anfi3 Autoantikdrper gegen das Fragm@Bt(49-66) und nicht durch
Antikdrper anderep3-oder GPllx Spezifitaten aktiviert.

Seit der Entdeckung, dass einige HPA-la Alloanpkor die Fibrinogenbindung und
Plattchenaggregation nach Stimulation durch spetié Agonisten wie ADP und Kollagen
inhibieren kbnnen (van Leeuwen et al., 1984), sindwenige neue Daten publiziert worden
(Beadling et al., 1995; Duncan and Rosse, 1986).

Eine Untersuchung der Plattchenaktivierung wirccdwerschiedene Faktoren erschwert, u.a.
durch die Koexistenz von Alloantikdrpern gegen HKhRasse | Antigene. Diese werden
haufig wahrend einer Schwangerschaft gebildet udin&n aktivierende Effekte auf die
Plattchenfunktion austiben (Christie et al., 199isTie and Swinehart, 1992; Rubinstein et
al., 1992).

Eine Heterogenitat der Epitoperkennungsstellen JdRA-1a Alloantikbrpern kann
moglicherweise auch unterschiedliche funktionellgeBschaften bedingen.

In einer neuen Studie haben Santoso und KollegarEd#luss von verschiedenen HPA-1a
Alloantikdrpern auf diexllb33 Integrin-vermittelte Fibrinogenbindung analysigtoll et al.,
2005a). Es wurde die Wirkung von HPA-1a Alloanti@m auf die Adhasion von CHO-
Transfektanten, welche dig3-Leu33 (HPA-l1a) oderp3-Pro33 (HPA-1b) Isoform
exprimieren, an immobilisiertes Fibrinogen untekguddinsichtlich ihrerallb3 Inhibition
wurden drei Reaktionstypen von HPA-1 Alloantikbmpdreobachtet mit 1) keiner Inhibition
der Zelladhasion, 2) Allotyp-spezifischer Inhibriiound 3) keiner Allotyp-spezifischen
Inhibition. Die Fahigkeit zur Hemmung der Fibrinogpgndung war fast ausschliel3lich bei
PTP HPA-la Antiseren (75 %) und in nur 9.3 % alNAIT Falle zu beobachten. Bei
einigen PTP Fallen waren die inhibierenden Effekt@ HPA-la Alloantikbrpern auf die
Plattchenfunktion mit einer schweren Thrombozytopeler Patienten assoziiert.

Diese Daten deuten darauf hin, dass die Heterajeron HPA-1a Antikorpern gelegentlich
Ursache einer schweren Blutungskomplikation in #dlimunthrombozytopenien sein kann.
HPA-1a Alloantikérper konnen moéglicherweise duraimeeBlockade des Fibrinogenrezeptors
zur Entstehung einer ,thrombopathischen Thrombgmee* mit dem Krankheitsbild eines
erworbenen ,Thrombasthenie Glanzmann*® fihren (Kebkl., 2005a).

Weitere Studien sind jedoch erforderlich, um dighpgene Relevanz der funktionalen

Heterogenitat von Alloantikérpern zu verstehen.
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Alloantikdrper gegen klinisch relevante Plattchévattigene unterscheiden sich sowohl in
ihren Epitoperkennungsstellen, als auch in ihrenktionellen Eigenschaften. Aus den
beschriebenen Beobachtungen ergibt sich, dassalieg Nes Antikérpers eine Ursache fur die
Variabilitat des Krankheitsbildes darstellen kaBodher et al., 2006).

Mit Hilfe gegenwartigeiin vitro Testverfahren kann nur die Spezifitdt und die Kamtation
der maternalen Antikdrper bestimmt werden.

Zukunftsweisende Methoden zur Charakterisierurigtgienreaktiver Antikdrper erdffnen
sich mit der Verfugbarkeit neuer Technologien, wiB. der Oberflachenplasmonresonanz
(SPR - surface plasmon resonance) Technologieqdoret al., 1991). Diese ermdglicht eine
biomolekulare Interaktionsanalyse in Echtzeit ohkkarkierungs- oder Waschschritte
(Malmgvist, 1993; Myszka, 1997). Breite Untersuchsielder bestehen mittlerweile in der
Charakterisierung von Proteinen (Kim et al., 200€ukleinsauren (Vaisocherova et al.,
2006), Lipiden (Abdiche and Myszka, 2004), Kohlediaten (Beccati et al., 2005) und
Antigen-Antikorper Interaktionen (Kimura et al., @8 Yurugi et al., 2007). Mit der SPR
Technik wird nicht nur die Spezifitat einer biomkiéaren Interaktion, sondern auch deren
Kinetik (Assoziations- und Dissoziationsgeschwitkaigen) und Affinitat ermittelt. Diese

Parameter ermoglichen vielleicht eine Aussage dbrrSchweregrad der Erkrankung.

Vor kurzem wurde ein neudas vivo Modell der FNAIT entwickelt (Ni et al., 2005), in

welchem Mause mit einem Defekt {3-Integrin eingesetzt werden. In diesem Modell veurd
durch plattchenreaktive Antikorper gegen d@8-Integrin eine der FNAIT &hnliche

hamatologische Erkrankung verursacht.

Die Etablierung einer neuen Generation von Tesiheein (Phase [V), welche

plattchenreaktive  Antikérper hinsichtlich  ihrer kiionellen Eigenschaften und

Antigeninteraktion charakterisieren, wird helfemg den Erkrankungen zugrunde liegenden
Pathomechanismen und die Heterogenitdt von platteb&tiven Alloantikdrpern im

Zusammenhang zu ihrer klinischen Bedeutung aufreila
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1.9 Zielsetzung

Bei einer fetalen und neonatalen Alloimmunthromtopgnie (FNAIT) bildet die Mutter
Alloantikdrper gegen fetale Plattchenantigene viie Vater vererbt wurden. Gelangen diese
Alloantikdrper Uber die Plazenta in die fetale Zidtion kann eine Thrombozytopenie des
Feten mit einer individuell verschieden ausgepragtBlutungsneigung auftreten.
Hirnblutungen sind gefiurchtete Blutungskomplikagon deren pradisponierende Faktoren
bislang unklar sind. Die FNAIT hat eine Inzidenzvb auf 1000 bis 2000 Neugeborene. Im
Gegensatz zur hamolytischen Neugeborenenerkrankwedche erst in der zweiten
Schwangerschaft auftritt, sind bei diesem Kranlghdid bereits in Gber 50 % aller Falle die

Erstgeborenen betroffen.

Genetische Variationen von plazentaren IgG Rezeptibnnten direkte Auswirkungen auf
die Effektivitat des maternalen IgG Transfers urand die Schwere der fetalen und
neonatalen Thrombozytopenie haben. Der diaplazenig&& Transport wird durch den
neonatalen Fc Rezeptor vermittelRas erste Projekt untersucht die phanotypische
Auswirkung eines VNTR (variabel number of tandenpeads) Polymorphismus in der
Promotorregion der FcRn alpha Kette. Wir habenHpothese aufgestellt, dass die beiden
haufigsten Promotor-Varianten VNTR2 und VNTRS3 niitez unterschiedlichen Aktivitat des
Promotors assoziiert sind. Die Hypothese soll duBmittlung der allelspezifischen
Transkriptionsaktivitat des Promotors, der Quazgfung der mRNA, sowie des
Rezeptorproteins am Monozytenmodell Uberprift werd@/eitergehend soll der VNTR-
Genotyp einer Patientenpopulation mit der klinischifuspragung ihrer FNAIT assoziiert

werden.

Die Punktmutation Leu33Pro auf defi8-Integrin fuhrt zur Bildung von immunogenen
Strukturen, die als HPA-1a und HPA-1b Allel bekasimd. Eine Alloimmunisierung gegen
HPA-la ist die haufigste Ursache fur das Entsteieer FNAIT. Eine Heterogenitat von
HPA-1a Alloantikorpern wurde in Untersuchungen stitikturell verdnderten rekombinanten
Thrombozytenproteinen gezeigt (Valentin et al.,3)98n zweiten Projekt wird untersucht,

ob eine neu identifiziert@3-Val33 Isoform ein Ziel von HPA-l1a Alloantikdrpetin der

FNAIT ist. Es wird die These gepriift, ob die Ep#ppzifitat von HPA-1a Alloantikdrpern im

Zusammenhang mit der Blutungskomplikation des Femwn Neugeborenenen steht.
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Neue Studien beobachten einen Zusammenhang mihakernalen Antikrperkonzentration
(Bertrand et al., 2006; Killie et al., 2007; Willison et al., 1998). Jedoch wird in ca. 15 %
aller Falle mit fetomaternaler HPA-1a Inkompatiiditiklinisch eine FNAIT bei nachweislich
geringen  Antikdrperkonzentrationen oder sogar eineserologisch  negativen
Antikdrperbefund (anti-HPA-1a) beobachtet (Bussklak, 2005; Harrison et al., 2003).
Daraus ergibt sich, dass die Affinitdt des Antiléngp eine Ursache fur die Variabilitat des
Krankheitsbildes darstellen kénnten dritten Projekt soll Uberpruft werden, ob die Affinitat
des Antikérpers eine Ursache fur die Variabilit@és dKrankheitsbildes darstellen kénnte.
Diese Messung soll durch die Anwendung der Obdréaplasmonresonanz (surface plasmon
resonance, SPR)-Technologie ermdglicht werden,Bastimmung von Antigen-Antikorper
Reaktionen im Zeitverlauf. Es wird die Hypothesenolift, ob die Antikorperaffinitat fur
eine schwere Thrombozytopenie verantwortlich isttombozytare Antikdrper mit niedriger
Affinitat konnten die klassische Komplementkaskadktivieren, die zur verstarkten
intravasalen  Eliminierung der  Thrombozyten  fuhrt. aher werden  die
Komplementbindungseigenschaften von HPA-1 Alloaifiern untersucht und mit dem

Blutungsrisiko des Feten assoziiert.

Die Chance einer fetomaternalen Inkompatibilitéins HPA-3 System (1le843Ser) aufgrund
der ausgewogenen Allelfrequenzen wesentlich hoHerim HPA-1 System. HPA-3a
Alloantikdrper werden jedoch nur in 2 % aller Fatletektiert, die fast immer mit einem
schweren klinischen Verlauf assoziiert sind (Gl&dsder et al., 2001). Die Detektion von
HPA-3 Alloantikdrpern bereitet erhebliche Schwikegen (Harrison et al., 2003)m
vierten Projekt wird gepruft, ob unterschiedliche Faktoren: teeti&truktur, Glykosylierung,
sowie Thrombozytenlagerung die Stabilitdt des HPEgtopes verandern und dadurch die
Bindung der Antikorper beeinflussen. Vor dem Higtend dieser Erkenntnisse soll die

Antikdrperdetektion optimiert werden.

Bisher etablierten vitro Testverfahren erlauben keine Aussage Uber dieogatie Relevanz
von Alloantikdrpern. Daher wirdn funften Projekt die Eignung von NOD/SCID (nonobese
diabetic/immune-deficient) Mausen (Boylan et aD0@) alsin vivo Modell der FNAIT in
Zusammenarbeit mit dem Blood Research Institut\idilkee/USA) gepriift. Es werden die
Effekte von HPA-1 Alloantikorpern auf humane PI&#n untersucht, insbesondere die Rolle
der Alloantikorperaffinitat auf die Starke der Thrbozytenelimination.
Die Charakterisierung pradikativer Parameter sok dessere Vorhersage Uber den Verlauf
der FNAIT erméglichen und durch eine optimierte fataldiagnostik die Entscheidung zu
risikobehafteten pranatalen MalRnahmen besser steuer
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2 Material

2.1 Gerate

AutoMACS™Separator
BlAcore 2000
Blotkammer
Brutschrank

Durchflusszytometer

Elektronische Pipetten

Flockeneisbereiter

Fritte
Geldokumentationssystem
Gelkammer, horizontal
Gelkammer, vertikal
Hamilton-Microliterspritze
Heizblocke
Kivettenphotometer
Luminometer
Magnetrihrer
Magnetzellseparator

Mikroskope

Mikrotiterplatten-Photometer

Minischuttler (Mischer)

Netzgerat

Overhead-Rotator
PCR System

pH-Meter

Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach
BlAcore AB, Uppsala, Schweden
Keutz, Reiskirchen
Hera cell, Heraeus Instruments, Hanau
FACSCaliblirFlow Cytometer,
BD Bioscience, Heidelberg
Matrix Impact® (12.5 250 ul), Hudson,
NH, USA
Scotsman AF100, Vernon HillsJSA
Millipore, Billerica, MA, USA
Intas Science Imaginguments, Gottingen
Keutz, Reiskirchen
Keutz, Reiskirchen
(100 pl), Hamilton arburg
IKA Labortechnik, Staufen
Spekol UVIVIS, Zeiss, Gdén
Berthold, Wildbach
IKA® Works Inc., Wilmington, USA
Dynal Biotech, Hamburg
Mikroskop-Diavert, Licht-Mikroskop SM-
Lux, Durchlichtmikroskop Leitz Biomed,
Leica Microsystems, Wetzlar;
Photometer Sunriggan, Crailsheim;
REA x 2000, HeidolphkKA Labortechnik,
Staufen
Consort E443 Power Supply, Keutz,
Reiskirchen

Labinco, Steinfurt

GeneAmp PCRsystem 9600, Perkin Elmer

Boston, USA

pH211 Microprocessor pH Meter, Hanna

Instruments, Krehl am Rhein
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Pipetten

Pipettoren

Protein G-Saule

Pumpen zur Affinitdtschromatographie

Real-Time PCR System

Rhesusschaukel

Saulen zur Affinitatschromatographie

Schuttelinkubator

Sequenziergerat

Sicherheitswerkbank
Stickstoffbehalter
Thermoblock
Ultraschall-Bad

UV-VIS Spektralphotometer

Vakuumpumpe
Waagen
Wasserbad
Zahlkammer

Zellzahlgerat

Zentrifugen

Pipette Research (100 — 1000 pl, 200 -
100 pl, 10 - 100ul, 0.5 — 10 pl), Eppendorf;
Multipette, Eppendorf, Hamburg
StarPet®, Starlab, Ahrensburg; dy&tep®,
Brand, Wertheim
HiTrap™Protein G HP (1 ml), Amersham,
Buckinghamshire, UK
P1 Pump, Asmem, Buckinghamshire, UK
ABI PRISM® 7000, Sequence Detection
System, Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA
DiaMed AG, Cressier sur Mordiw8z
C ColumnsRgrformance Columns,
Amersham, Buckinghamshire, UK
GFL-3032, Hilab Labortechrikisseldorf
ABI PRISM® 3100, Genetic
Analyzer, Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA
Hera safe, Heraeus Insintsnélanau,
Messer, Krefeld
Biometra, Géttingen
Elma Turnssomic Digital S., Blnsingen
Nanodrop® ND-2000, NBrop
Technologies, Wilmington, DE, USA
Neuberger, Freiburg
AE 100, PJ 6000, Mettler Toledo, Giel3en
Julabo EM, Keutz, Reiskirchen;
Schiittelwasserbad 1083, GFL, Burgwedel
Neubauer Improved, 0.0025 #fAramm,
Brand, Schwerin
Sysmex KX-21, Sysmex Deutschland
Norderstedt
Zentrifuge  Rotina 46, Tischzentrifuge
Micro20, Hettich, Tuttlingen; Tischzentrifuge
Biofuge A, Biofuge Stratos, Zentrifuge
Heraeus Varifuge, Heraeus Instruments,

Hanau
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2.2  Verbrauchsmaterial

96-Loch Rundbodenplatten
24/-6-Loch Flachbodenplatten
Dialysekartuschen
Dialyseschlduche
Einmalspritzen

Elisaplatten

Glasflaschen @ 9 mm
Glasflaschen @ 16 mm
Hamaxplatten
Kryo-Rohrchen
Mikrotestplatten
Multi-Screen®-PCR Plates
Nitrozellulose-Membran (Hyborl-C extra)
Objekttrager

Parafilm

Pasteurpipetten

Pipettenspitzen

Plastikflaschen @ 7mm
Plastikflaschen @ 7mm
PP-Rohrchen

Cellstar® TC Plate jri&rebio-one,
Frickenhausen
Cellstar® TC Pl&miner bio-one,
Frickenhausen
Slide-A-Lyzer® Dialysis, 1M0OMWCO
(0.1-0.5ml, 0.5 -3 ml), Pierce, Minchen
Spectra/Por (6. - 8.000 MWCO),
SpektrumLabs, Carl Roth GmbH, Karlsruhe
B. Braun Melsungen AG, (10 mQ &l),
Melsungen
Immunoplates F96 Maxisorb, Nihc
Wiesbaden
BlAcore AB, Uppsala, Schwede
BlAcore AB, Uppsala, Sateve
Hamax As, Norwegen
Nurl, Wiesbaden
Greiner bio-one, Frickenhausen
Millipore, Billerica, AJUSA
Amersham, Buckinghamshire, UK
SuperFrost® Plus, Menzel-Glaser,
Braunschweig
American National Can., Greenwich, CT,
USA
Falcon®, Transferpipette (3 BiD Labware,
Franklin Lakes, NJ, USA
Filter Tips (FT1000E, FT100ET10E),
Greiner bio-one, Frickenhausen; TipOne®
(20— 300 pl), Natural Tips, Starlab,
Ahrensburg; Biosphere® Sarstedt, Tips
(10, 100, 1000 pl), Nirnberg
BlAcore AB, Uppsala, Setlen
BlAcore AB, Uppsala, Setlen
Cellstar®, sterile (14, 25, 50, @beiner bio-

one, Frickenhausen
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PS-Rohrchen

Reaktionsgefalie

Research-Grade CM5 Sensor Chip
Rontgenfilme Kodak X-OMAT AR

Sephadex-Platte

Sensorchip

Serologische Pipetten

Skalpell

Steritop

Sterilfilter

Ultrafiltrationsmembransaulchen

Zellkulturflaschen

Zellkulturschale

Zellsiebe

2.3 Chemikalien

ACD-A Formula A (Na-Citrat/Glukosemonohydrat)

Aceton (GHO)
Agarose
Ammoniumpersulfat (APS) (NHbS,0s

Aqua ad injectibilia

Bovines Serumalbumin (BSA), cell culture grade

Bromphenolblau
Calciumazetat (Ca(¥C,0,)3
Calciumchlorid (CaG)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dithiothreitol (DTT)

Falcon® (5 ml), BD Labware, Framkbkes,
NJ, USA
Safe Lock (1.5 ml, 2 ml), Eppeind
Hamburg; 2. Sarstedt
BlAcore AB, Ugpsathweden
Kodak, England
Sephadé%0 Superfine, Amersham
Bioscience, Uppsala, Schweden
CMS5, BlAcore AB, Uppsala, Schweden
Falcon® (1, 2, 5, 10,n#y BD Labware,
Franklin Lakes, NJ, USA
Feather Safety, Razor Co., Osakarlap
Millipore, Billerica, MA, USA
Millex®GP (0.22 pum, 0.45 um), Nipore,

YM-Saulchen (10.680 MWCO),Millipore,
Billerica, MA, USA
Cellstar® (75 éniLl82 cni), Greiner bio-one,
Frickenhausen
Cellstar® (100 mm), Greineo-bine,
Frickenhausen
BD Falca! Nylon cell strainer, 70 pum,
BD Discovery Labware, Heidelberg

Bants, Dreieich
Roth, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Baxter Deutschland, UntéigiRheim
SeReidelberg
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Minchen
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1-Ethyl-3-(3-Dimethylaminopropyl)-Carbodiimid
Epsilon-Aminocapronséaure
Essigsaure (HAc)

Ethanol (EtOH), absolut, puriss.
Ethanolamin

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Formaldehyd (CKO)

Glutaraldehyd (GHgO,)

Glycerol [GHs(OH)4], 87.5 %

Glycin (GHsNO,)

Kaliumchlorid (KCI)

Kristallviolett

Magnesiumchlorid (MgG)
Manganchlorid (MnG)

Methanol (CHOH)
2-Merceptoethanol
[3-Mercaptoethanol

Natriumazetat (CECOONa)
Natriumazid (Nahy)

Natriumcarbonat (N&£Os)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdodecylsulfat (SDS) (€H,sNaO,S)
Natriumhydroxid (NaOH)
Natriumhydrogencarbonat (NaHGO
Natriumhydrogenphosphat (B&PQO,)
Natrumdihydrogenphosphat (NgP{Oy)
Natriumthiolsulfat (NaS,0s)
N-Ethylmaleimide
N-Hydroxysuccinimid (NHS)
Nonidet Polyethylenglycol (NP-40)
Paraformaldehyd ([HO(CHD),H]
Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF)
Salzsaure (HCI)

Schwefelséure (}$0,)

Silbernitrat (AgNQ)

Surfactant P20

ED@M, BlAcore AB, Uppsala, Schweden
Sigma-Aldrich, Miinchen
Riedel-de-Haen, Seelze
Riedel-de-H&aelze
1 M, BlAcore AB, Uppsala, Schwede
Roche, Mannheim
Titriplex® llli€del-de-Haen, Seelze
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Minchen
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Miinchen
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Minchen
Riedel-de-Haen, Seelze
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Roth, Karlsruhe
J.T. Baker B.V., Deventer, Holland
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Eurolab, Darmstadt
Merck, Eurolab, Darmstadt
Merck, Eurolab, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Minchen
0.1 M, BlAcore AB, @pala, Schweden
Sigma-Aldridfiiinchen
Merck, Karlsruhe
AppliChem, Gigen
Riedel-de-Haen, Seelze
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

BlAcore AB, Uppsala, Schweden
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Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Triphenylformazan (NAEDTA)
Trishydroxymethylaminomethan (Tris)
Triton® X-100

Tween 20

Wasserstoffperoxid (3D.)

AppliChem, Gégéen
Merck, Darmstadt
Roth, Karlseu
Sigma-Aldrich, Minchen
Serva, Heidelberg

Sigma-Aldrich, Miinchen

2.4  Gebrauchsfertige Reagenzien, Losungen, PuffadKits

Reagenzien, Losungen und Puffer
Ampicillin

Bacto-Trypton

Calciumchloridlésung (Cagl25 mM)
CNBr-activated Sepharose 4B
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
Dyna M-280 Streptavidin-Beads
Effectene® Transfection Reagent
FACSClean™

FACSRinsé"

FACSFlow"

Ficoll-Paqué" PLUS, endotoxin tested

Fotales Kélberserum (FKS) Gold, hitzeinaktiviert

Gentamycin
Glucose 10

Hefeextrakt

Sigma-Aldrich, Minchen
Merck, Darmstadt
Dade Behring, Marburg
Pharmacia Biotedkséms, Schweden
Gibco BRKarlsruhe
Dynal Biotech, Hangb
Qiagen, Hilden
BD Bioscience, Heidelberg
BD Bioscience, Heidelberg
BD Bioscience, Heidelberg
Amersham, Buckinghamshike
ARaboratories, Pasching, Ostereich
Gibco BRL, Karlsruhe
B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Merck, Darmstadt

Immobilizationspuffer (10 mM Natriumazetat, pH 4.B)Acore AB, Uppsala, Schweden

L-Glutamin 200 mM (100x)

Lipofectaminé™ 2000

MACS Microbeadganti-CD14)

a-MEM

MEM Non-Essential Amino Acids (100x)
OptiMEM
Orthophenylendiamin-Dihydrochlorid (OPD)
Penicillin/Streptomycin 5000 [U/ml
Phosphate buffer saline (PBS) (1x)

Gibco BRL, Karlsruhe
Gibco BRL, Karlsruhe
Miltenyi Biotech, Bergisch-Gladbach
PAA Laboratories, Pasching, Ostereich
Riedel-de-Ha&eelze
Gibco BRL, Karlsruhe
Tablett&€AKO, Glostrup, Danemark
Gibco BRL, Karuhe
Gibco BRL, Karlsruhe

37



Kapitel 2

Material

Protein A Sepharose CL-4B

Restoré™ Western Blot Stripping Buffer
Rinderserumalbumin 22 %
Rotipherese Gel 30

RPMI 1640 mit L-Glutamin

SDS-PAGE 30

Tris-Borat EDTA Puffer

Zeocin

Kits

ABI Prism® Big Dyé" Cycle Terminator
Amine Coupling Kit

BCA Protein Assay Kit

BIA Maintenance Kit

CELLectionTM Pan Mouse IgG Kit
Cycle Sequencing Ready Reaction Kit
Dual-Luciferase® Reporter Assay
ECL + plus Reagenz

E.Z.N.A. Gel Extraction Kit

GC-RICH PCR System

Melon™ Gel IgG Spin Purification Kit
Puregen&’ DNA Isolation Kit
QIlAamp® Blood Mini Kit

QIAgen RNeasy® Mini Kit

QIAquick Spin Purification Procedure
QIAgen Hi Speed Midi-Prep
Quick-Change Mutagenese Kit
Ready-To-G8" Kit

Real-Time PCR Primer und TagMan® MGB
Roti®-Quick-Kit

Sonden-Kit:

1. GAPDH (ID: Hs99999905_m1)

2. FCGRT (ID: Hs00175415 m1)
TagMan® 2x PCR Master Mix
Zusatzreagenzien fur die

Komplementbindungsreaktion

Amersham, Buckinghamsb/K
Pierce, Miinchen
Immucor, Rédermark Ratipse
Roth, Karlsruhe
PAA Laboratories, Paisch Ostereich
Roth, Karlsruhe
Gibco BRL, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Applied Biosystems, FosteyORA, USA
BlAcore AB, Uppsala, Schwede
Pierce, Munchen
BlAcore AB, Uppsala, Schveed
Dynal Biotech, Haurg
Applied Bsteyns, Foster City, CA, USA
Promega, Mannheim
Amersham, Buckinghamshire, UK
PEQLAB, Erlangen
Roche, Penzberg
Pierce, Miinchen
Gentra Systems, Minneapohff\, USA
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Idid
Qiagen, Hilden
Strategene, Heidglbe
Amersham, Buckinghamshire, UK
Applied Bitems, Foster City, CA, USA
Roth, Karlsruhe

Applied Biosystefrgster City, CA, USA
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
Applied Biosystems, teo€ity, CA, USA

Dade Behring, Marburg
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2.5 Antikorper

Rekombinante humane (rhu) und Maus monoklonal&@mper (mAK)

rhu IgG1/L anti-HPA-1a Klon CamTran007

Griffin and Ouwehand, 1995)

rhu IlgG/kanti-HPA-1a Klon 19-7

et al., 1997)

rhu 1gG/k anti-HPA-1a Klon 23-15

et al., 1997)

mAk Maus anti-humanxllbp3 (CD41), Klon Gi5

mAKk Maus anti-humanllb33 (CD41), Klon P2
mAk Maus anti-humaxllb (CD61), Klon Gil6
1993b)

mAk Maus anti-humanllb (CD61), Klon SZ22
mAK Maus anti-humaf3 (CD41), Klon SZ21

mAk Maus anti-humaf2 microglobulin, Klon B1G6

mAk MBC 132.1

Polyklonale Antikorper

Esel anti-Maus 1gG PO

Esel anti-Human IgG PO
Kaninchen anti-Maus 1gG
Kaninchen anti-Human IgG
Ziege anti-Human IgG @O
Streptavidin-Meerettich-PO
Ziege anti-Human IgG Biotin
Kaninchen anti-Human IgG FITC
Kaninchen anti-Maus 1gG FITC
Kaninchen anti-Human C1q FITC
Streptavidin FITC

Interna@d Blood Group Reference
Laboratories, Bristol, UK (Garner et al. 020

R. Lemieux, Hema-Quebecn&da (Proulx

R. Lemieux, HeQaebec, Kanada (Proulx

Transfusionsmedizin, Giel3en (Bsaa et al.,
1984)
Immunotech, Marseille, France

Transfusionsmedizin, GieReé®aftoso et al.,

Immunotech, Marseille, France
Immunotech, Marseille, France
Immunotech, Marseilleahce

Blood Research Institute, Milwauk&i§A

Dako, Hamburg
Dako, Hamburg
Dako, Hamburg
Dako, Hamburg
Dianova, Hamburg
Amersham, Buckinghlaines UK
Dianova, Hamburg
Dako, Hamburg
Dako, Hamburg
Dako, Hamburg

Dianova, Hamburg
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2.6 Nukleinsauren und Nukleotide

Nukleotide
2'Desoxynucleotid 5’ Triphosphate Biotech, Mastied
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

Tab. 2.1:Primer.

Polymorphismus Primer-ID/Position Typ Primersequenz(5’-3")

Primer fir FcRn VNTR Amplifikation (putative Praimwegion von — 794 bis + 1375

cRN 1803 - 1820 repeat  V CAG GAT GTG AGA GAG GAAC
CRN 2368 - 2350 repeat R CTT GAT AGG CTG AGAGTCC
Primer flr ortsgerichtete Mutagenese des ¥88FLeu33 (176T) Konstruktes
T176C 178 - 213 \% CTG ATG AGG CCC TGC CTC CGG GCT CAC
CTC GCT GTG
R CAC AGC GAG GTG AGC CCG GAG GCA GGG
CCT CAT CAG
C175G \% CTG ATG AGG CCC TGC CTG TGG GCT CAC
CTC GCT GTG
R CAC AGC GAG GTG AGC CCA CAG GCA GGG
CCT CAT CAG
Sequenzierprimer fif3-Konstrukte
56 - 72 \Y GAC TGT GCT GGC GCT GG
412 - 391 R CGC ACT TGG ATG GAG AAATTC
Sequenzierprimer fimlb-Konstrukte
2193 - 2216 \% GAATCG CGATGT TGG TGA GCG TGG
2726 - 2707 R CGA GAA CTG GAT CCT GAAGC
Primer flur allb cDNA Amplifikation und Sequenzierung
T2621G 1604 - 1625 V1 CTA AAT GCC GAG CTG CAG CTG
2149 - 2130 R1 CAC CACCCT GGT CTCATTCT
1895 - 1919 V2 GAC TCT GGG GAA GAT GAC GT
2424 - 2401 R2 CCCCAGCTGTCCAAGCTGTTCTGC
2474 -2498 V3 GTG AAT GGT CTT CAC CTC AGC ATC C
2726-2707 R3 CGA GAA CTG GAT CCT GAAGC
3061-3044 R4 CTT CCA CAT GGC CAG GAC
3201-3176 R5 GCT TGG AGG CAACTT GTT GGA GAA GG
Konstrukte
Firefly Luciferase Control Vector Invitrogen, Karlihe
Renilla Luciferase Reporter Plasmid BD Biosciertgeidelberg
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2.7 Marker
GenSizef" VII, pBR322 DNA/Hae Il Marker

Rainbow™ coulered protein weight marker
Standard phiX174 DNA-Hae llI

2.8 Enzyme und Proteine

Accutase

Apyrase

Hirudin

Humanes Komplement C1q
Humanes Polyvalentes I1gG
L eupeptin

Neuraminidase aus Athrobacter urefaciens
Prostaglandin E1 (PGE1)
Proteaseinhibitor-Cocktail
TaqGold Polymerase
Wheat-Germ-Agglutinin PO

2.9 Zelllinien und Bakterien

CHO-K1 Zellen

COS-7-Zellen

Myeloische U937 Zellen

Escherichia Coli Zellen:

Innotrain, Kronbgr
Amersham, Buckamgbkhire, UK

Invitrogen, Karlsmih

Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Miinchen
Pentapharm, Basel, Schweiz
Sigma-Aldrich, Minchen
Octapharma, Langenfeld
Sigma-Aldrich, Minchen
Calbiochbammstadt
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Minche
Perkin ElImbtassachusetts, USA
Sigma-Aldrich, Minchen

Ovarialzellen des chinesischen Kims
ACC 110DSM, Braunschweig
Nierenzelllinie des afrikanischen grinen
Affen (CV-1 Origin SV 40), DSM
myeloleukédmische Zellen ®ir@¥-jahrigen
Kaukasiers mit diffusen, histiozytischen
Lymphomen, American Type Culture
Collection, Wesel
DHBIM, Qualitdt Maximum Efficiency
Gibco BRL, Karlsruhe
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2.10 Humane Antiseren

Die humanen Seren von Miuttern mit FNAIT (fetale umebnatale Alloimmunreaktion)-
Kindern, von Patienten mit posttransfusionellergeua bzw. Autoimmunthrombozytopenie
wurden uns freundlicherweise vom Thrombozytenlales Instituts fir Klinische

Immunologie und Transfusionsmedizin in Giel3en #ssen (s. Anhang, Tab. 10.1).

2.11 Fetale DNA-Proben

Die DNA Proben von folgenden Feten bzw. Neugebareng einer fetomaternalen HPA-1
Inkompatibilitdt entstammen dem Thrombozytenlaboes d Instituts fur Klinische
Immunologie und Transfusionsmedizin in Giel3en (sh@ng, Tab. 10.2). Die Proben wurden

auf ihren VNTR (variable number of tandem repeBti}n Genotyp typisiert (s. 3.1.8).
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3 Methoden

3.1  Molekularbiologische Methoden

3.1.1 Transformation kompetenter Escherichia coleflen

Fur die Transformation wurden 5 — 50 ng des zu ebénenden Plasmids mit 100 pl Dé5
kompetenten E. coli Zellen (Qualitat Maximum Eféiocy) vermischt und fur 30 min auf Eis
inkubiert. Es wurde ein 1-minutiger Hitzeschock B8i °C im Wasserbad durchgefuhrt und
die Bakterien anschlieend fir 2 min auf Eis gelagdach Zugabe von 900 ml S.O.C.
Medium und einer 60 min Anzucht bei 37 °C im Scblirikubator (225 Upm) wurden die
Bakterien abzentrifugiert (4500 Upm), auf Agarm@atinit entspechendem Selektionsmedium
ausplattiert und tber Nacht bei 37 °C inkubiere Biakterien wurden in LB-Medium (0.5 %
Hefeextrakt, 1 % Bacto-Trypton, 1 % NaCl, 50 pg/amhpicillin, pH 7.4) kultiviert. Zur
Herstellung einer Glycerolkultur wurde 900 ul eirl@akterienkultur mit einer optischen
Dichte von 0.4 — 0.6 (bei 600 nm) mit 100 pl Glyog87.5 %) versetzt und bei -80 °C in
einem Kryogefald aufbewahrt.

3.1.2 Isolierung von Plasmiden aus Escherichia cdkllen

Zur Vermehrung rekombinanter Proteine in E. coliletewurde eine 2 ml Vorkultur (LB-
Medium) mit einer Kolonie von frisch ausgestricherBakterien oder einer Glycerolkultur (s.
3.1.1) angeimpft. Die Vorkultur wurde fir 2 h beél 3C geschuttelt, in 30 ml LB-Medium
Uberfuhrt und Gber Nacht im Schuttelinkubator (2&8n 37 °C) kultiviert.

Aus Ubernacht-Kulturen mit einem Volumen von 30unirde die Plasmid-DNA mit Hilfe
des Qiagen HiSpeed Plasmid Midi Kit isoliert. DieakBerienkulturen wurden pellettiert
(4500 Upm 15 min) und in Anlehnung an das Hergfaltdokoll weiter aufgearbeitet. Nach
Zellwandlyse in einem alkalischen Puffer (Qiagenyaen durch Absenkung des pH-Wertes
bakterielle Proteine und genomische DNA ausgefédithrend die Plasmid-DNA in Lésung
bleibt. Diese wurde Uber eine selektive Bindungratgelieferte Anionenaustauschersaulen
des Kits isoliert. Die gereinigte Plasmid-DNA wuncht 90 pul DNAse freiem Wasser eluiert
und ihre Konzentration bestimmt (s. 3.1.7).
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3.1.3 DNA Isolierung aus EDTA-Vollblut/Buffy Coat
DNA aus VollblutBuffy Coatwurde mit Hilfe des QlAamp® DNA Mini Kit isoliertDas

Prinzip beruht auf der selektiven Bindung von DNA &ilikamembranen, welche in
Abhéngigkeit vom pH und der umgebenden Salzkonagalr reversibel ist. Die Zellen
wurden mit entsprechenden Pufferlésungen lysiemoteihe, RNAsen und DNAsen
denaturiert und inaktiviert. Nach mehreren Wasaid dentrifugationsschritten, die Proteine
und Zellfragmente entfernen, wurde die DNA mit 3200DNase freiem Wasser eluiert und

die Konzentration photometrisch bestimmt (s. 3.1.7)

3.1.4 Isolierung von Thrombozyten-RNA aus Vollblut

Die Isolierung der RNA wurde mit Hilfe des Roti®-Qk-Kit durchgefthrt. Zur Abnahme
von 45 ml Vollblut wurden zwei 50 ml PP-Roéhrchent mjei 5 ml vorgelegter 5 % EDTA-
Losung (autoklaviert) vorbereitet. Das Blut wurdeezehn 10 ml PP mit einer Stabpipette
aufgeteilt und fur 30 min bei RT in Schraglage ibient. Nach Zentrifugation (800 Upm
25 min ohne Bremse) wurde vom gewonnenen plattelidren Plasma (PRP) das obere
Drittel in frische 10 ml PP dberfuhrt. Das PRP wardhit gleichem Volumen an
autoklaviertem Trispuffer (96.5 mM NacCl, 87.5 mMuGbse, 1.1 mM EDTA, 8.5 mM Tris)
versetzt, die Plattchen pelletiert (2200 Upm 10 )mimd zweimal mit Trispuffer zum
Entfernen von Plasmabestandteilen gewaschen. AdlerdRen wurden dann gepoolt, die
Plattchen sedimentiert und in 1 ml Lésung 1 (Rdgkijert. Je 500 pl dieses Lysates wurden
in sterile, RNAse-freie ReaktionsgefalRe tberfumd mach Zugabe von 650 pl Lésung 2
(Roth) fur 10 min auf Eis inkubiert. Die nach Zéfuigation (10000 Upm 15 min 4 °C) in der
oberen, wassrigen Phase enthaltene RNA wurde ifrisglhes Reaktionsgefal’ tberfuhrt, mit
500 ul Losung 3 (Roth) versetzt, geschwenkt und 3armin bei -20 °C inkubiert. Im
Anschluss wurde die RNA bei 13000 Upm bei 4 °C medtitiert und zweimal mit 1 ml 70 %
Ethanol gewaschen (13000 Upm 10 min). Die isoljegereinigte RNA wurde in 30 pl
RNAse-freiem, autoklaviertem DPEC-Wasser (500 puEDHn 500 ml sterilem Aqua dest.
fur 1 h bei RT losen und 2x autoklavieren) resudpah und bis zur cDNA-Synthegs.
3.1.6) bei -70° C gelagert.

3.1.5 RNA Isolierung aus mononukleéren Zellen

Die RNA wurde aus 5*10 aufgereinigten Monozyten (s. 3.2.1) mit Hilfe dédAgen
RNeasy® Mini Kit isoliert. Nach Zelllyse und Pratdenaturierung wird die Probe mit

44



Kapitel 3 Methoden

Ethanol versetzt und auf die Silika-Gelsaule getad®rch die selektive Bindung von RNA
an Silikamembranen wird die RNA von Protein- undllifZsgmentresten in mehreren
Waschschritten getrennt. Die aufgereinigte RNA weurdit 37 ul RNAse freiem Wasser
eluiert und bei -70 °C bis zur cDNA-Synthese (4.@.aufbewabhrt.

3.1.6 In vitro Transkription

Fur die Synthese der cDNA wurde die isolierte RNAH5 pg) in Wasser fur 10 min auf
65 °C erhitzt und dann fir 2 min auf Eis gekihkaRy-To-Go You-Prime First Strand Beads
werden in 30 pl der denaturierten RNA-LOsung rekitmert und der Reaktionsansatz nach
Zugabe von 1 pl Random Primer pd {N)nd 2 pl DPEC-Wasser fur 60 min bei 37 °C

inkubiert.

3.1.7 Konzentrationsbestimmungen von Nukleinsauren

Die Konzentration der DNA und RNA wurde mit dem NBmop® ND-2000 UV/VIS
Spektralphotometer gemessen. Dabei wird unter &asing mit einer Xenon-Blitzlampe das
Absorptionsspektrum von 220 bis 750 nm gemessanafimatischen Ringe der DNA haben
die Eigenschaft UV-Licht bei einem AbsorptionsmaximvonA = 260 nm zu absorbieren.
Die Extinktion bei 280 nm entspricht dem Absorpsoraximum der Proteine, die als
Verunreinigung in der Probe vorliegen kénnen. Deofignt aus EoEzso gibt Aufschluss
Uber die Reinheit der Préparation. Bei Werten uritéd sind Proteinverunreinigungen
enthalten. DNA- und RNA-Anteil kdnnen nicht untdreden werden.

3.1.8 Amplifikation von DNA-Sequenzen mittels Polgrase-Kettenreaktion (polymerase

chain reaction, PCR)

Zur Amplifikation von definierten DNA-Bereichen wdg eine PCR mit Vorwarts- und
Rackwartsprimern, welche zur Zielsequenz kompledrergind (s. Tab. 2.1), freien
Desoxynucleosidtriphosphaten (dNTP’s) dATP, dCTBTHR, dTTP, Reaktionspuffer und
einer thermostabilen DNA-Polymerase durchgefuhrun@satzlich besteht der Zyklus einer
PCR aus 3 Schritten: a. Denaturierung (Auftrenneimges DNA-Doppelstranges in seine
Einzelstrange, welche der Polymerase als Templaeed), b. Primer-Annealing (durch
Abkuhlen der Temperatur wird spezifische Hybridigsrey der Primer mit komplementéaren
Sequenzen ermdglicht) und c. Extension (Oligonuidpoimer werden durch Anfugen
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komplementérer dNTP’s bis zum Ende der Template-DiNch die Tag-Polymerase bei
72 °C verlangert). Der Zyklus wird zwischen 20 wiMal wiederholt. Nach Abschluss der
Reaktion wird das Produkt mittels Agarosegel-Elgtrorese tberpruft (s. 3.1.11).

Zur Amplifikation der FcRn VNTR Allele wurde eineCR mit Hilfe des GC-RICH PCR
Systems durchgefiihrt, welches eine effiziente Afikgliion GC-reicher Sequenzen
ermoglicht. 60 ng genomischer DNA wurden mit 0.5 al\élspezifischen Vorwarts (V)- und
Ruckwartsprimern (R) (s. Tab.2.1), 0.2 mM dNTP’s5 il Lésungspuffer (Roche), 5 pul
Reaktionspuffer (Roche) und 0.37 pl Enzymmix (thestabile TagDNA Polymerase und
thermostabile Tgo DNA-Polymerase mit 3-5' Exonuddeaktivitat, Roche) in einem
Endvolumen von 25 pl aufgenommen und unter folger8iedingungen: 96 °C 10 min; fur
32 Zyklen 95 °C 45 5,52 °C 45 s, 72 °C 45 s; 720Cnin, auf einem GeneAmp PCRsystem
9600 (Perkin Elmer) amplifiziert. Im Anschluss weard die PCR-Produkte auf 1.5 %
Agarose-Gelen mit Tris-Borat-EDTA (TBE) Puffer aysert und mit Hilfe des

Nukleinsauremarkers GenSizer VIl identifiziert3sl.11).

Geschachtelte PCR

Zur Amplifikation einer 1457 Basenpaare (bp) grofBagion derallo cDNA wurde eine
geschachtelte PCR durchgefihrt. In der geschaeht&CR werden zwei Primerpaare, ein
inneres und ein aul3eres verwendet.

In einem ersten Amplifikationsschritt wurden 5 (@rdDNA mit 5 uM Primer (s. Tab.2.1),
1.25 mM dNTP’s und 1.25 U TaqGold Polymerase iregrEndvolumen von 25 pl mit dem
GeneAmp PCRsystem 9600 (Perkin Elmer) unter folgeriBledingungen amplifiziert: 95 °C
10 min; 30 Zyklen 93 °C 60 s, 55 °C 60 s, 72 °CshODieses auliere Primerpaar produziert
zuerst ein etwas groReres Amplikon (1.Amplikon), a@em in einem zweiten
Amplifikationsschritt ein inneres Primerpaar bindditerzu wurden 5 pl von 1:10 oder 1:100
verdinnten PCR-Produkten mit inneren Primern (£.2:8 unter identischen Bedingungen
amplifiziert. Dieses amplifiziert in 30 weiteren Kgn einen kleineren, intern gelegenen
Abschnitt (2. Amplikon). Durch die entfallenden Neiprodukte der ersten Amplifikation
wird die Sensitivitdt und Spezifitat der PCR erldblgesteigertDie PCR-Produkte wurden

in einem 2 % igen Agarose-Gel aufgetrennt, isb(ger3.1.11) und sequenziert (s. 3.1.12).
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3.1.9 Quantifizierung von FcRn-spezifischen Tranggten mittels TagMan® Echtzeit
PCR (Real-time PCR)

Fur die Quantifizierung von cDNA wurde eine TagMai®htzeit-PCR mittels des ABI
Prism 7000 Sequence Detection System durchgefhlet. wurde neben PCR Primern (s.
Tab. 2.1) eine zur Zielsequenz komplementéare, k@krgonukleotid-Sonde eingesetzt, die
mit einem fluoreszenzmarkiertem Reporterfarbstofin a5’ Ende (6-FAMM, 6-
Carboxyfluorescin) und einem nicht-fluoreszierend@rencherfarbstoff (NFQ) am 3’ Ende
markiert ist (FAM™-TagMAN MGB Sonden: FCGRT Assay, ID Hs00175415 ntid u
GAPDH Assay, ID Hs99999905 m1) (s. Tab. 2Nach Laserlichtanregung bei 488 nm wird
die Fluoreszenzemission des Reporterfarbstoffshdaneen Fluoreszenz-Resonanz-Energie-
Transfer (FRET) auf den Quencher-Farbstoff untexkir((Forster-Typ Energie) (Forster
1948). Am 3’ Ende der Sonde simdinor groovebinders (MGB) gebunden, welche die
Bindung zwischen Sonde und komplementarer Sequearczh dischmelztemperaturerhéhung
stabilisieren. Die PCR wird mit der AmpliTag GOldPolymerase durchgefiihrt, die eine
5'- 3'- Exonucleaseaktivitat aufweist. Diese zersellet bei der Extension des PCR-Produkts
die an der Zielsequenz gebundene Sonde, so daséufidiche Néahe und damit auch der
FRET zwischen Reporter- und Quencher-Farbstoffehdgen sind. Die Akkumulation von
PCR-Produkten kann wahrend des gesamten Prozess@sukerlich in Echtzeit Gber das
ansteigende Fluoreszenzsignal gemessen wemienReaktion erfolgte bei 50 °C 2 min,
95 °C 10 min, gefolgt von 40 - 50 Zyklen bei 95 2&s, 60 °C 1 min. Die Quantifizierung
erfolgt Uber Bestimmung des PCR-Zyklus (tresholdcley ct), bei dem die
Fluoreszenzintensitat deutlich Uber der Hintergfimadeszenz liegt (Schwellenwert =
treshold) und die Amplifikation exponentiell erfalgAls endogene Referenz wird ein nicht-
reguliertes Haushaltsgen (Glycerinaldehyd-3-phospleétydrogenase) mitgefihrt und alle

ermittelten ct-Werte darauf normalisierict-Wert). Die relativen Anderungen in der

Genexpression wurden nach déf'2" Methodeberechnet (Livak and Schmittgen, 2001).

3.1.10 Site-directed Mutagenesis

Die site-directed mutagenesis ermdglicht den gezieAustausch, Einfihrung (Insertion),
oder die Entfernung (Deletion) von Aminosaurenwkisden zwei zueinander komplementare
Oligonukleotide (Vorwarts- und RuUckwartsprimer) wendet (s. Tab. 2.1), die die
gewiinschte Mutation enthielten. Der QuikChatite-directed Mutagenesis Kit wurde fir
die Insertion der C>G Mutation in das Wildt§8-Leu33 Konstrukt verwendet und nach

Herstellerangaben durchgefihrt. In einer PCR-ahaticReaktion wurde die Template-DNA
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kopiert, so dass Plasmide mit der neuen Sequenhetigiert wurdenNach Subklonierung in
E. coli-Zellen wurden alle Konstrukte mit entsprectien Primern (s. Tab. 2.1) flr

weitergehende Transfektionsstudien sequenzieBt1sl?).

3.1.11 Elektrophoretische Auftrennung von Nukleingén im Agarosegel

DNA ist unter nativen Bedingungen aufgrund ihresck@r-Phosphat-Rickgrates negativ
geladen und kann daher im elektrischen Feld erdspral ihrer GréRe aufgetrennt werden.
Die Wanderung zur Anode erfolgt in einer Matrix agarose nach dem Molekularprinzip.
Die Grol3e der Poren ist von der Agarosekonzentratithdngig. Je hoher die Konzentration
desto kleiner sind die Poren und die Fragmente aranikdngsamer durch das Gel. Es wurden
Gele mit 1.5 — 3 % Agarose in TBE-Puffer gekochd mach dem Abkuhlen mit 0.1 pug/ml
Ethidiumbromid, einem in die DNA interkalierendeluéreszenzfarbstoff, versetzt. Das Gel
wird in einen Gelschlitten mit Probentaschenkammogseen und polymerisiert. Die DNA-
Proben wurden mit Probenpuffer ernohter Dichte gehtj in die Probentaschen neben dem
Molekulargewichtsstandard aufgetragen und die Feagenbei 100 — 120 V aufgetrennt. Die

Visualisierung erfolgte mit dem Geldokumentatiorsésgn unter UV-Licht.

Praparative Gel-Elektrophorese
Zur Aufreinigung von PCR-Produkten nach einer AgarGelelektrophorese wurden die
gewilnschten Fragmente unter UV-Licht mit einem @&alausgeschnitten. Zur Reinigung

und Aufkonzentrierung der DNA wurde das E.Z.N.Al Eetraktion Kits verwendet.

3.1.12 DNA-Sequenzierung

Die DNA Sequenzierungen erfolgten nach der enzywda¢in Kettenabbruchmethode nach
Sanger und Coulson (Sanger 1975) mit dem ,ABI ReisBig Dye'™ Terminator Cycle
Sequencing Reaction Kit“. Zunachst wird die zu wgsiarende Sequenz Uber PCR
amplifiziert (s. 3.1.8). Vor Durchfuhrung der Segmer-PCR wurde das PCR-Produkt mit
dem MultiScreen Vakuum Manifold (Millipore, Moistmej Frankreich) in 2
Reinigungsschritten mit je 100 pl HPLC-Wasser aafgeitet. 10 - 100 ng dieses gereinigten
PCR-Produkts, 1 pl Vorwérts- und RickwartsprimeiTab.2.1), 2 pl Big Dy&" wurden fr
25 Zyklen 96 °C 10 s, 50 °C 5 s und 60 °C 4 minB@R Geréat inkubiert. Die zusatzlich zu
den dNTP’s zugebenen fluoreszenzmarkierten Didesdagotide (ddNTP’s, Big Dy&")

fuhren nach Einbau aufgrund der fehlenden 3'OH-@eupum vorzeitigen Kettenabbruch.
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Diese entstandenen Abbruchfragmente sind in ihémgke statistisch verteilt. Im Anschluss
an die Sequenzier-PCR wurden die markierten DNAyente lUber eine Sephadexsaule
(SephadeX" G-50 Superfine) mit 10 pl HiDi-Formamid durch Zefuigation fir 5 min bei
2400 Upm aufgereinigt. Die Detektion der Sequeradolgte Uber den ABI PRISM® 3100
Genetic Analyzer. Dieser trennt die aufgereinigBfA-Fragmente Uber eine Gelmatrix in
Kapillarelektrophoresetechnik, regt die Fluoreseenmit einem 488 nm Laser an und liest
die Emission durch einen Konfokalscanner in 4 Kan&jleichzeitig aus.

3.2  Zellbiologische Methoden

Die Zellkulturarbeiten wurden unter den sterilendBgungen einer Sicherheitswerkbank

durchgefuhrt.

3.2.1 Isolierung von Monozyten

Mononukleare Zellen wurden aus frisch entnommenEmDTA-antikoaguliertem Vollblut
gewonnen. Dazu wurden vier Mal 20 ml Vollblut netjeils 15 ml sterilem PBS ohne ¢a
und Md* in 50 ml PP Rohrchen versetzt, jeweils auf 15 inblPaqué™ geschichtet und
fir 30 min bei 1500 Upm ohne Bremse zentrifugiereé Dichte des Glycogenpolymers Ficoll
Paqué" liegt mit 1.077 g/l zwischen Erythrozyten (1.1)glind mononuklearen Zellen
(2.07 g/l), so dass bei Zentrifugation der Dichéelyent zu einer Plasmaschicht, einem
Interphasering aus mononukledren Zellen und eineetletP aus Erythrozyten und
Granulozyten fuhrt. Der Interphasering wurde mibeei Transferpipette abgesaugt und
dreimal mit PBS gewaschen (80@pm 10min). Die pelletierten mononukledren Zellen
wurden in sterilem PBS aufgenommen, gezéhlt und®.Zellen in 400 ul PBS mit 100 pl
paramagnetischen anti-CD14 Microbeads fur 15 mird&€ markiert. MACS® Microbeads
sind 50 nm groRe Molekilkomplexe aus Eisenoxid utralysacchariden. Nach einem
Waschschritt mit 5 ml PBS wurden die Zellen in 400PBS aufgenommen und Uber
Positivselektion (Programm ,Possel D) mit dem aodbischen Magnet-assoziierten
Zellsortierungsgerat (AutoMACS) isoliert. Die mit den Microbeads markierten Zelle
passieren eine Separierungssaule, die sich in eisirken, permanenten Magnetfeld
befindet. Bei der Positivselektion bleiben die paagnetisch markierten Zellen an der Saule
haften und unmarkierte Zellen passieren als neg&tigktion die Saule. Nach Abschalten des

magnetischen Feldes kdnnen die in der Saule vbdrien Zellen als positive Fraktion eluiert
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werden. Die isolierten Zellen wurden gezahlt und RINA-Isolierung (s.3.1.4) oder im

Zelladhasionstest mit Kristallviolett (s.3.3.3) g@&setzt.

3.2.2 Kultivierung von eukaryontischen Zelllinien

Die Kultivierung von eukaryontischen Zellen erfa@gije nach Verwendungszweck in
Zellkulturgewebeschalen oder —flaschen. Die Statitingungen waren eine gesattigte
Wasserdampfatmosphére bei 37 °C und 5 %. @@e zwei bis drei Tage wurde das Medium

erneuert, bevor eine Kultur vollstadndige Konfluemzicht hatte.

COS-7 Zellen

Die COS-7-Zellen wurden in DMEM mit ,low glucoset@00 pug/ml) unter Zugabe von 10 %
FKS (Gibco BRL) und 200 mM Glutamin, und Gentamy@if pg/ml) zur Selektion gehalten
(Vollmedium). Nach 3 - 4 Tagen Wachstum waren dilen zu 80 — 90 % konfluent und
wurden zur weiteren Kultivierung passagiert. Dazurden sie zweimal mit 7 ml D-PBS

gewaschen und mit 1 ml Accutase zwei bis funf Meémubehandelt, durch leichtes Klopfen
der Zellkulturschale vom Boden gel6st. Nach Zugat@ 4 ml frischem Vollmedium wurde

die Zellsuspension resuspendiert, und je 1 ml wmeneZellkulturschalen mit 9 ml frischem

Vollmedium kultiviert.

CHO-K1 Zellen

Die CHO-K1-Zellen wuchsen ina—-MEM unter Zusatz von 10 % FKS und 1%
Penicillin/Streptomycin. Diese Zellen wurden zwelnmader Woche in einem Verhaltnis von

1:10 - 1:20 passagiert. Die stabilen Zelllinien dem unter Zugabe von 500 pg/ml Geneticin
und 250 pg/ml Zeocin kultiviert.

U937 Zellen

Die myeloischen U937 Zellen wurden in RPMI-Mediunit in-Glutamin unter Zusatz von
10 % FKS und 1 % Penicillin/Streptomycin kultivieiese Zellen wurden in 75 ém
Zellkulturflaschen in Suspension gehalten und zvaéimder Woche in einem Verhéltnis von

1:6 - 1:12 passagiert.
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3.23 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Konfluent gewachsene Zellen einer Zellkulturschalegden vor dem Einfrieren gewaschen,
mit Accutase abgelost und nach Zugabe von 5 mkHesn Medium abzentrifugiert
(1200 Upm 5 min). Die Zellen wurden in 900 ul fhem, vorgekihltem Vollmedium
resuspendiert, in eine Einfrierampulle mit 900 whftermedium (Vollmedium mit 20 %
DMSO) dberfuhrt und fir etwa 24 h bei -70 °C eimgefn und danach im flissigem
Stickstoff aufbewahrt.

Eingefrorene Zellen wurden schnell bei 37 °C awfgetbis nur noch eine geringe Menge Eis
vorhanden war. Die Zellen wurden in 5 ml frischesarm gestelltes Vollmedium
aufgenommen, abzentrifugiert (1200 Upm 5 min), mlZrischem Vollmedium resuspendiert

und auf einer Zellkulturschale mit 7 ml Medium kwikrt.

3.24 Transiente Expression von allelspezifischelib 83 Isoformen

COS-7 und CHO-K1 Zellen

Ein Tag vor Transfektionsbeginn wurden 2.0 - 8.6*{60 mm Kulturschale) bzw. 0.5 -
2.5¢*1¢F (100 mm Kulturschale) COS-7 mit 9 ml DMEM Mediur@?AFKS/1%
Penicillin/Streptomycin oder CHO-K1 Zellen mit 9 md—-MEM/10 % FKS/1 %
Penicillin/Streptomycin ausgeséat und bis zu eineddgkung von 80 % kultiviert.

Fur die Transfektion wurden 2 ug pMP®PIllla der Leu33 (HPA-1a) oder Pro33 (HPA-1b)
oder Val33 (3. HPA-1 Allel) und 2 pg pMPSV GPIlibrdée843 (HPA-3a) oder Ser843
(HPA-3b) in COS-7 oder CHO-K1 Zellen kotransfiziert

Die Transfektion wurde Liposomen-vermittelt mit fdildes Effectene® Transfektionsreagenz
nach Anleitung des Herstellers (Qiagen) durchgefulmr einem ersten Schritt wird die
Plasmid-DNA durch Interaktion mit einem Enhancer @mem definierten Puffersystem
kondensiert. Das erleichtert die nachfolgende Bitgdumicellarer Strukturen mit dem
liposomenhaltigen Reagenz Effectene. Dabei interagi die negativ geladenen
Phosphatgruppen der DNA-Molekile mit der positivagenen Oberflache der Liposomen.
Dieses DNA-Reaktionsgemisch wird tropfenweise awaschene, in frischem Vollmedium
befindliche Zellen zugegeben. Die restlichen, figi@sitiven Ladungen auf den Liposomen
interagieren dann wahrscheinlich mit Sialinsduteresler Zelloberflache und werden durch
Endozytose oder Verschmelzen der Liposomen mit deilmembran in die Zelle

aufgenommen. Die Zellen wurden fir 48 h weiterikigtt.
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Nach 2 - 3 Tagen wurden die transfizierten Zelleit Actcutase abgel6st, diallb33-
Oberflachenexpression durchflusszytometrisch untétsund die Zellen im MAIPA Assay
(s. 3.3.1), oder Immunoblot (s. 3.3.10), oder inldemunprazipitation (s. 3.3.11) analysiert.
Ein weiteres Aliquot der Zellsuspension wurde unfergabe von Einfriermedium (1:1
Verhaltnis; DMEM mit 20 % DMSO) in flissigem Sti¢k$f eingefroren.

3.2.5 Stabile Expression von allelspezifischetib £3 Isoformen in CHO-K1
CHO-K1 Zellen wurden mit allelspezifischen GPI11W&a{33) und GPIIb (1le843) Konstrukten

mit Hilfe des Effectene®-Reagenz transfizi¢st oben). Die Zellen wurden fir 48 h im
Brutschrank inkubiert und dann in Selektionsmediyfo#MEM, 10% FKS, 1 %
Penicillin/Streptomycin, 700 pg/ml Geneticin, 25¢/ml Zeocin) passagiert. Nach einer 14-
tagigen Kultivierung wuchsen die resistenten Zeflarkleinen Kolonien heran. Das Medium
wurde von der Schale vorsichtig abgesaugt, dieeAetlweimal mit 7 ml D-PBS gewaschen
und mit 2 ml D-PBS uberschichtet. Mit Hilfe von 1Q0 sterilen Pipettenspitzen wurden 48
Klone ausgewahlt und in 24-er Klonierungsplattenerfiihrt, die jeweils mit 3 mi
Selektionsmedium in jedes Loch ausgesat wurden.

Die nach dem Picken verbliebenen Zellen (900 plyden unter Zugabe von 900 pl
Einfriermedium (1:1 Verhaltnisa-MEM mit 20 % DMSO) in flussigem Stickstoff
eingefroren.

Nach 2 Tagen wurden die Zellen in 6-Lochplatten rfitbet und fir mehrere Tage
weiterkultiviert.  Dann  wurden die gewachsenen Jeile geerntet und
durchflusszytometrisch auf dedib33-Oberflachenexpression untersucht.

Um eine homogen@llb33 Expression auf den Zellen zu erhalten, wurden stabilen

Zelllinien subkloniert.

3.2.6 Zellselektion

Eine Methode zur Zellselektion wurde mittels CELlieeTM Pan Mouse IgG Kit

durchgefuhrt. Dazu wurden 25 pl Ziege anti-Maus Bg€ads in 1 ml Vollmedium mit 1 %
Rinderalbumin (BSA) mit einem Magnetzellseparatallgtiert, in 25 ul Medium mit

1 % BSA resuspendiert und mit 0.5 pg der speziéisadmAK unter Rotation (160 Upm) fir
30 min bei RT inkubiert. Nach zweimaligem Waschamden die Beads in 25 pl Medium
mit 1 % BSA bei 4 °C (max. 5 Tage) bis zur Zell&élen gelagert.
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Zur Subklonierung wurden die resistenten Zellklans einer Gewebekulturschale geerntet,
mit PBS gewaschen (1200 Upm 5 min), in 0.5 ml Medimit 1 % BSA resuspendiert und
mit 25 pl vorbehandelten Partikeln fir 30 min béi Bnter Rotation (160 Upm) inkubiert.
Die antikorperbeladenen Zellen wurden dann miteHdines Magnetzellseparators selektiert
und nach Waschen in 200 pl Medium mit 1 % BSA andgemen. Die auf diese Weise
selektionierten Zellen wurden in 7 ml Selektionsiadiberflhrt und je nach Ausbeute auf
eine 24-/6-Loch Platte kultiviert.

3.2.7 Renilla-Luciferase Reportergen-Assay

Zur Untersuchung der transkriptionellen AktivitiaésdFcRn Promotors wurde ein Renilla-
Luciferase Reportergen-Assay (Dual-Luciferease®drep Assay) durchgefuhrt. In diesem
System dient ein Biolumineszenz hervorrufendes G#as aus Leuchtkafern (Firefly-
Luciferase) entstammende Luc-Gen, als Reporterd Wiciferase in transfizierten Zellen als
Reportergenprodukt hergestellt, kann die Aktivitiés Enzymsin vitro durch eine
Biolumineszenzreaktion in den Zelllysaten gemesserden. Die Firefly-Luciferase wandelt
Luciferin in Gegenwart von molekularem SauerstaffP und Md" in Oxyluciferin und C@
um. Bei dieser Reaktion wird Licht einer Wellenlangon 562 nm emittiert, das in einem
Luminometer gemessen werden kann. Da die gemedsehtemission proportional zur
Menge an Luciferase im Zelllysat ist, kann man kdirauf die Transkriptionsrate des

Luciferase-Reportergens schliel3en.

Es wurde ein Luciferase-Reporterplasmid unter tmapsoneller Kontrolle des FcRn
Promotors generiert. Die putative FCRn Promoteomrg(-764 bis +1375von VNTR
genotypisierten Individuen (VNTR 1, 2, 3, 4 undvi)rde mit entsprechenden Primern (s.
Tab. 2.1) amplifiziert (s. 3.1.7) und die PCR Prhaduin einer praparativen Agarose-
Gelelekrophorese (s. 3.1.10) isoliert.

Fur die weitere Klonierung der VNTR-Allele wurdeasdFcRn Promotorfragment-Amplifikat
und der Vektor geschnitten. Die Ligation wurde ineen Volumen von 10 pdlurchgefuhrt
mit 50 ng geschnittener Vektor-DNA (1 pl) (Promeda)l geschnittenes PCR-Produkt, 5 pl
Rapid Ligation Premix 2x (Promega) und 1 pl Aquariidacht bei 4 °C.

Zur Vermehrung und Analyse wurden 5 - 50 ng (2 ightionsansatz) dieses Konstruktes in
50 pl transformationskompetente E. coli (DY) durch Hitzeschock transformiert (s.

3.1.1). Die transformierten Klone wurden auf Carbdm LB-Medium selektioniert,
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vermehrt (Schittelkultur) und die Plasmide Ubeed¥idi-Praparation (s. 3.1.2) aufgereinigt
und sequenziert (s. 3.1.12).

4-8*10° U937 Zellen wurden am Vortag der Transfektion adfL®chplatten ausgesat und
Uber Nacht in RPMI-Medium mit L-Glutamin unter Ztsavon 10 % FKS und 1 %
Penicillin/Streptomycin  kultiviert. Die anschlielten Transfektion erfolgte mittels
Lipofektamin™ 2000 in serumfreien Medium (Optimem) entsprechded Angaben des
Herstellers (Invitrogen). Pro Ansatz wurden je 1 e Reporterkonstrukts und 1 pug des
Firefly-Luciferase-Kontrollvektors pGL3 (Promega)ottansfiziert. In Parallelanséatzen
wurden U937 mit dem Kontrollvektor als positive Kalle (Promega) oder mit dem
Reporterkonstrukt als negative Kontrolle transfizidBei der hier benutzten kationischen
Lipid-Methode bilden die Liposomen mit der DNA em&omplex, der von den Zielzellen
mit relativ hoher Effizienz aufgenommen wird.

Nach 48 h Inkubationszeit wurden die Zellen ge¢rmewaschen, durch Zugabe von 100 pl
PBL-Puffer 1x (Promega) von der 24-Loch Platte gelind durch wiederholtes Einfrieren
(Ethanol/Trockeneisbad) und Auftauen (WasserbatiC37aufgeschlossen. Nach Abtrennung
der Zellfragmente wurden 20 pl des Uberstandes 10@ pl des Luciferase-Substrates
(LARII) (Promega) in einem FACS-R6hrchen gemischd wdie Firefly-Luciferaseaktivitat
sofort in einem Luminometer bei 562 nm gemessenchN#hibition der Firefly-
Luciferaseaktivitdt durch Zugabe von 100 ul Stop&GReagenz (Promega) wurde die

Aktivitdt der Renilla-Luciferase bestimmt.

3.3 Immunologische und biochemische Methoden

3.3.1 Monoclonal antibody immobilization of platdlantigens (MAIPA) Assay

Die Aktivitat plattchenreaktiver Antikbrper wurdech Standardprozedur eines glykoprotein-
spezifischen Testverfahrens, dem MAIPA Assay untdrs (Kiefel, 1992; Kiefel et al.,
1987).

Im MAIPA Assay wurden Thrombozyten oder stabilengfazierte CHO-Zellen (s. 3.2.5) als
Testzellen verwendet.

Die Testthrombozyten entstammten einem Zellpool HAsierter Spender des
Thrombozytenlabors/Transfusionsmedizin Giel3en aoderden frisch isoliert aus 100 ml

EDTA-antikoaguliertem Blut. Zur Thrombozytengewimguwurde plattchenreiches Plasma
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(PRP) durch Zentrifugation (800 Upm 25 min) gewanndie Thrombozyten pellettiert,
dreimal mit NaCl/0.5 g % EDTA-Losung (pH 6.5) gewlasn und die Zellzahl in einem
Zellcounter (Sysmey bestimmt. Gelagert wurden die Thrombozyten in NaC% NaN
(pH 6.5) bei 4 °C unter Zusatz von 10 % Proteagbituncocktail (Aquivalent zu 1 mg USP
Pankreatin). Fur die Aufbewahrung in flissigem I&ioff wurden Plattchen mit RPMI/Tris
(3:1) mit 10% DMSO/3.2 mM L-Glutamin und 10% AB-8ar auf eine Konzentration von
500.000/ul eingestellt. Zur Reaktivierung wurdea Biattchen bei 37 °C aufgetaut, mit 4 ul
PGEL1 versetzt, mit NaCl (pH 6.5) gewaschen undigeza

Vor Testbeginn wurde ein polyklonaler Ziege antitdd« spezifischer Antikorper (1:5000
in Bindungspuffer: 1.59 g N&QO;, 2.93 g NaHC@ 0.2 g NaN ad 1000 ml Aqua dest.,
pH 9.6) Uber Nacht bei 4 °C oder 2 h bei 37 °C &n Fkstphase einer Mikrotiterplatte
immobilisiert. Durch Blockieren mit TBS-Waschpuffé8.63 g Tris, 15 ml Triton X-100,
1.5ml Tween, 1.5 ml Caglad 3000ml NaCl, pH 7.4) fiur 30 min bei 4 °C wiried
Hintergrundgrundreaktion durch unspezifische Birglummit Analyten und dem
Detektionskomplex verhindert.

20*10° frische bzw. kryokonservierte Plattchen oder rekimante CHO-Zellen (Kroll et al.,
2005b) in 0.2 % iger BSA-PBS-Losung wurden mit 30Humanserum und 10 pl eines
gereinigten mMAK (20 pg/ml) oder Kulturiberstand smagiell, mit eingeflhrten
Waschschritten, fiir jeweils 30 min bei 37 °C inlerhi Nach dreimaligem Waschen mit
physiologischer NaCl Lésung (0.9%) wurden die Glytateine aus der Plattchenmembran
mit 100 pl des Lysepuffers (0.121 g Tris, 0.5 mitdrr X-100 ad 100 ml NaCl) solubilisiert.
Nicht-lysierte Zellmembranbestandteile wurden dufZemtrifugation (10.000 Upm 30 min)
von den Lysatiberstdnden getrennt. 100 ul dieselimaten Antigen-Antikdrper-Komplexe
(1:5 in TBS-Waschpuffer) wurden jeweils in die \fefiing der Mikrotiterplatte pipettiert und
fur 90 min bei 4 °C inkubiert. Nach Entfernung nigebundener Glykoproteinkomplexe
wurden 100 pl eines PO-konjugierten Ziege anti-HungG Fg Antikorpers (1:4500 in
TBS-Waschpuffer) pipettiert, fir 2 h bei 4 °C inkett, gewaschen und gebundene
Humanantikdrper in einer chromogenen Enzymsubstfation (15 min) nachgewiesen. Die
Peroxidase katalysiert durch,®) die Umsetzung vom farblosen OPD in das orangerbrau
gefarbte 2,3-Diaminophenazin (DAP), wodurch einelédming der OD hervorgerufen wird.
Nach Abstoppen der Reaktion mit 50 pl Stopplosihg N HSOQy) wurde die Anderung der
OD photometrisch (Tecan) bei 492 und 630 nm gemedSmae positive Reaktion wird

definiert als die Differenz der Extinktion gegeniib@cht-gecoateten Vertiefungen der
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Mikrotiterplatte Uber 0.2. Klassifikation der Remkissstarken im MAIPA Assay: < 0.2 (-),
0.2-0.4(+),0.4-0.8 (++), 0.8 — 1.2 (+++),.2 ++++).

Absorptionsexperimente nach Neuraminidaseverdau

Fur einige Experimente wurden anti-HPA-3a Seren Weuraminidase behandelten oder
unbehandelten Plattchen vorabsorbiert und ans@mnem MAIPA mit unbehandelten
Plattchen untersucht.

Fur die Vorabsorption wurden 8*10HPA-3a homozygote Plattchen in PBS/2%
Rinderalbumin ohne oder mit Zugabe von 15 mU Neuratase fur 6 h bei 37 °C inkubiert
und zweimal mit PBS gewaschen. 4*10nbehandelte und Neuraminidase-behandelte
Plattchen wurden mit 70 pl der vorverdinnten Sdiéen30 min bei 37 °C inkubiert. Die
Plattchen wurden zentrifugiert (13000 Upm 3 min)l wler Uberstand erneut absorbiert. Die
Uberstande aus dem zweiten Absorptionsexperimemtiemudann im MAIPA Assay mit

unbehandelten Plattchen analysiert.

3.3.2 Plattchen-Adhéasions-Immunfluoreszenz-TesA(PT)

Der PAIFT (von dem Borne et al.,, 1978) wurde imn8trdverfahren nach modifiziertem
Protokoll von Schnaider und Schneidt (Schneider &uhnaidt, 1981) durchgefihrt.
Thrombozyten kénnen an Glasobjekttrdgern adhéarierd® pl HPA-typisierter
kryokonservierter Thrombozyten (2*1@ellen) wurden nach Reaktivierung auf den Ring
einer Hamaxplatte pipettiert und fur 30 min bei R&dimentiert. Nach Absaugen des
Uberstandes wurden 10 pl des Patientenserums blattchenfreien Plasmas mit den
Thrombozyten fir 30 min bei RT inkubiert. Nach dmaligem Waschen mit NaCl (pH 6.5)
wurden 10 pl eines FITC-konjugierten anti-Human ikirpers (1:50 in PBS, pH 6.5)
zugegeben. Zur Humanantikdrperbindung an die adtgiePlattchen wurde fir 15 min im
Dunkeln inkubiert, die Thrombozyten gewaschen (N@El 6.5), in 10 ul Glycerin PBS (pH

6.5, 1:3) aufgenommen und die Reaktionen am Flaeresmikroskop ausgewertet.

3.3.3 Adhéasionstest mit mononulearen Zellen

Untersucht wurde die Uber den FcRn Rezeptor veshattBindung der Monozyten an

polyvalentes IgG in einem pH-abhangigen Adhéasiatste
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Humanes polyvalentes IgG wurde in einer Konzemnation 3 pg/well oder PBS an eine
Mikrotiterplatte fir 2 h bei 37 °C adsorbiert. Doreweimaliges Waschen mit PBS wurde
nicht-gebundenes IgG entfernt. Mononukleare Zellwaorden durch paramagnetische
Zellseparation (s.3.2.1) mittels AutoMACS® isolieltie aufgereinigten Monozyten wurden
in RPMI 1640 mit L-Glutamin auf eine Konzentratimon 8*1F/ml eingestellt und das
Milieu auf einen pH von 7.2, 6.5 oder 6.0 mit Esgigre angesauert. 8”18ellen wurden je
Vertiefung pipettiert und fur 1 h bei 37 °C untef&CGQ, im Brutschrank kultiviert. Nicht-
gebundene Monozyten wurden in 2 WaschschritterP®R8 (pH 7.2, 6.5 und 6.0) vorsichtig
mit einer Vakuumpumpe abgesaugt. Zur Fixierung wnrtgG-gebundene Monozyten mit
150 pl einer eiskalten Methanol/Aceton-Lésung (MAs) fur 15 min bei 4 °C inkubiert.
Anschliel3end wurde die Fixierlosung abgekippt umel Mikrotiterplatte trocken geklopft.
Zum Anfarben wurden 50 pl einer Kristallviolettldgu (0.5 % Kristallviolett, 20 %
Methanol, 79.5 % Aqua dest.) den Zellen zugefiigt 3% min bei Raumtemperatur inkubiert.
Unter Leitungswasser wurde die Mikrotiterplatte geshen bis das Wasser klar war und
getrocknet. Nach Zugabe von 100 pl einer MesslogiMeghanol/Essigsaure/Aqua dest. im
Volumenverhaltnis 4:1:5) wurde die Suspension in \ertiefung leicht gemischt und die

Intensitat der Farbe photometrisch bei 592 nm geeres

3.34 Reinigung von monoklonalen Antikdrpern tibeme Protein G-Saule

Zur Aufreinigung von mAK aus Hybridomaiberstand rodwiriner Aszitesflissigkeit wurde
eine Affinitatschromatographie tber eine 1 ml Fro#®-Saule (Hi Trap" Protein G HP,
Amersham) durchgefiihrt. Protein G ist ein Zellwanotgin aus Streptokokken der Gruppe C
und G, welches eine starke Bindungsaffinitdt zurReégion von Immunglobulin G besitzt,
d.h. es ist spezifisch fur IgG. Durch diese Intémak werden die meisten Nicht-lgG
Kontaminanten aus der Probe entfernt.

Zellulare Bestandteile in der Probe wurden abzewfiert (13.000 Upm 10 min 4° C), der
Uberstand im Verhaltnis 1:2 mit Bindungspuffer (02Natriumphosphat, pH 7.0) verdinnt
und Uber Filter einer PorengroéRe von 0.45 um (polie) filtriert.

Zu Beginn wurde die Protein G-Saule mit 5 - 8 muAdglest. gewaschen (1 Tropfen/sec, ca.
2 ml/min) und mit 10 - 15 ml Bindungspuffer equildrt. Die vorbehandelte Probe wurde
langsam auf die Saule aufgetragen und das Absgdsaimmelt. Nachfolgendes Waschen mit
20 ml Bindungspuffer diente zur Entfernung unspeeif gebundener Komponenten. Eluiert
wurden die mAK mit 6 ml Elutionspuffer (0.1 M GlyeHCI, pH 2.7) und in einem 50 ml PP
mit vorgelegtem Neutralisationspuffer (1 M Tris-H@H 9.0) aufgefangen (1. Fraktion).
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Anschliel3end wurde die Saule mit Bindungspuffer @gshen, das gesammelte Absorbat fur
einen zweiten Lauf auf die Saule gegeben und alesderholt (2. Fraktion). Zur
Regeneration wurde die Protein G-Saule mit 5 M @liarHydrochlorid-Losung beftllt und
fir 30 - 60 min bei 4 °C inkubiert. AnschlieRendrde die Sdule mit 5 ml Bindungspuffer
(0.2 M Natriumphosphat pH 7.0) gewaschen und miwean Triton X-100 (0.1 % in Aqua
dest.) fir 1 min bei 37 °C inkubiert. Die Saule deimit Aqua dest. und Bindungspuffer
gewaschen, mit 20 % Ethanol befillt, geschlossehb@n 4 °C gelagert.

Die Eluate wurden Uber Nacht gegen 1 | PBS in Bidghlauchen (6.-8.000 MWCO) bei
4 °C dialysiert und mit Ultrafiltrationsmembranséutn(YM-50 Saulen) bei 5000 g auf ein
Volumen von 1 ml eingeengt. Nach Bestimmung dettddnkonzentration im BCA Assay
(Pierce) (s. 3.3.6) wurden die Antikdrper portiohignd bei -70 °C gelagert.

3.35 Isolierung vorallb £3- Plattchenprotein aus Plattchenkonzentraten

Das Plattchenglykoproteiallbf3 wurde affinitatschromatographisch Uber eine &b

Interaktion mit denullb 3-komplexspezifischen mAK Gi5 isoliert.

3.35.1 Kopplung des Liganden an Tragermatrix

Voraussetzung fur die Affinitatschromatographie @& kovalente, irreversible Bindung des
Liganden (mAK Gi5) an eine wasserunldsliche polyenddatrix. Als Gelmatrix diente
CyanBromid-aktivierte Sepharose 4B. Drei Gramm ati€epharose wurden in ein 50 ml PP
eingewogen, fur 15 min unter Rotieren in Aqua destn Quellen belassen, Uber eine Fritte
mit 600 ml 1 mM HCI fir 15 min langsam gewascher getrocknet. Zur Kopplung von
10 mg mMAK Gi5 an die Sepharose wurde eine Uberirdaitation in 7.5ml 2x
Kopplungspuffer (0.2 M NaHC{ 1 M NaCl, pH 8.3) bei 4 °C durchgefuhrt. Die hier
angewandte Bromcyan (CNBr)-Methode basiert aufRieaktion der Hydroxylgruppen der
Polysaccharidketten der Tragermatrix mit Bromcy@re dabei gebildeten Carbamate bzw.
Imidocarbonate sind sehr reaktionsfahig und reagideicht mit den Aminogruppen des
Antikdrpers zu Isoharnstoffderivaten. Ungebundemailk®rper wurden durch Waschen mit
100 ml 1x Kopplungspuffer (0.1 M NaHGQ0.5 M NaCl, pH 8.3) entfernt und das Gel fur
2 h bei Raumtemperatur in einer Blockierungslosiad. M Tris, pH 8.0) inkubiert.
Anschliel3end wurde die Sepharose mit 200 ml 1x Kogspuffer und dann dreimal mit je
200 ml Acetatpuffer (0.1 M Na-Acetat, 0.5 M NaCH @.0) und Tris-Puffer (0.1 M Tris,
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0.5 M NaCl, pH 8.0) abwechselnd gewaschen. Zur ttagewurde die Sepharose in 30 ml 1x
Kopplungspuffer unter Zusatz von 0.01 % NaiN50 ml PP bei 4 °C aufbewabhrt.

3.3.5.2 Herstellung des Thrombozytenlysates

Thrombozyten wurden aus abgelaufenen Apherese-Ktnazen von HPA-1a und HPA-1b
homozygoten Spendern der Blutgruppe O isoliert {3i@sionsmedizin GielRen). Um eine
ausreichende Proteinmenge zu isolieren, wurdenastads vier Doppelpraparate pro HPA-1
Genotyp (1laa, 1bb) aufgearbeitet. Die Thrombozyar&ntrate wurden auf 50 ml PP verteilt
und die Thrombozyten bei 4000 g fur 20 min bei ZD gellettiert. Nach Entfernen des
Uberstandes wurde das Pellet zweimal mit je 50 rasdMpuffer (10 mM Tris, 3 mM EDTA,
150 mM NaCl, pH 7.4) zur Entfernung von Plasmaregiewaschen (3500 Upm, 15 min).
Die Plattchen von 3 Réhrchen wurden jeweils gep@ait 50 ml mit Waschpuffer aufgefullt
und gezahlt. Die Thrombozyten wurden mit Lysepui % 20 mM Tris-HCI pH 7.4, 1 %
Triton X-100, 3 % EDTA-L6sung (5 % in NacCl), 4 %diaseinhibitorcocktail auf eine
Konzentration von 1*18/ml eingestellt und fir 1 h auf Eis unter zwischaitithem
Vortexen (alle 10 min) lysiert. AnschlieRend wudbs Zelldebris bei 17.000 g fiir 45 min bei
4 °C pellettiert. Der Uberstand wurde gesammeiteet bei 17.000 g bei 4 °C pellettiert und
in 50 ml PP bei -70 °C bis zur Proteinisolierunfoawahrt.

3.35.3 Adsorption und Elution des Glykoproteitib 53

Zur Affinitatschromatographie wurden 7.5 ml der r@t5 gekoppelten Sepharose in eine
Séaule (Amersham) gefullt. Die Affinitatsmatrix werdzunachst durch Waschen mit 1x
Kopplungspuffer von NailNResten befreit. Vor dem Antigenauftrag wurde diese50 ml
Waschpuffer A (0.05 M Tris-HCI, 0.005 M NacCl, 0.1 ®iton X-100, pH 8.0), 30 ml
Waschpuffer B (0.1 M Tris-HCI), 0.5 M NaCl, 0.1 %itdén X-100, pH 8.0) und 20 ml
Waschpuffer A (Flussgeschwindigkeit 60 - 80 ml/quiibriert. Wahrenddessen wurde das
Thrombozytenlysat aufgetaut, bei 3500 Upm zentrétigind durch Millipore-Filter mit einer
PorengroRe von 0.45 um filtriert. Zur Bindung varignungsaktiven Plasmaproteinen (z.B.
Fibrinogen) wurde der Gi5-Saule eine SepharoseeSaitl polyklonalem Maus IgG (10 mg)
vorgeschaltet. Das vorbereitete Thrombozytenlysaties bei einer Flussgeschwindigkeit von
10 ml/h Uber Nacht aufgetragen und der Durchlagkigenelt. Nach beendeter Adsorption
wurden die Saulen mit 100 ml Waschpuffer A, 50 ndsahpuffer B und 50 ml Waschpuffer
A bei einer Flussgeschwindigkeit von 60 - 80 mléwgschen, um bei erhdhter lonenstarke
unspezifisch gebundene Komponenten zu entfernanerElwurde das gebunderdlb33

Proteins unter sauren Bedingungen mit ca. 25 miidgispuffer (0.1 M Tri-Natriumcitrat-
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Dihydrat, 0.1 % Triton X-100, pH 2.0). Die zum Halen eines pH-Wertes von 7.2 - 7.4
erforderliche Menge an Neutralisationspuffer (1 MisdHCI, pH 9.5), welche in
Vorversuchen austitriert worden war, wurde entdpead vorgelegt. Die ersten 5 ml des
Proteineluates wurden getrennt von der Hauptfrakgesammelt. Im Anschluss wurde die
Saule mit ca. 50 ml Waschpuffer A regeneriert urat dem Verwahren (4 °C) mit

Kopplungspuffer und 0.1 % NaNlurchgespult.

Durch die Proteinreinigung entsteht eine Losung,Ilckne in ihrer lonenstarke und
Pufferzusammensetzung zur Lagerung ungeeignetJist.die Proteinlésung zu entsalzen,
wurden die Eluate dialysiert. Dazu wurden Dialységaeche (6.-8.000 MWCO) in Aqua dest.
fur 30 min eingeweicht und das Eluat auslaufgesich@ die Dialysemembran
eingeschlossen. Dialysiert wurde gegen 3 | PBS Mmrht bei 4 °C unter langsamem
Ruhren. AnschlieRend wurden die Eluate mit einentraliltrationsmembransaulchen
(YM-30) durch Zentrifugation bei 5000 g (4 °C) aeiih Endvolumen von ca. 1 - 4 ml
eingeengt.

Nach Konzentrationsbestimmung wurden die Eluatéigroert und bei -70 °C gelagert. Die
Reinheit und Aktivitat der Proteine wurde in delb8rfarbung (s. 3.3.9) und im Immunoblot
(s.3.3.10) mit mAK gegen diellb und diep3 Untereinheit und humanen antitb33 Seren
Uberpruft.

3.3.6 1gG Aufreinigung aus Humanseren/-plasmen

Die Isolation der IgG Fraktion aus Humanseren egéasmen wurde mit dem ,Meldh Gel
IgG Spin Purification Kit* durchgefiihrt. Humane Btaen wurden zuvor mit 12.5 mM Cacl
Losung im Verhaltnis 1:1 fur 30 min bei 37 °C redfitiert. Zur IgG Praparation wurden
50 ul der Seren in 450 pl Aufreinigungspuffer (B&rverdinnt. Die Aufreinigungssaulchen
(Pierce) wurden mit 500 ul Melon Gel (Pierce) beladund nach dreimaligem Waschen
(4000 Upm 30 s) mit 300 pl Aufreinigungspuffer (e wurden 500 pl der verdinnten
Seren aufgetragen. Nach 5 mindtiger langsamer iBotaturde das IgG durch Zentrifugation
(4000 Upm 1 mihin der Negativfraktion gewonneNor der SPR-Analyse (s. 3.3.15) wurde
die 1gG Fraktion Uber Nacht in Dialysekartuschegege500 ml PBS (Laufpuffer) dialysiert,
filtriert (0.22 pm) und die Proteingesamtkonzembraim BCA-Assay (s. 3.3.7) bestimmit.
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3.3.7 Proteinmengenbestimmung

Die Proteinkonzentration wurde im BCA Assay nachleitung des Herstellers (Pierce)
durchgefiihrt. In der BCA-Methode bilden €uonen unter alkalischen Bedingungen einen
Komplex mit Peptidbindungen. Ein Cion wird durch zwei Molekiile BCA zu einem roten
Farbkomplex gebunden, welcher sehr empfindlich gasiesen werden kann.
Thrombozytenlysate wurden in einer Verdinnung vohOlund 1:50 ausgetestet. Dazu
wurden 25 pl der jeweiligen Probenverdinnungen 200 pl gebrauchsfertigem BCA-
Reagenz in einer Mikrotiterplatte fir 30 min bei &7 inkubiert und die Extinktion bei einer
Wellenlange von 562 nm ausgelesen.

3.3.8 Sodiumdodecylsulfat (SDS)-Polyacrylamid-Geldgtophorese (PAGE)

Die SDS-PAGE dient der Auftrennung von Proteinarstahtlich ihrer Masse im elektrischen
Feld. Durch die Bindung von SDS an die Proteinstehen negativ geladene Protein-SDS-
Komplexe mit einem konstanten Ladungs-Masse-Varlsdlim elektrischen Feld wandern
diese Komplexe zum positiv geladenen Pol und weddgoh den Molekularsiebeffekt in der
Polyacrylmatrix nach ihrer Molekularmasse getrenbie SDS-PAGE wurde in einem
5 % igen Sammelgel bestehend aus 6.8 ml Aqua 2est Acrylamid/Bisacrylamid (900 mM
Acrylamid und 14 mM Bisacrylamid, Rotipherese G@),3L..25 ml Tris/HCI pH 6.8 (70 mM),
0.1 ml 10 % SDS (3 mM), 15 pl TEMED (0.13 %) undb37l APS (1.56 mM) und einem
7.5 % igen Trenngel bestehend aus 11.4 ml Aqua,dé& ml Acrylamid/Bisacrylamid
(1000 mM Acrylamid, 16 mM Bisacrylamid, Rotiphere&el 30), 2.33 ml 3 M Tris/HCI
pH 8.8 Puffer (360 mM), 0.188 ml 10 % SDS (3.4 m&B,ul TEMED (0.14 %) und 625 pl
APS (1.42 mM) durchgefiihrt. Die Elektrophorese lief0.25 M Tris/1.92 M Glycin-
Puffer/1% SDS (1:10 Rotiphorese SDS-PAGE 30) untecht-reduzierenden oder
reduzierenden Bedingungen fur 4.5 h bei 25 mA. 3tiandard fur die Molekulargewichte

wurden 10 pl Rainbow Proteinmarker eingesetzt.

3.3.9 Nachweis und Quantifizierung von getrennt®noteinen mit Silberfarbung
Zum Nachweis der Proteine wurde eine Silberfarbdunghgefuhrt. Das Gel wurde in 10 %
Essigsaure und 30 % Methanol fir 30 min fixiert wahn fur 2 h bis Gber Nacht in eine
Losung aus 30 % Ethanol, 0.125 % GlutaralaldeBy2 % NaS,03 x 5H,0O und 0.5 M Na-
Acetat.) gelegt. Vor der Farbung wurde das Gelndaéi5 min in Aqua dest. gewaschen, um

den zur Komplexierung der Aglonen durch Proteine erforderlichen neutralen pH z
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generieren. Zur Farbung wurde das Gel fur 30 - 4® im einer Silbernitratlésung (0.1 %
Silbernitrat, 0.2 % Formaldehyd mit Aqua dest.)rgekt. Wahrend der Farbung bilden die
Ag’ lonen Komplexe mit Glutamat-, Aspartat- und Cystesten. AnschlieRend wurde das
Gel mit Aqua dest. gewaschen und zur Reduktionkdesplexierten A§ zu Ag eine 5 -
15 min Inkubation mit einer alkalischen Entwicktesling (2.5 % N#£O; 0.1 %
Formaldehyd) durchgefuhrt. Um eine unspezifisch&étgrundfarbung zu verhindern, wurde
die Reaktion fur 10 min in 1.5 % M&DTA x 2H,0 gestoppt.

3.3.10 Westernblot

Im Westernblot (Immunoblot) werden die Proteineeiner SDS-PAGE nach ihrer Grol3e
aufgetrennt, elektrophoretisch auf eine Nitrozell@membran unter dem Einfluss eines
elektrischen Feldes Ubertragen und immobilisierte Reaktionen der thrombozytéren
Antikdrper mit den isolierten Glykoproteinen werd#gurch enzymmarkierte anti-Maus oder —
Human Antikorper in einer spezifischen Enzym-SudisReaktion direkt auf der Membran

nachgewiesen.

Pattchenreiches Plasma (PRP) wurde aus 50 ml EDitikeaguliertem Vollblut (1:6) HPA-
typisierter Spender durch Zentrifugation (800 Updnn3in) isoliert und zu gleichen Anteilen
mit vorgewarmtem Puffer 1 (10 mM Tris, 3 mM EDTAAA mM NaCl, pH 7.4) gemischt.
Die Plattchen wurden bei 2000 Upm 10 min pellditieweimal gewaschen (2000 Upm
10 min) in Puffer 1 resuspendiert und gezahlt. 4*2@len/ul wurden in Lysepuffer (20 mM
Tris, 2 mM EDTA, 150 mM NaCl, 4 mM N-Ethylmaleimid@.5 % NP-40, 1 mM Leupeptin,
1 mM PMSF, pH 7.4) far 30 min auf Eis inkubiert. ddaZentrifugation (13.000 Upi@0 min

4 °C) wurde die Lysate gepoolt und die Proteinmesge 1:10 und 1:50 verdinnten Lysaten
im BCA-Assay bestimmt (s. 3.3.7). Die Proteinkorteation wurde mit Lysepuffer auf

4 mg/ml eingestellt.

Zur elektrophoretischen Auftrennung wurden das Iyt 1:2 in 2-fach konzentriertem
SDS-Probenpuffer (4 % SDS, 15 % Glycerol, 62.5 mNs-HCI pH 6.8, reduzierend mit
200 mM DTT) verdinnt und 3 min bei 99 °C gekocldwdils 100 pg des Zell-Lysates
wurden in eine Geltasche (1.4 mg/Gel) aufgetragehdie Proteine in einer 7.5 % igen SDS-
PAGE aufgetrennt (s. 3.3.8). Nach der elekrophsrh@n Auftrennung wurden die Proteine
auf einer Nitrozellulosemembran (HibdYdC extra, Amersham) transferiert. Fir das
Nassblotverfahren wurde das Gel zusammen mit deo2¢llulose in Transferpuffer (20 mM
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Tris, 150 mM Glycin, 20% Methanol, pH 8.5) fur 15maquilibriert. Die Ubertragung der
Proteine erfolgte bei einer Spannung von 50 V fih 4nter Wasserkihlung bei 4 °C.
Alternativ wurde ein Semi-Dryblot-Verfahren (Trémpuffer: Puffer A: 36.3 g Tris ad

800 ml pH 10.4, 200 ml Methanol; Puffer B: 3.03 gsTad 800 ml pH 10.4, 200 ml

Methanol; Puffer C: 5.2 g epsilon-Aminocaprons&aae800 ml, 200 ml Methanol) fur 1 h bei
0.8 mA/cnf, 10 W durchgefiihrt.

Die Membran wurde in gleichméaRige Streifen mit emin&kalpell zugeschnitten und je
Streifen mit 2 ml 1.5 % Rinderalbuminlésung (in E®laschpuffer) zur Blockierung

unspezifischer Bindungsstellen fir 1 h auf dem IRitinkubiert. Zur Immundetektion

thrombozytenspezifischer Glykoproteine wurden 5 yufy mAK bzw. 100 pl Kulturiberstand
oder 50 pl der humanen Antiseren fur 1 h bei RTulosart. Durch dreimaliges Waschen
(3x15sec, 1x15min, 2x5min) mit ECL-Waschpuffer @M Tris, 150 mM NaCl, 0.05 %

Tween 20, pH 7.4) wurden ungebundene Primarantomntfernt und die Antigen-

Antikdrperkomplexe mit einem PO-konjugiertem Sekinaditikbrper (Esel anti-Human IgG
oder —anti-Maus IgG) im Titer 1:100.000 fur 45 nmmarkiert. Nach einigen Waschschritten
(3x15sec, 1x15min, 4x5min) wurden die biotinylier@lykoproteine mit der Substratlésung
(ECL Plusreagenz) fur 5 min inkubiert und die CHamineszens auf einem Rontgenfilm
(Kodak X-OMAT AR) detektiert.

Immundetektion von anti-HPA-3 an Neuraminidase-a&eten Proteinen

Zur Desialylierung von dem Plattchenglykoproteib wurden 100 ul Lysat ohne oder mit
0.3 U/ml Neuraminidase (in 10 mM Calciumazetat, 10 Natriumazetat, pH 6.5) fur 3 h
bei 37 °C inkubiert. Anschlie3end wurden Immungpéationen mitallb-spezifischen mAK
mit antikorperbeladenenen Protein A-Sepharose Bedwshgefuhrt wie nachfolgend
beschrieben (s. 3.3.11). Die absorbierten Protsurelen dann bei 99 °C eluiert und wie oben

beschrieben analysiert.

Immundetektion von thrombozytenspezifischen Sialires mit WGA

Zur Detektion von thrombozytaren Sialinsduren wuutdehandeltes und Neuraminidase-
behandeltes Plattchenlysat prazipitiert, die Pnetén einer 7.5 %igen SDS-Page aufgetrennt
und auf eine Nitrozellulosemembran transferiert.ciNainer Ubernachtinkubation (16 h,
20 °C) mit 5 pg PO-konjugiertem Wheat-Germ AgglutiGVGA) in PBS, 0.05 % Tween 20,
1mM CaC}, 1 mM MnCh 1 mM MgCh und mehrmaligem Waschen wurde die
Peroxidaseaktivitdt mit Chemilumineszens detek{geroben).
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3.3.11 Immunprazipitation

Im Immunprézipitationstest werden biotinylierte &proteine Uber eine spezifische
Antigen-Antikoérper-Reaktion zwischen unléslichem ofein A und thrombozytaren
Antikdrpern immunprazipitiert. Nachfolgend werdere dsolierten Glykoproteine in einer
SDS-PAGE nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennd dre biotinylierten Glykoproteine

Uber eine Chemilumineszenzreaktion detektiert.

40 ml ACD-antikoaguliertes Vollblut (6:1 v/v, 3 WFGE1) gesunder, typisierter Spender
wurde nach Abnahme 30 min in Schraglage bei 37 rikiibiert. Durch Zentrifugation
(800 Upm 25 min) gewonnenes PRP wurde zu gleich@orvenanteilen mit vorgewarmtem
Waschpuffer A (10 mM EDTA in PBS, pH 6.5) gemisctlie Plattchen durch dreimaliges
Waschen (2000 Upm 10 min) isoliert und mit WaschguA auf eine Konzentration von
1.3*10°l eingestellt.

1.3*10° Plattchen wurden mit 100 ul 5 mM N-Hydroxy-Sucnifdo (NHS)-LC-Biotin
(Pierce) fur 30 min auf Eis markiert. Ungebundemstin wurde durch Waschen (3x
2000 Upm 10 min) der Plattchen mit 5 ml kaltem Wigdfer B (20 mM Tris, 5 mM Glycin,
10 mM EDTA, 140 mM NacCl, pH 7.4) entfernt und di&tRchen mit 1 ml Lysepuffer
(25 mM Tris, 100 mM NaCl, 1 % TritonX-100, 1 mM PMS1 mM Leupeptin, pH 7.4) far
30 min auf Eis inkubiert. Zur Biotinmarkierung vdransfizierten Zelllinien wurde das
Medium von den Gewebekulturschalen entfernt und Sttealen dreimal mit 7 ml PBS
gewaschen. Zu jeder Schale wurden 2 ml 5 mM NHSBi€@in in PBS gegeben und bei
Raumtemperatur 30 min inkubiert. Nach dreimaligeraséhen wurden die Zellen mit 1 ml
Lysepuffer (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 1 % Triton X3Q, 2 mM PMSF) und Hilfe eines
Gummistempels von der Schale geschabt. Das Lysatenin ein Reaktionsgefal3d tberfuhrt
und far 30 min auf Eis inkubiert.

Das Plattchen- oder Zell-Lysat wurde abzentrifug({@3000 Upm 30 min 4 °C) und an
Protein-A-Sepharose CL-4B-Beads vorabsorbiert.

Dazu wurden 166 pl einer 50 % igen Protein A Seme Bead-Losung mit
Immunpréazipitations-(IP) Puffer (50 mM Tris, 150 mNaCl, 1 % Triton X-100, pH 7.4)
gewaschen (2000 Upm 1 min) und mit 1 ml des Lys4t83 pul Rinderalbumin (100 mg/ml)
und 33.3 pl AB Serum fur 30 min unter Rotieren ipient. Nach Zentrifugation (2000 Upm
1 min) wurde der Uberstand erneut absorbiert.

100 pl vorabsorbiertes Thrombozyten- oder 300 [FHAessat wurden mit 5 pg mAK bzw.
50 pl Kulturiiberstand oder 50 pl Humanseren tbechN&ei 4 °C prazipitiert. Nach

Inkubation (1 h RT) mit 5 pug Kaninchen anti-MausodHuman IgG Antikérper, welcher
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eine hohe Affinitat zu Protein A besitzt, wurde dertigen-Antikorper-Komplex mit 50 pl
Protein A Beads fur 1 h prazipitiert. Die Beads @em viermal mit IP-Puffer gewaschen
(2000 Upm 1 min) und die Immunpréazipitate mit 80 zweifach konzentriertem SDS-
Probenpuffer durch Kochen fir 3 min im Thermobletikiert.

25 - 50 ul der Immunprazipitate wurden in einer %a%gen SDS-PAGE analysiert (s. 3.3.8).
Nach der elekrophoretischen Auftrennung wurden dieroteine auf einer
Nitrozellulosemembran (HiboAY-C extra) transferier(s. 3.3.10) und die Membran mit
8.3 ul PO-konjugiertem Streptavidin (1:3000 in Blecungspuffer) fur 30 min inkubiert.
Nach einigen Waschschritten (3x15sec, 1x15min, 4mpbnwurden die biotinylierten
Glykoproteine uber eine Chemilumineszensreaktioohnbokubation mit dem ECL Plus

Reagenz visualisiert.

3.3.12 Strippen von Membranen

Primar- und Sekundarantikdrper zur Wiederanwendwog Nitrozellulosemembranen
wurden mit 0.4 M Glycin-HCI (3x30 min RT) oder A(MINaOH (1x30 min RT) gestrippt, die
Membran mit TBS gewaschen und tUber Nacht mit 1 BiPtleraloumin-Blockierungslésung
bei 4 °C inkubiert.

3.3.13 Detektion von Komplementbinding

3.3.13.1 Mikrokomplementbindungstest (MKBR)

Der MKBR basiert auf dem Nachweis komplementfixneter Antikorper (Colombani et al.,
1971). Das Testsystem besteht aus einer Thrombwdpension, einem humanen
Antiserum und einem Indikatorsystem aus Komplemennd sensibilisierten
Schafserythrozyten. Eine Antigen-Antikorper-Reaktiast an einer fehlenden oder
verminderten Hamolyse der sensibilisierten Schgfseyzyten erkennbar.

5 ml Hammelblutkérperchen (HBK) (Dade Behring) wemddreimal in physiologischer
NaCl-Losung gewaschen (3000 Upm 15 min) und 0O.6dmeser HBK mit 9.4 ml NacCl
gemischt (HBK Suspension). Zur Einstellung einerndtanten Konzentration wurde
photometrisch die Hamolyse bestimmt. Dazu wurd®nn@. Aqua dest. mit 0.1 ml der HBK
Suspension gemischt und die Extinktion bei 546 Ritbef Hg) gegen Aqua dest. als Leerwert
gemessen. 10 ml der eingestellten HBK wurden mitnilOeines Kaninchen anti-HBK
Antikdrpers (Ambozeptorlésung 1:2000 in NaCl, Ddgehring) gemischt, fir 30 min bei
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37 °C im Brutschrank unter Schitteln und anschhel3r 30 min bei 4 °C inkubiert. Die
HBK wurden immer am Versuchstag sensibilisiert (8)Bund bei 4 °C aufbewabhrt.
Unmittelbar vor Testbeginn wurden die sHBK noch gigichen Volumenanteilen an NaCl
gemischt.

Humane Antiseren oder Plasmen wurden zuvor fir BObai 56 °C hitzeinaktiviert und mit
NaCl im Verhaltnis 1:2 verdinnt.

Das Komplement (aus Meerschweinchen, Dade Behringiyde entsprechend der
Komplementtitrationsauswertung in Titern von 1:3040 eingesetzt.

Zum Ansetzen der Komplementbindungsreaktion wur@gnl der inaktivierten Seren und
2 ul Komplement (oder NaCl als Negativkontrolle)t miner Hamilton-Mikroliterspritze
(100 ul) auf eine Mikrotestplatte pipettiert. Naeimer 1 h bei 37 °C wurden 2 pul der 1:2
verdinnten sHBK Suspension zugegeben, 30 min béC3rkubiert und der Hamolysegrad
zunachst makroskopisch auf einem Leuchtkasten diku(Hamolysegrad 4. > 80 % —
negativer Antikorpernachweis; Grad 3: 50 — 75 %anzZyschwacher Antikérpernachweis;
Grad 2: 25 - 50 % - schwacher AntikdrpernachweisdGl: deutlicher Antikbrpernachweis;

Grad O: starker Antikdrpernachweis).

3.3.13.2 Durchflusszytometrischer Komplementbindtes]

Die Bindung der Komplementkomponente C1q an Immuomiexe aus Plattchenantigen und
—antikorper wurde durchflusszytometrisch mit amntigeschichteten Beads detektiert.
Aufgereinigtes allb3 Protein (HPA-la und -1b Isoform) (s. 3.3.5) wurdker eine
Streptavidin-Biotinbindung an Dynal M-280 Beads iobilisiert. Die Biotinylierung des
Proteins (30 pg) erfolgte in Gegenwart eines 2@ f&&hen molaren Uberschusses an N-
Hydroxy-Succinimido-LC-Biotin (Pierce) fur 1 h bRIT. Freies, ungebundenes Biotin wurde
durch Filtration (YM-50 Séaulchen) entfernt (ca. :1n1v000 Upm, 4 °C). Zur Immobilisation
wurden 10 pg des biotinylierten Proteins mit 10(B{reptavidin-Beads (Dynal M-280) unter
sanftem Schiitteln fur 30 min bei 37 °C inkubierte @Bntigenbeschichteten Beads (HPA-1a
oder HPA-1b) wurden nach dem Waschen bei 4 °Cunis Gebrauch in PBS gelagert (max.
4 Wochen). Zur Detektion der antikorpervermitteltéomplementbindung wurden 10 pl der
HPA-la oder HPA-1b Beads mit 20 ul inaktivierten® (@in 56 °C) AB-Serum oder anti-
HPA-la Seren fur 30 min bei 37 °C inkubiert. NadmdWaschen wurden jeweils 2.5 ug
humanes gereinigtes Komplement C1lg fur 30 min béi°@ den Ansatzen zugegeben.
Gebundenes Clq wurde Uber einen  FITC-konjugiertenekuiglarantikorper
durchflusszytometrisch (s. 3.3.14) (FACS Calibugjettiert. In Parallelansatzen wurde mit

einem FITC-konjugierten Sekundarantikdrper die Bimgldes Humanantikdrpers tGberpruft.
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3.3.14 Durchflusszytometrie

Zur Durchflusszytometrie wurde ein FACS Calibur &@gBecton Dickinson) verwendet. Ein
Durchflusszytometer ist ein optisches Messystem Awmalyse der Fluoreszenz- und
Streulichteigenschaften von Partikeln in einer $®aspn. Das Prinzip der
Durchflusszytometrie beruht auf der hydrodynamiscf@kussierung. Dabei wird die zu
untersuchende Partikelsuspension tber eine Kapilait Uberdruck in den Messbereich
befordert, wobei das Probenmaterial zur Gewahdegsteines kontinuierlichen Flusses von
einem Mantelstrom isotoner Pufferlésung (Tragedigiseit) umgeben ist. Dieser Druck
beschleunigt die Partikel beim Eintreffen am Analysunkt derartig, dass sie
perlenkettenartig aneinandergereiht vorliegen. Anmalgsenpunkt trifft monochromatisches
Licht einer Wellenlange von 488 nm, welches miféldines fokussierten Argon-Laserstrahls
generiert wird, auf die einzelnen Partikel. Der drasrahl regt die jeweiligen Fluorochrome
bzw. deren Energieniveau an und beim Abfallen ad drsprungsniveau wird Licht einer
charakteristischen, langeren Wellenlange (Stokssteérbung) emittiert. Durch das optische
System bestehend aus Filtern, Spiegeln und optistliesen, wird das emittierte Licht
aufgetrennt, so dass 6 verschiedene Parameter4etiererfasst werden kdnnen: der Anteil
des vorwarts gestreuten Lichtes (Forward-Scatte€,F% — 10 ° Winkel) korreliert zur
ZellgrolRe, der Anteil des seitwarts gestreuten teish(90 °, Side-Scatter SSC) zur
Granularitat der Zelle. Fluoreszenzemissionen werdé dichromatischen Spiegeln in ihre
spektralen Komponenten zerlegt und in 4 Kanaleri (FL) gemessen.

Die Darstellung erfolgte entweder als Histogrammm dem Zellzahlen gegen
Fluoreszenzintensitaten aufgetragen werden, odePahktwolkendarstellung, in der eine
Zelle, entsprechend ihrer Fluoreszenz und GrofR3e. zeanularitat, durch einen Punkt
reprasentiert wird. Zur Auswertung der Messungerrdeudie Software Win-MDI 2.8

verwendet.

Nachweis der Antikdrperbindung an Plattchen

PRP wurde aus ACD-antikoaguliertem Blut isolie@@8Jpm 25 min) und nach Zugabe von
111 pl ACD-A und 5 pl Apyrase in 1ml PRP die Plag pellettiert (2000 Upm, 7 min). Die
Plattchen wurden in Tyrode-Puffer (TP: 137 mM Naglf mM KCI, 12 mM NaHC@
0.14 mM NaHPQO,, 1.75 % v/v BSA, 1 % v/v Glucose) mit 15 U Apyrased 10 ATU
Hirudin resuspendiert und fur 15 min bei 37 °C ibieut. Nach dem Waschen wurden die
Plattchen dann in TB mit 1 mM Mg&12 mM CaCj auf eine Konzentration von 3*1Ql
eingestellt und 30 ml dieser Plattchensuspensidarethiul Patientenserum oder 10 pl mAK

(0.02 mg/ml) far 30 min bei 37 °C inkubiert. Zur tektion der Antikérperbindung wurde
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Biotin-konjugiertes anti-Human I1gG und FITC-konjages Streptavidin oder FITC-
konjugiertes anti-Maus IgG (DAKO) eingesetzt.

Nachweis der Antikorperbindung an CHO-Zellen

Transfektierte CHO-Zellen wurden durchflusszytomsetr analysiert wie zuvor beschrieben
(Santoso et al., 1999). Dazu wurden CHO-Zellenre@@vebekulturschale geerntet, in PBS
gewaschen und in 1 % Paraformaldehyd fiir 3 mireftxi450 pl der Zellsuspension {40l)
wurden nach dem Waschen mit 50 pl der mAK (20 pgdaér 20 bis 30 pl der Antiseren fir
30 min bei RT inkubiert. Gebundene AK wurden naeh Markierung mit 500 pl anti-Maus
oder anti-Human IgG (1:40) durchflusszytometrisohlgsiert.

3.3.15 Oberflachenplasmonresonanz-Messung (Surfet@asmon Resonance, SPR)

Zur Messung der Oberflachenplasmonresonanz (SPRjenain vollautomatisches BlAcore
2000 Gerat (BlAcore AB) eingesetzt. Mit dieser SPRchnologie lasst sich die
Wechselwirkung zwischen unmarkierten Biomolekllen Echtzeit ohne Waschprozedur
analysieren. Dabei wird einer der Interaktionspart(Ligand) auf der Sensoroberflache
immobilisiert (gereinigtesilIb3 Protein), wahrend der sich in der mobilen Phasimdliche
Analyt (antiallof3 mAK oder gereinigte 1gG Fraktion maternaler Sgrean der
Sensoroberflache angereichert wird. Die Anderung M#assenkonzentration an der
Sensoroberflache ist die Konsequenz aus der Adswrziand Dissoziation zwischen dem
HPA-1 Antigen (HPA-1a und HPA-1b) und seinem kopewlierenden Antikoérper und wird
als SPR Antwort in einem Sensorgramm (SignalintatsinderungRU)] gemessen. Das
Messignal entsteht durch Reflektion und Refraktimonochromatischen Lichtes an der
Grenzflache zweier Medien (Glas, Sensoroberflachdle sich hinsichtlich ihrer
Brechungsindizes unterscheiden. Durch die Wechdelwg zwischen Antigen und
Antikdrper &ndert sich der Brechungsindex in deh&der Sensoroberflache, wodurch sich
der Winkel des reflektierten Lichtes und damit 8&R Signal verandert (s. Abb. 3.1). Da der
Brechungsindex fur Proteinlésungen unabhangig ven Aminosauresequenz ist, sind
Anderungen des Brechungsindex direkt proportional\asse des Analyten. Die Einheit fiir
das SPR Signal ist die Resonanzeinheit (RU), bei @00 RU einen Shift im
Resonanzwinkel von 0.1 ° betragen. Eine Antwort @90 RU korrespondiert mit einer

Anderung in der Oberflachenproteinkonzentration Yamg/mn{.
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Abb. 3.1: Prinzip der Oberflachenplasmonresonanz Technelogi

(A) Das Antigen (Ligand) wird am Sensorchip kovdlgekoppelt, wahrend der Antikdrper (Analyt) als
Lésung durch den Flusskanal Uber die Sensorobbelgeleitet wird. Das eingestrahlte polarisiertehti
wird an der Grenzschicht zwischen Sensorchip unduhg total reflektiert und von photoelektrischen
Dioden reflektiert. Unter den Bedingungen der Trefifdéktion regt ein bestimmter Winkel des
eingestrahlten Lichts Oberflachenplasmone in den@schicht an, da diese mit einem Goldfilm bedestkt
(B) Die absorbierte Lichtenergie zeigt sich alseeiferringerung der Lichtintensitat bei einem bestien
Winkel im reflektierten Lichtkegel. Die aus der alisierten Lichtenergie entstehende evaneszierersle W
reicht etwa 300 nm in die Lésung hinein und wirch\tiem dort vorliegenden Brechungsindex beeinflusst.
Binden jetzt viele Antikbrper an das Antigen, sodrelern sich Resonanzbedingungen und der Winkel des
absorbierten Lichtes verschiebt sich (von | zu II).

(C) Diese Anderung wird als Resonanzsignal aufgfineit.

Abb. modifiziert aus http://www.rci.rutgers.edwnphu/Biacore/MolecularinteractionAnalysis.html

3.3.15.1 Immobilisierung voallb £3-Protein

Die Sensoroberflache besteht aus einem dextranbbseten Goldfilm (CM5-Chip). Die
carboxymethylierte Dextranschicht erstreckt sich B30 nm in das umgebende Medium.
Diese hydrophile Matrix ermoglicht es, dadib33 Protein in nicht-denaturierter Form
kovalent zu binden.

Das Plattchenproteinllbf3 wurde aus Plattchenapherese-Konzentraten HPAdd u
HPA-1b homozygoter Spendern isoliert (s.3.3.5) gmethe Reinheit und Aktivitat mittels
Silberfarbung (s. 3.3.9) und Immunoblot (s. 3.3.W06¢rprift.

Pro Sensorchip konnten jeweils das HPA-la und HBAAntigen und gereinigtes
Rinderalbumin (Pierce) als interne Kontrolle immsioert werden.

Zur kovalenten Aminokopplung wurde das Dextran Hueine 5-minitige Perfusion mit
0.4 M 1-Ethyl-3-(3-Dimethylaminopropyl)-Carbodiimid (EDC) und 0.1 M
N-Hydroxysuccinimid (NHS) aktiviert. Der EDC/NHS-Kwplex bildet auf der
Dextranoberflache aktive Ester, welche mit den Aogimippen des immobilisierten Proteins
reagieren. Vor seiner Immobilisierung wurde ddib33 Protein durch Reduzierung des pH

Wertes mit 10 mM Natriumacetat (pH 4) auf eine pidhit unter seinem isoelektrischen
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Punkt (pl) eingestellt. Dadurch erhalten Proteimee epositive Nettoladung und infolge
ionischer Interaktionen kommt es zu einer Vorkomzerung der Proteine innerhalb der
durch die sauren Carboxylgruppen negativ geladddextranschicht. Nach einer kurzen
Perfusion der Messkammer mit Laufpuffer (PBS) ward®0 pl (21 pg) des Proteins
(100 pg/ml) mit einer Geschwindigkeit von 5 pl/mimiziert, bis ca. 9000 RU auf der
Sensoroberflache gebunden waren (Abb. 3.2). DiesadBngsdichte erwies sich als optimal
fur die hier durchgefuihrten Messungen. Ungebundester wurden durch Perfusion von
50 ul 1 M Ethanolamin abgesattigt. Die Sensorobehié wurde anschlie3end fir mindestens
1 h mit Laufpuffer (Flussrate 100 pl/min) equildnt. Wahrend der Regenerationszyklen mit
25 mM NaOH veranderte sich das Immobilisationsnives dass der Chip fur maximal 50
Messungen verwendet wurde. Bei einer Lagerungsteatysevon 4 °C war der Chip fiur ca. 2
Wochen stabil.
RU

26000 -
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Abb. 3.2 Darstellung der Immobilisierungsprozedur.

Nach einer initialen Bestimmung der Bindungsrata &im of Immolization Level) (1) wird durch
einen kurzen Waschimpuls (2) mit 1 M Ethanolamirs dgbundene Antigen wieder entfernt. Die
Sensoroberflache wird mit einem Mix aus EDC/NHSwaétt (3) und das Antigen zur Immobilisation
injiziert (4). Anschlie3end wird die Sensoroberfléaczur Entfernung von ungebundenem Antigen mit
1 M Ethanolamin gewaschen (5). Zwischen den eirreBchritten wird mit Laufpuffer gespilt.

Abb. aus BIACORE 2000 Instrument Handbook.

3.3.15.2 Messung der Antigen-Antikorper Interaktioih SPR

Die Messungen erfolgten wegen der starken Tempelaténgigkeit der SPR Prozesse bei
einer Temperatur von 25 °C unter Verwendung von/BB85 % P20 als Laufpuffer. Der
Laufpuffer war die Losung, in dem die Analyten agén und wurde vor der Messung filtriert
(0.22 um). Aliquots von 25 pl mAK (250 ng) oder hamem 1gG (25 - 50 pg) wurden seriell
mit der KINJECT Biacore Software injiziert bei einélussrate von 20 oder 10 pl/min. Ein
Bindungsexperiment besteht aus 3 Phasen, 1. deziasisn des Antikdrpers an das Antigen,
2. der Dissoziation des Antikdrpers und 3. der Regation der Sensoroberflache mit 5 ul
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25 mM NaOH (s. Abb. 3.3). Unterschiede zwischen demfpuffer und der Probe (z.B. in
der lonenstarke) fiihrten zu einem Indexsprung (bediactive index change), d.h. zu einem
Sprung am Anfang und Ende der Messung. Durch dibtr&ion des Signals der
Referenzzelle (Rinderalbumin) wurde dieser Pufiensg Kkorrigiert, um préazise
Auswertungen zu erhalten. Als Standardmessbediregufigy die Analyse von mAK wurde
eine Assoziationszeit von 75 s und eine Dissozatieit von 130 s durchgefiihrt wie zuvor
beschrieben (Santoso et al., 2006). Fiur die Analgsehumanem polyklonalem IgG wurde
eine Assoziations- und Dissoziationszeit von je $5Qurchgefuhrt. Die Sensoroberflache
wurde mit 5 gl 25 mM NaOH bis zum Erreichen deriBlase regeneriert, so dass das SPR

Signal zu dem Ausgangsniveau zurtickgeht.

Resonance
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Abb. 3.3 Phasen der Antigen-Antikdrperinteraktion im SRE&rgramm.
Assoziation, Dissoziation und Regeneration der &mierflache in schematischer
Darstellung. Abb. aus http://core.nhri.org.tw/irrafBIACORE2000_clip_image002.jpg

Die Daten wurden ausgewertet mit der BlAevaluagoftware Version 3.2 (BIAcore AB).
Von der gemessenen Bindung in der Messzelle mit dhilisiertem Antigen wurde das

unspezifische Hintergrundsignal in der Referenez@linderalbumin) abgezogen.

3.4 Statistische Methoden

Zur statistischen Auswertung der experimentelleteDavurden die SPSS-Software 12.0 und

die SigmasStat-Software 3.1 verwendet.
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4 Ergebnisse

| Heterogenitat diaplazentarer Transportmechanismem der FNAIT:

der neonatale Fc Rezeptor als IgG Transporter

4.1 Phanotypische Relevanz eines Polymorphismudan Promotorregion des FCRn

Rezeptors und seine Rolle in der Pathogenese deARAN

Der neonatale Fc Rezeptor (FcRn) ist als hochaffig® Rezeptor von groRer Bedeutung flr
den diaplazentaren IgG Transfer (Ellinger et @02 Firan et al., 2001; Simister et al., 1996)
und die Aufrechterhaltung der IgG Hamdstase (Antehel., 2001; Ward et al., 2003).
Genetische Variationen dieses Rezeptors kbnnenichégiveise die antikbrpervermittelten
Pathologien des Feten und Neugeborenen beeinflugéénrend einer Sequenzanalyse von
20 Individuen wurde im Labor keine Missense-Mutatiio der kodierenden Region (5 Exone)
des FcRn Gens detektiert werden, aber ein Polynwmis mit einer variablen Anzahl von
Tandem Repeats (VNTR) in der Promotorregion. DerTRNPolymorphismus besteht aus
einer bis zu funf Wiederholungen eines 37 bp lanGeandmotivs (VNTR Allele 1-5) (s.
Abb. 4.1). Diese 5 Allele treten mit folgenden Rregzen auf: 0.1 (VNTR1), 7.5 (VNTR2),
92.0 (VNTR3), 0.2 (VNTR4) und 0.2 % (VNTRS5) (Saddsl., Socher I, Braeunlich C.G.,
Kroll H., Bein G., Santoso S., 2006).

In der hier vorliegenden Arbeit wurde gepruft, ab beiden haufigsten Promotor-Varianten
VNTR2 und VNTR3 mit einer unterschiedlichen Aktattdes Promotors assoziiert sind. Dies
erfolgte durch Ermittlung der allelspezifischen fiskriptionsaktivitdt des Promotors, der

Quantifizierung der mRNA, sowie des Rezeptorpratam Monozytenmodell.

MW 1 2 3 4 5 6 MW

Abb. 4.1: Darstellung der PCR-Produkte von Individuen neitschiedenen VNTR Genotypen.
VNTR5/VNTR3 (1); VNTR4/VNTR3 (2); VNTR3/VNTR3 (3);VNTR3/VNTR2 (4);
VNTR2/VNTR2 (5) and VNTR3/VNTRL1 (6) ; VNTR - variéd number of tandem repeats
MW: Molekularmarker

Der 5’ untranslatierte Bereich des FcRn Gens wumiteVorwarts- und Ruckwartsprimern,
welche die VNTR Region beinhalten, durch Polymédtagenreaktion (polymerase chain
reaction, PCR) amplifiziert.
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4.1.1 Ein VNTR Polymorphismus beeinflusst die Tr&mgptionsaktivitat des neonatalen

Fc Rezeptoa-chain Promotors

Eine Genotypisierung von 420 Individuen hat gezelgss Allele mit zwei (VNTR2) und drei
(VNTR3) Wiederholungen am haufigsten in der kaukasen Bevolkerung auftreten (7.5 vs.
92 %).

Hier wurde das FcRn Transkript von VNTR3/3 und VNITR Genotypen quantifiziert, um
die phanotypische Relevanz des VNTR Promoterpolpiiemus zu analysieren.

Es wurden je 5 Individuen der relevanten Genotypetersucht. VNTR3 Homozygote
(VNTR3/3) und VNTR3 Heterozygote (VNTR2/3) untersxden sich statistisch signifikant
in ihren 2°°T Mittelwerten (0.073 + 0.01 vs. 0.045 + 0.011) (0002, Mann-Whitney U-
Test) (s. Tab. 4.1).

Um die relative Zunahme des FcRn Transkripts in Bioygoten gegentiber Heterozygoten zu
evaluieren, wurde diBACr Methode angewandt (Livak and Schmittgen, 2001).

VNTR3 homozygote Individuen exprimieren das 1.6&Hea (95 % Konfidenzintervall:
1.28 - 2.04-fach) mehr an FcRn Transkript im Vagjlezu VNTR3/VNTR2 heterozygoten
Individuen.

Diese Daten zeigen, dass das VNTR3 Allel zu eirfiizienteren Transkription des FcRn
Gens fuhrt als das VNTR2 Allel.

Die Transkriptionsaktivitat des FcRn Promotors veumlir Bestatigung in einem Renilla-
Luciferase Reporterplasmid-Assay analysiert. Damude die putative FCRn Promotorregion
von der Position -764 bis +1375 amplifiziert (beeoguf die FCRn Transkriptionsseite).

Die zwei haufigsten FcRn Allele VNTR3 und VNTR2 wen in Renilla Luciferase
Reporterplasmide kloniert, separat in myeloisch@3TZellen transient exprimiert und ihre
Fahigkeit zur Renilla Luciferease Reportergen-Tkapsion untersucht.

Das VNTR3 Allel fuhrte im Vergleich zum VNTR2 Alletlazu, dass das Reportergen
zweifach effektiver transkribiert wurde (p < 0.@%) Abb. 4.2).

73



Kapitel 4 Ergebnisse

Tab. 4.1: Relative Expression der FcRn messenger RNA aus E{aen von VNTR3/3 homozygoten
Individuen ist signifikant 1.66 fach héher als dan VNTR2/3 Individuen.

Individuen VNTR Genotyp AC: 2hcT MW 2 2T + STABW (p = 0.002)
1 3/3 3.73 0.0754 0.073+0.01
2 3/3 3.57 0.0842
3 3/3 3.64 0.0802
4 3/3 3.93 0.0656
5 3/3 4.02 0.0616
6 2/3 4.49 0.0445 0.045 + 0.011
7 2/3 4.34 0.0494
8 2/3 4.36 0.0487
9 2/3 4.16 0.0559
10 213 5.18 0.0276

Die Gesamt-RNA wurde aus Monozyten von genotydisierindividuen isoliert, in cDNA
umgeschrieben und eine quantitative Expressiongsmahit FCRn spezifischen Primern mittels
TagMan PCR durchgefiihrt. Jede Probe wurde als Biugnhgesetzt und 2 Wasserkontrollen (non
template control, NTC) mitgefuhrt.

Ermittelt wurde der treshold cycleACT, bei dem die Fluoreszensintensitat die
Hintergrundfluoreszenz (bersteigt. Die Werte wurdexuf die eines nicht-regulierten
Haushaltsgenes (GAPDH) normalisiert. Die relativieN\ Expression wurde Uber die Ermittlung
des 2°°T Wertes ermittelt (Livak and Schmittgen, 2001).

VNTR — variable number of tandem repeats; MW — &itert; STABW - Standardabweichung

P < 0.01

Relative light unit (RLU)
(&3]

VNTR2 VNTR3

Abb. 4.2 Die Transkriptionsaktivitat des FcRn Promoterefdl VNTR3 ist signifikant
hoéher als die von VNTRS.

Die beiden haufigsten VNTR (variable number of tamdrepeats) Promotorallele,
VNTR2 und VNTRS3, wurden auf ihre Fahigkeit untedsticdie Transkription des
Renilla Luciferase Reportergens in U937 Zellen nterstitzen. Die Renilla Werte
wurden auf die Aktivitdt des kotransfizierten FiyefLuciferase Kontrollplasmids
normalisiert. Die Renilla Induktion wurde fir jededAllelkonstrukt in
Doppelbestimmungen in drei unabhangigen Transfe&tiaceproduziert.

Dies bedeutet, dass eine hohere Anzahl von Tandgmedts (VNTR) in der Promotorregion

des FcRn Rezeptors eine optimale Transkriptior-d&s Gens ermdglicht.
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4.1.2 Eine variable Oberflachenexpression von FcReeinflusst die pH-abhangige IgG

Bindung an Monozyten

Unter der Annahme, dass eine verstarkte Trans&ngéffizienz von FCRn zu einer erhéhten
Expression von FcRn Rezeptoren fihrt, ist vorséellb dass der VNTR
Promoterpolymorphismus die Menge an FcRn gebundendgtG/Zelle (IgG
Bindungskapazitat) erhoht.

Es wurde die Adhéasionsfahigkeit humaner Monozyten VNTR3/3 Homozygoten (n = 4)
und VNTR2/3 Heterozygoten (n = 4) an immobilisésrpolyvalentes IgG analysiert.

Hier wurde die Monozytenadhasion an IgG oder PBffeP(negative Kontrolle) bei einem
pH von 6.5 und 6.0 analysiert. Die ermittelten Wexurden auf die IgG Kapazitat bei einem
pH von 7.2 normalisiert, da in neutralem Milieu ¢i€> Bindung vorzugsweise durch andere
IgG Foy Rezeptoren erfolgt.

Fur Monozyten von 4 homozygoten VNTR3/3 Individweurde im Vergleich zu 4 VNTR2/3
heterozygoten Individuen eine statistisch signifteeZunahme der IgG Bindung unter aziden
Bedingungen beobachtet. Dieser Unterschied wagibhem pH von 6.0 starker ausgepragt als
bei einem pH von 6.5 (p = 0.021 vs. p = 0.041, M#/imtney U-Test) (s. Abb. 4.3).
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A Polyvalentes IgG
OD 6.5/7.2 OD 6.0/7.2
1,0 D =0.041 1.0 | p =0.021
—
—— 1
T 1B T
0,9 0,9
1
0,8 0,8 4L
VNTR 2/3 VNTR 3/3 VNTR 2/3 VNTR 3/3
B PBS Puffer
OD 6.5/7.2 0D 6.0/7.2
124 p=051 1.2 p=0.83
- 1 -1

1,0

0,8

I - | e

I - 1

0,8

VNTR 2/3 VNTR 3/3 VNTR 2/3 VNTR 3/3

Abb. 4.3 Humane Monozyten von VNTR3/3 Individuen zeigemeeisignifikant
héhere 1gG Bindung als die von VNTR2/3 Individuen.

Es wurden Monozyten von je 4 VNTR3/3 und VNTR2/3liiduen isoliert. Zur
Ermittlung der Adh&sion an immobilisiertes polyvatkes IgG (A) oder PBS als
negative Kontrolle (B) wurden die Zellen bei einpi von 6.0, 6.5 und 7.2 fir 1 h
bei 37°C, 5% CO2 inkubiert. Nach Kristallviolettffing wurde die Intensitat der
Farbe photometrisch bei 562 nm gemessen.

Die Ergebnisse sind im Boxplot dargestellt. Diet®liinie reprasentiert den Median,
die untere und obere Begrenzung der Box die 25 ©hd% Perzentile. Die
Fehlerbalken kennzeichnen die minimalen und max@mé&ixtremwerte.

VNTR — variable number of tandem repeats

Dies bedeutet, dass nicht nur die Expression deNAnf Individuen mit einer héheren

Anzahl von Tandem Repeats in der FcRn Promotome@it?NTR3/3), sondern auch die 1gG
Bindungskapazitat von Monozyten VNTR3/3 Homozygogegenuber der von VNTR2/3

Heterozygoten erhoht ist.
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4.1.3 Einfluss der variablen Expression des neorlata Fc Rezeptors auf die klinische

Auspragung der fetalen und neonatalen Alloimmunthrdbozytopenie

Unter der Annahme, dass der neonatale Fc Rezepfodean Synzytiotrophoblasten in
Abhangigkeit vom VNTR Genotyp differentiell exprient wird, konnte eine erhdhte
Expression von FcRn einen gesteigerten Transfer lg@ Antikdrpern hervorrufen. Ein

erhohter Transfer von Alloantikbrper gegen humalétéhenalloantigene konnte damit eine
die Ausprdgung der Thrombozytopenie in der fetalennd neonatalen

Alloimmunthrombozytopenie (FNAIT) férdern.

In dieser Arbeit wurden die VNTR Allele des FcRrzRBptors von 104 Feten (Kollektiv I, n =
54) bzw. Neugeborenen (Kollektiv 1l, n = 50) HPA-Aagativer Mutter, die von einer anti-
HPA-1a induzierten FNAIT betroffen waren, mit atlpézifischen Primern genotypisiert.

Die klinischen Daten dieser Patienten wurden aus Alden dokumentiert und sind in der
Abb. 4.4 dargestellt.

Das Kollektiv | (antenal) umfasst fetale Proben #@nMaittern, deren Immunisierung gegen
HPA-1a bereits in der 1. Schwangerschaft (SS) fiile eschwere Thrombozytopenie des
Neugeborenen verantwortlich war. Wahrend der 2.w&@®den zur antenatalen Therapie
mehrmalig maternale Thrombozyten intrauterin trandfert (IUTT = intrauterine
Thrombozytentransfusion). Die fetalen Proben wurderdhrend der intrauterinen
Thrombozytentransfusion zu verschiedenen Zeitpunétéeg Schwangerschaft entnommen.
Die fetale Plattchenzahl lag vor Beginn der Prétisteapie im Mittel bei 51*1YL
(Schwankungsbereich: 1-214*1D0). In 38 Fallen war die Plattchenzahl < 50*10 in 16
Fallen > 50*10°/L. Es besteht ein statistisch signifikanter Zusamhang zwischen der
Auspragung der Thrombozytopenie vor der ersteaumdrinen Thrombozytentransfusion und
zunehmender Schwangerschaftswoche (SSW) (p < &0Bpb. 4.4A)

Die minimale fetale Plattchenzahl lag wahrend de@nBtaltherapie bei 19*3Q
(Schwankungsbereich; 1 — 110%110. In 48 Féllen war die Plattchenzahl < 50%10 in 6
Fallen> 50*10°/L. Diese Werte waren nicht mit der SSW assozijpre 0.303) (s. Abb.
4.4B).

Das Kollektiv Il (postnatal) umfasst 50 postparatnommene Proben von Neugeborenen
mit einer FNAIT. 43 der Patienten waren von einehvgeren Thrombozytopenie mit
Plattchenzahlen < 50*2Q. betroffen. Die minimale postnatale Plattchenzad) bei
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19*10°/L (Schwankungsbereich: 5 - 107°10). Die Thrombozytopenie manifestierte sich in
3 Féllen in intrakraniellen Blutungen (Grad 4, Madider minimalen Plattchenzahl: 9110,

in einem Fall in gastrointestinalen Blutungen (GBadMedian der minimalen Plattchenzahil:
20*10°%L), in 27 Féallen in subkutanen Blutungen (Grad Median der minmalen
Plattchenzahl: 24*1%L). Neunzehn der Neugeborenen zeigten keine Byszeichen (Grad
1, Median der minmalen Plattchenzahl: 39%1) Die Auspragung der Blutungsneigung war
signifikant mit der minimalen Plattchenzahl assarzi{p < 0.05) (s. Abb. 4.4C).

Kollektiv |

220 p = 0.043 120 1 p = 0.303
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Abb. 4.4: Aus den Patientenakten dokumentierte klinischeeder FNAIT Patienten.

Das Kollektiv 1 umfasst 54 fetale Proben. (A) Esstebt ein statistisch signifikanter Zusammenhang
zwischen der Auspragung der Thrombozytopenie var afsten intrauterinen Thrombozytentransfusion
(IUTT) und zunehmender Schwangerschaftswoche (SpW)0.05). (B) Die minimale fetale Plattchenzahl

wahrend der Préanataltherapie war nicht mit der SS¥éziiert (p = 0.303).

(C) Das Kollektiv 1l umfasst 50 postpartal enthonmaeProben von Neugeborenen mit einer FNAIT. Die
Auspragung der Blutungsneigung war signifikant @&t minimalen Plattchenzahl assoziiert (p < 0.05).
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Die in dieser Arbeit ermittelten Frequenzen der \WNAllele 2 und 3 bei FNAIT Patienten
wurden mit den verfigbaren Daten eines Kollektivssumnder Individuen (n = 420)
verglichen. Es wurden keine Unterschiede in deigigazen der VNTR3 und VNTR2 Allele
vorgefunden (s. Tab. 4.2). Die niedrig-frequentedTR Allele VNTR1 (0.1 %), VNTR4

(0.2 %) und VNTR5 (0.2 %) wurden in der Populatitam FNAIT Patienten nicht beobachtet.

Tab.4.2 Frequenzen der VNTR2 und VNTR3 Allele in einerrMalpopulation und der FNAIT

sind &hnlich.
Anzahl (N) Allelfrequenzen [%]
Gesamt VNTR2 VNTR3 VNTR2 VNTR3
Gesunde Individuen 420 64 356 7.5 92.0
FNAIT Kollektiv | 54 6 48 5.6 94.4
FNAIT Kollektiv Il 50 8 42 8.0 92.0

Die VNTR (variable number of tandem repeats) Alletsn 104 FNAIT Patienten (Kollektiv |
— antenatal; Kollektiv Il — postnatal) wurden micHnh spezifischen Primern in einer
Polymerasekettenreaktion genotypisiert. Die Fregeerder Allele wurden ermittelt und mit
den dokumentierten Frequenzen einer Normalpopulagoglichen.

Die klinischen Parameter im Kollektiv | (fetale Bthenzahl vor der ersten IUTT; minimale
fetale Plattchenzahl wéhrend Prénataltherapie) inmdKollektiv 11 (minimale postnatale
Plattchenzahl) wurden auf eine Assoziation zum VNGé&hotyp analysiert. Die Auspragung
der Blutungsneigung (Grad 1, 2, 3, 4) konnte aufdrualer geringen Fallzahl nicht als
Parameter herangezogen werden.

Keiner der untersuchten Parameter war mit dem VN3&otyp statistisch signifikant
korreliert (s. Abb. 4.5).

Die fetale Thrombozytenzahl vor der ersten intranén Thrombozytentransfusion (Kollektiv
) war nicht mit dem VNTR Genotyp assoziiert (p Z®4) (s. Abb. 4.5A).

VNTR3/3 Homozygote im Kollektiv | zeigen aber eiiendenz zu geringeren minimalen
fetalen Plattchenzahlen gegeniiber VNTR2/3 Hetemteyg (18*10/L vs. 33*10/L) (p =
0.329) (s. Abb. 4.5B).

In &hnlicher Weise wurden im Kaollektiv Il fir VNTR3 Homozygote geringere minimale
postnatale Plattchenzahlen im Vergleich zu VNTR2¢8erozygoten Individuen beobachtet
(26*10°/L vs. 42*10/L) (p = 0.267) (s. Abb. 4.5C).
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Abb. 4.5 Der VNTR Genotyp zeigt keinen signifikanten Eugt auf die fetale und neonatale
Plattchenzahl.

Kollektiv I mit 54 fetalen Proben. (A) fetale Pigtenzahl vor 1. intrauteriner Thrombozytentransfsi
(IUTT) ist nicht mit dem VNTR Genotyp assoziiert £§00.794). (B) VNTR3/3 Homozygote zeigen eine
Tendenz zu geringeren minimalen fetalen Plattche@eragegeniiber VNTR2/3 Heterozygoten (18#1.0
vs. 33*10/L) (p = 0.329).

Kollektiv Il mit 50 postnatalen Proben. (C) VNTR3f®mozygote Individuen zeigen eine Tendenz zu
geringeren minimalen postnatalen Plattchenzahlevémgleich zu VNTR2/3 heterozygoten Individuen
(25*10°%/L vs. 42*1C/L) (b = 0.267)VNTR - variable number of tandem repeats: vs. = v

Dies bedeutet, dass der VNTR3/3 Phanotyp keinelodigzh signifikanten Einfluss auf die

Schwere der Thrombozytopenie bei Feten bzw. Neugabao HPA-1a negativer Mitter hat.
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Il Heterogenitat von plattchenspezifischen Alloaktirpern gegen das Integrin
allb A3 und deren Auswirkung auf die klinische Auspragungd Diagnostik
der FNAIT

4.2 Eine natirliche Leu33Val Mutation imgA3-Integrin definiert einen Split des
HPA-la  Epitops: Bedeutung fur die klinische  Ausprdgg der

Alloimmunthrombozytopenie

Vor kurzem wurde eine seltene, natirlich vorkomneehdu33Val Mutation (C175Guf
dem(3-Integrin identifiziert, welche das dritte Allebm HPA-1 definiert (Santoso S., Kroll
H., Andrei-Selmer C.L.Socher I, Rankin A., Kretzschmar E., Watkins N.A., 2006unZ
besseren Verstandnis der folgenden Kapitel werden der Abb. 4.6 die vom
Kooperationspartner durchgefihrten Ergebnisse daghtdycler- und Sequenzanalyse
dargestellt. Wahrend der HPA-1 Genotypisierung etsti_ightcyclertechnik wurde fur ein
Individuum aus einer Kohorte von 1910 Patienten timibmboembolischen Erkrankungen
eine aulRergewohnliche Schmelzkurve beobachtet.SPienelzkurve fir das HPA-1b Allel
(Pro33) zeigte die bekannte Schmelztemperatur ®MC6 wahrend in der HPA-1a Kurve
eine Verschiebung der Schmelztemperatur von 60 F8if°C detektiert wurde. Eine
Sequenzierung def3-cDNA enthillte eine heterozygote C175G Transition Exon 3,
welche eine Missense-Mutation von Leucin (CTG) zaliv (GTG) an der Position 33 des
reifen (33-Integrins bedingt (Pro33Val33) (s. Abb. 4.6B)ie vom Thrombozytenlabor
durchgefuhrte SSP-PCR Genotypisierung von 2950ngkesu Blutspendern konnte nur ein
einziges weiteres heterozygotes Leu33Val33 Indiwdumittels einer neuen TagMan® PCR

identifizieren.

In der vorliegenden Arbeit wurden zur Aufklarungr d¢PA-1 Alloantikdrperheterogenitat
und dem Einfluss der neutralen Val33 Mutation aigf 8truktur des HPA-1 EpitopB3-
cDNA Konstrukte mittels site-directed Mutagenesisrdestellt, welche im Bereich der
epitopbildenden Sequenz die Val33 Mutation enthalt@iese33-Konstrukte wurden mit
Hilfe eines geeigneten Expressionsvektors auf CHOuKd COS-7 Zellen exprimiert. Die
rekombinanten Proteine wurden mit bekannten pléttspezifischen mono- und polyklonalen
HPA-1 Alloantikorpern im Vergleich zu den naturlesh Isoformern33-Leu33 und33-Pro33

untersucht (Durchflusszytometrie, ImmunpréazipitatfiMAIPA Assay).
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Abb. 4.6: Identifizierung einer neuef3-Val33 Punktmutation mittels Lightcycler-
Technik und Sequenzanalyse.

(A) Schmelzkurve des heterozygoten Pro33Val33 IndividaiuDer Shift in der HPA-
la Schmelztemperatur von 60 auf 53 °C ist durcareffeil gekennzeichnet.

(B) Die B3-cDNA (Exon 3) wurde mittels PCR amplifiziert urgkquenziert. Die
Sequenzierung enthillte eine heterozygote C175@sitran in derf3-cDNA, welche
eine Missense-Substitution von Leucin (CTG) zu N4ETG) an der Position 33 des
reifen3-Integrins bedingt.

Leu — Leucin; Pro — Prolin; Val — Valin. Abb. méidiert aus (Santoso et al., 2006).
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4.2.1 Die Leu33Val Mutation verdndert nicht die Otfikichenexpression des Integrins

allb A3

Zur Generation def3-Val33 Isoform wurde in das Wildtyp3-Leu33 Konstrukt eine C>G
Mutation mittels ortsgerichteter Mutagenese einigefiind der Basendimorphismus (C175G)
durch Sequenzanalyse mit entsprechenden Primerpriifte

Die allelspezifischen B3-Konstrukte Val33, Leu33 und Pro33 wurden mitllb
Expressionsvektoren in CHO-K1 cotransfiziert undbde Zelllinien Gber Geneticin- und
Zeocinresistenz selektioniert.

Um die HPA-1 Alloantikbrperheterogenitat am Beispoker Val33 Punktmutation zu
untersuchen, wurde zunéchst geprift, ob der neutdadu33Val Austausch eine
Konformationsanderung im Integrailb33 hervorruft.

Eine durchflusszytometrische Analyse mit dertb33-komplexspezifischen monoklonalen
Antikdrper (mAK) Gi5 konnte auf allen CHO-Transfaktenallb33 in ahnlicher Dichte auf

der Zelloberflache nachweisen.

Das bedeutet, dass die Leu33Val Mutation nichtqgiantitative Oberflachenexpression des

IntegrinsallbB3 verandert (s. Abb. 4.7).

B3-Leu33 B3-Pro33 B3-val33

64

64

Isotyp anti-allbp3 Isotyp 64 )
‘ anti-allbB3 Isotyp  anti-allbp3

] %
i @
B Q 0

100 10t 102 103 104 100 10t 102 103 104 100 101 102 103 104

Fluoreszenzintensitét Fluoreszenzintensitat Fluoreszenzintensitat

Abb. 4.7. Oberflachenexpression des Integrinkb3 auf CHO-Transfektanten zeigt keine
Unterschiede zwischen dg8-Leu33, -Pro33 und -Val33 Isoform.

Stabile CHO-Transfektanter33-Leu33, -Pro33 und Val33) wurden mit 20 pl Uberdtades
monoklonalen Antikérpera Gi5 (antiHb3) oder MauslgG als Isotypkontrolle inkubiert. Natdm
Waschen wurde die allbB3 Oberflaichenexpression mit einem FITC-konjugierten
Sekundarantikdrper durchflusszytometrisch gemessen.
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4.2.2 Die Leu33Val Mutation beeinflusst die Struktdes HPA-1a Epitops

Die in diesem Abschnitt beschriebenen Experimeatéigen das Ziel zu analysieren, ob die
Val33 Mutation die Bindungsstelle von HPA-1-spesthen Alloantikorpern verandert.

Dazu wurde zunachst die Reaktivitat der rekombe@fiB-Val33 Isoform im Vergleich zu
den natirlichen Isoformefd3-Varianten Leu33 und Pro33 in der Immunprazipatmit
oberflachenbiotinylierten CHO-Transfektanten uniehd (s. Abb. 4.8A). Derallb33-
komplexspezifische mAK Gi5 prazipitierte di¢lb (130 KDa) und33 (90 KDa) Untereinheit
aller rekombinante83-Isoformen Leu33, Pro33 und Val33. Im Kontrollexpent reagierten
polyklonale anti-HPA-1b Seren (n = 3) weder mit @&Leu33, noch mit def3-Val33
Isoform. Die Bildung von HPA-1b Epitopen durch dieu33Val Substitution ist daher
auszuschlieRen. Hingegen exprimiefsPro33 Transfektanten das immunogene HPA-1b,
aber nicht das HPA-1a Epitop. Zur Charakterisieradeg neuen HPA-1 Allel§3-Val33
wurden rekombinante humane (rhu) mAK gegen HPA-lwaelche durch
Phagendisplaytechnik generiert wurden (Garner.e2@D0; Griffin and Ouwehand, 1995),
eingesetzt. Interessanterweise wurden Unterschiede der Alloantikdrperreaktivitat
beobachtet. Die urspringlich aus B-Zellen von PageRten isolierten Klone 19-7 und 23-15
(Proulx et al., 1997) reagierten mit d&3-Leu33 und def33-Val33 Isoform. Im Vergleich
zeigte der rhu mAK CamTran007 einer FNAIT Patierkeine Bindung mit def3-Val33
Isoform (s. Abb. 4.8A). Im Kontrollexperiment praitierten alle drei rhu mAK di@3-Pro33
Isoform nicht (nicht dargestellt).

Die Beobachtungen aus der Immunprazipitation wardsberstimmung mit den Ergebnissen
der Durchflusszytometrie (s. Abb. 4.8B)ierzu wurden die CHO-Zellen wurden mit den rhu
mAK CamTran007, 19-7, 23-15 und humanem Normalsarismegative Kontrolle inkubiert,

gewaschen und mit einem FITC-konjugierten Sekumdi#@ per analysiert.

Dies bedeutet, dass die Leu33Val Punktmutation,cheelzur einer Reduktion der
Seitenkettenrestlange um eine BBruppe fuhrt, die Bildung des HPA-la Epitops
beeintrachtigt. Wahrend rhu mAK von FNAIT Patientait der 33-Val33 nicht reagieren,

erkennen rhu mAK Antikoérper von PTP PatientenfBeval33 Punktmutation.
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Abb. 4.8 Rekombinante humane mAK aus den B-Zellen von PPEHenten erkennen dig3-Val33
Mutation, von FNAIT Patienten hingegen nicht.

Die Reaktivitat von rekombinanten humanen (rhu) mfl€ stabilen CHO Transfektantef3-Leu33,
33-Val33 Isoform) wurde in der Immunprazipitationdutber Durchflusszytometrie untersucht.

(A) Immunprazipitation von CH@3-Leu33 (L) und -Val33 (V) mit Gi$mAK anti-allb3 Komplex),
anti-HPA-1b (humanes FNAIT Serum) und den rhu mA&rTran007, 19-7 und 23-15 gegen HPA-1a.
Zur Immunprazipitation wurden die CHO-Zellen bigfiert, lysiert und mit spezifischen mAK gegen
HPA-la préazipitiert. Die Immunpréazipitate wurden iaeiner SDS-PAGE aufgetrennt und die
Plattchenglykoproteine nach dem Blotten UGber einemillumineszenzreaktion detektiert.

B. Durchflusszytometrische Analyse von CH3-Leu33 und —Val33 mit den rhu mAK CamTran007
(007). 1¢7. 22-15 und humanem Normalserum (NK).

4.2.3 Die Affinitat der rhu mAK ist nicht Ursacheat HPA-1a Alloantikérperreaktivitat mit
der £3-Val33Isoform

Um zu untersuchen, ob die Unterschiede in der Retdttder rhu mAK mit def33-Val33

Isoform im Zusammenhang mit deren Antikorperaféihitsteht, wurde eine kinetische
Bindungsanalyse mittels der Oberflachenplasmongson(Surface Plasmon Resonance,
Die Daten uber in

SPR) Technologie durchgefihrt. diemd@ngsaffinitat wurden

Zusammenarbeit mit Frau Dr. Cornelia Andrej-Selrmdroben. Es wurde die Bindung der
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rhu mAK CamTran007 und 19-7 an l6sliches, humamis33 Protein aus transfizierten

Insektenzellen (Peterson et al., 1998) analysiert.

Die SPR-Sensorgramme wurden unter der Annahme dioarogenen 1:1 Assoziation
(Langmuir Bindungsmodell: A + B—» AB) dargestellt und zeigen fur beide rhu mAK
ahnliche Kurvenverlaufe ihrer Antigen-Antikdrpeenaktion (s. Abb. 4.9). Die kinetischen
Konstanten Ka und Kd wurden mit der BlAevaluatiornl 2Software mit Hilfe der
nichtlinearen Analyse der kleinsten Fehlerquadbaiechnet. Die Kurvenanpassung erfolgte
nach der Gleichung: (R Req (1-6%@¢* Kty

wobei R die Resonanz zum Zeitpunkt t undyRlie Resonanz im Gleichgewicht zwischen
gebundenen und freiem Analyten, ¢ die Konzentratiod t der Assoziationsbeginn ist. Die
an die Kurven angepassten Daten wurden statististldem Standardparamet¥f fir die
Gute der Anpassung verglichen. Es ergaben sichhanmé gleiche Dissoziationskonstanten
(Kp) fiir CamTran007 (6.00*19M) und 19-7 (3.97*18 M) (x* < 2) (s. Tab. 4.3)

Tab. 4.3: Bindungsparameter von rhu mAK CamTran007 und 1@geg HPA-1la aus Insektenzellen

sind &hnlich.
rhu mAK Ka (1/Ms) Kd (1/Ms) KD (M) Chi (X)?
CamTran007 1.37 x 16 8.23 x 1C° 6.00 x 1¢° 1.49
19-7 1.30x 16 5.16 x 1C° 3.97 x 1¢° 2.00

Die kinetischen Konstanten Ka und Kd wurden mit Bekevaluation 2.1 Softwarenit Hilfe
des Langmuir 1:1 Modell errechnet. Die an die Karemgepassten Daten wurden statistisch
mit dem Standardparameéf fir die Giite der Anpassung verglichen.

Dies bedeutet, dass die verminderte Reaktivitatndd& CamTran007 mif33-Val33 nicht

auf eine geringere Affinitat dieses AK zurtickzuféimist.
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Abb. 4.9 Surface Plasmon Resonance Analyse ermittelt éflinteraktion zwischen
rekombinantenullb3 und rekombinanten humanen mAK CamTran007 (A)18yd (B).
Die rhu mAK CamTran007 und 19-7 wurden auf einemsBechip (CM5) mit einer
Oberflachenkapazitat von 1018 und 1356 RU Uber Akopplung immobilisiert. Losliches,
humanes allbB3 Protein aus transfizierten Insektenzellen  wuide verschiedenen
Konzentrationen (0.06 - 0.6 pM) bei einer Flusspesadigkeit von 60 pl/min seriell
injiziert und die Interaktion (20 s Assoziation,018 Dissoziation) mit den anti-HPA-1a
Antikérpern in Sensorgrammen aufgezeichri2as Hintergrundsignal in der Referenzzelle
wurde in allen Féallen von dem Resonanzsignal inMiesszelle subtrahiert.

Die Daten wurden normalisiert. Die eingefigten [Dé@mgme zeigen die
konzentrationsabhangige Responsekurve bis zumcBeneides Gleichgewichtszustands.
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4.2.4 Der Ursprung der HPA-1 Alloantikdrper bedingtin heterogenes Bindungsverhalten
mit der £3-Val33 Isoform

Zur weiteren Charakterisierung des Bindungsverhali®mn HPA-1a Alloantikbrpern mit der
3-Val33 Isoform wurden selektierte, polyklonale ®eten von FNAIT (n = 4) und PTP
Patienten (n = 4) mit den allelspezifischen CHO~rBfaktanten in der Immunprazipitation (s.
Abb. 4.10A), und in der Durchflusszytometrie (s.pAd.10B) analysiert. In Analogie zu den
rhu mAK zeigten alle FNAIT Seren mit d@B-Val33 im Vergleich zur Wildtyd33-Leu33
Isoform keine oder eine verminderte Reaktivitatndgdéigen reagierten 3 von 4 PTP Seren
gleichsam mit def33-Leu33 und def33-Val33 Variante. Ein viertes Serum zeigte eine
bevorzugte Bindung zur Wildtyp-Variante. Das hegemee Bindungsverhalten der
polyklonalen HPA-1a Alloantikorper werden reprasgéintfur je ein PTP (#1) und ein FNAIT
(#2) Serum dargestellt (s. Abb. 4.10).

A anti-HPA-1b anti-HPA-1a
| #1 | #2
G"b - - e
B3 — -
L \Y L V L V
B
anti-HPA-1a (#1) anti-HPA-1a (#2)
100 100
10 _-vaiz3
\ Val33 -~
/ﬁ -~ Leu33 1 Leu33
01% 0 ’(. T . ]
109 104 102 10% iad 100 1ol 102 108 fo4
Fluoreszenzintensitat Fluoreszenzintensitét

Abb. 4.10 Die 33-Val33 Mutation beeintrachtigt das HPA-1a Epitam\polyklonalen anti-HPA-
la Alloantikérpern aus FNAIT Patienten, aus PTReR&tn hingegen nicht.

Die Reaktivitat von anti-HPA-1a Antikérpern aus FNAund PTP Patienten mit stabilen CHO
Transfektanten [§3-Leu33, 3-Val33 Isoform) wurde in der Immunprézipitation durder
Durchflusszytometrie untersucht.

(A) Immunprazipitation von CH@3-Leu33 (L) und —Val33 (V) Zellen mit humanen aH#A-1b
Serum und humanen anti-HPA-la Seren von PTP (#1D) BNAIT (#2) Patienten. Zur
Immunprazipitation wurden die CHO-Zellen biotinytielysiert und mit polyklonalen anti-HPA-1
Seren prazipitiert. Die Immunpréazipitate wurden éiner SDS-PAGE aufgetrennt und die
Plattchenglykoproteine nach dem Blotten Uber einenillumineszenzreaktion detektiert.

(B) Durchflusszytometrische Analyse von CHi3-Leu33 und —Val33 Zellen mit einem PTP (#1)
und einem FNAIT (#2) anti-HPA-1a Serum. Die Detektider Antikdrperbindung erfolgte nach
Inkubation mit einem FITC-konjugierten anti-HumayG Antikorper.
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DarUber hinaus bestatigte sich die Antikérperhgiendtéat der PTP (#1) und FNAIT (#2)
Antiseren gegen HPA-1a in einem glykoproteinspscifen Assay (MAIPA Assay) (Kiefel,
1992) mit stabilen CHO Transfektanten (Kroll et, &005b). Das anti-HPA-la Serum #1
reagierte unabhangig von der ausgetesteten Serdimrarng mit beideis3-Isoformen sehr
stark. Das FNAIT Antiserum #2 zeigte gegentber &R Antiserum #1 miB3-Val33 eine
signifikant verminderte Reaktivitat (s. Abb. 4.11).

301 Bavaiss anti-HPA-1a (#1)
AL
T AATTT
: R SN
n A A
L 201 B3-Leu33
a) A
) A
<
o a
< 1O R3leuss anti-HPA-la (#2) .,
-Val AT
B3-Val33 Alal
A-a
0,0 . . : . —— %4—.
1 2 4 8 16 32 64 128 256 516 1024

Serumverdinnung

Abb. 4.11 Analyse von zwei unterschiedlichen anti-HPA-1ae8e(PTP #1; FNAIT #2) im
MAIPA Assay mit CHO-Transfektante88- Leu33 undB3-Val33) bestatigt Split der anti-
HPA-1a Reaktivitat.

Die CHO Transfektanten wurden mit verschiedenerdenungen der Antiseren #1 und #2
und demallbp3-komplexspezifischen mAK Gi5 inkubieflach dem Waschen wurden die
Zellen lysiert und die gebundenen HPA-la Alloangegr (ber einen Peroxidase-
konjugierten anti-Human 1gG Antikdrper in einer ahmogenen Enzymsubstratreaktion
detektiert

Die beobachteten Unterschiede in @&-Val33 Bindung zeigen, dass der epitopbildende
Aminosaurerest Leu33 (aliphatische £B8ruppe) fur die Bindung von FNAIT HPA-la

Alloantikdrpern bedeutsamer ist als fir die von PAlIBantikérpern gegen HPA-1a.
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4.2.5 Die Leu33Val Mutation beeinflusst die Auspmdigg der Thrombozytopenie, aber
nicht die Blutungsneigung in der ENAIT

Es wurde auf eine Assoziation zwischen der Red#tiwit den33-Isoformen $3-Leu33 und
33-Val33) und der klinischen Auspragung der FNAITh({@mbozytopenie, Blutungsneigung)
untersucht. Die Blutungsneigung dieser Patientem miaht mit der Thrombozytenzahl
korreliert.

Serumproben von 49 FNAIT Patienten wurden in dentmprazipitation auf ihre Reaktivitat
mit 33-Leu33 undf3-Val33 analysiert. Neun anti-HPA-la Alloantikdrperagierten mit
keiner der beidef3-Isoformen.

Den Prazipitationsmustern zugrunde liegend kondterverbliebenen 40 HPA-1a Antiseren
in drei unterschiedliche Reaktionstypen unterteiirden: 1) keine Reaktion m@3-Vval33
(Typ A), 2) eingeschrankte Reaktivitat nfiB-Val33 (Typ B) und 3) uneingeschrankte
Reaktivitat mit33-Val33 (Typ C) (s. Tab. 4.4).

Die Reaktivitat der anti-HPA-1a Alloantikorper (Typvs. Typ B und C) mif33-val33 war
schwach signifikant mit der neonatalen Plattcheh@étuskal-Wallis One-Way Analysis of
Variance on Ranks, p = 0.05@psoziiert Typ C Alloantikorper zeigen eine Tendenz zu
hoheren Plattchenzahlen (s. Abb. 4. besteht jedoch kein Zusammenhang zwischen der
Reaktionsfahigkeit mit33-Val33 und einer schweren Blutungsneigung (Hirhbolg)
(Fisher's Exakt Test, p = 0.451) (s. Tab. 4.4).

Tab. 4.4: Darstellung dei33-Val33 Reaktivitdt der HPA-1a Alloantikorper vo@ £NAIT Patienten
und ihrer klinischen Blutungsneigung.

Reaktivitat Blutungsneigung
B3-Leu33 B3-Val33 keine Hirnblutung  Hirnblutung
Typ A reaktiv nicht reaktiv 21 8
Typ B reaktiv vermindert reaktiv 1 4
Typ C reaktiv gleich reaktiv 5 1

Stabile CHO-Transfektanten, welche dig3-Leu33 oder -Val33 exprimieren, wurden
biotinyliert, lysiert und mit den anti-HPA-1a Sergon 40 FNAIT Patienten prazipitiert. Die
Immunpréazipitate wurden in einer SDS-PAGE aufgetteind nach dem Blotten durch eine
Chemilumineszensreaktion detektiert. Die Antisaremden aufgrund ihres Reaktionsvermdgens
mit der B3-Val33 Isoform im Vergleich zur Wildtypforn3-Leu33 in die Reaktionstypen A
(nicht reaktiv), B (vermindert reaktiv) und C (gibireaktiv) eingeteilt.
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Abb. 4.12 Assoziation der Schwere der Thrombozytopenie rfatde Plattchenzahl) mit der HPA-1a
Alloantikérperreaktivitat mi33-Val33 fir 40 FNAIT Patienten.

Die Schwere der Thrombozytopenie zeigt eine schev&abrrelation zum Reaktionsvermdgen der HPA-
la Alloantikérper mi33-Val33. Reaktivitat mit Val33 im Vergleich zum L& Wildtyp: Typ A (keine
Reaktivitat mit Val33); Typ B (verminderte Reaktét mit Val33); Typ C (unverénderte Reaktivitath |
eingefugten Diagramm sind die Daten im Boxplot éatgllt: Die Mittellinie reprasentiert den Median,
der untere und obere Rand der Box die 25 und 75e%zeRtile. Die Fehlerbalken kennzeichnen die
minimalen und maximalen Extremwer

Dies bedeutet, dass polyklonale HPA-1a Antikorpelie, mit 33-Val33 kreuzreagieren, fir

eine schwere Thrombozytopenie des Neugeborenentwardlich sein kdbnnen.
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4.3 Charakterisierung der HPA-la Alloantikorperaffitdt und der
alloantikoérpervermittelten Komplementbindung als §uliktive Parameter in der
Pathogenese der FNAIT

Neben der Epitopspezifitat bestimmen die Kinetilsgéziation und Dissoziation) sowie die
Affinitat eines Antikdrpers mal3geblich seine Intdian mit dem korrespondierenden
Antigen.

Haufig wird eine schwere Thrombozytopenie auch bgeringen maternalen
Antikdrperkonzentrationen oder einem fehlenden Kirpernachweis beobachtet.

Daher wurde in diesem Abschnitt die Relevanz deAHPAlloantikorper Binding und ihr
Einfluss auf die Blutungsneigung der Patienten asfiel selektierter FNAIT Falle (s. Tab.
4.6) untersucht.

Dazu wurde zunéchst ein vitro Testverfahren entwickelt, welches eine Echtzel{eseavon
HPA-1 Alloantikérpern in der Oberflachenplasmonresw (Surface Plasmon Resonance,
SPR) Technologie erlaubt.

Weitergehend wurde in Koorperationsarbeit mit delbedtsgruppe von Dr. P. Newman aus
Milwaukee (Blood Research Institute) die Eignungnesi neuenin vivo Modells mit
NOD/SCID Méausen zur funktionellen Analyse der afieorpervermittelten Zerstérung

humaner Blutplattchen Uberpruft.

Ausgenommen der Antikdrpereigenschaften wurde dlagkeit von HPA-1 Alloantikérpern
zur Komplement Clg Bindung untersucht. Eine anpkévermittelte klassische
Komplementaktivierung konnte eine verstarkte Phéhelimination im Pathomechanismus
der FNAIT bewirken.

4.3.1 Etablierung der Oberflachenplasmonresonanzcheologie zur Echtzeitanalyse der
HPA-1 Alloantikorperbindung

Die in diesem Abschnitt beschriebenen Experimertgen die wesentlichen Versuche, die
SPR Technologie zur Charakterisierung von HPA-Dbaitikbrpern zu etablieren.
Thrombozyten wurden aus Apheresekonzentraten voi-HP und -1b homozygoten
Spendern der Blutgruppe O isoliert und ddi®33 Integrin affinitatschromatographisch tber

einenallbf33-komplexspezifischen mAK (Gi5) aufgereinigt.
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Silberfarbung und immunchemische Analyse im Bldaferen bestatigten die Reinheit und

die Aktivitat der isolierten Antigene (s. Abb. 4)13

A
Mw D1 D2 HPA
KDa a -1b
180 — | (e b
130 —| ——  (— O
100 — e |[— B3 B
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54 — . anti- allb anti- anti-
! anti- B3 HPA-la HPA-1b
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Abb. 4.13 Immunchemische Analyse bestéatigt die Reinhedt Aktivitat der isolierterollb33-
Protein Fraktionen.

(A) Silberfarbung nach Auftrennung der Plattchemgiree in einer SDS-PAGE zeigt diglb und
B3-Untereinheit. MW: Molekulargewichtsmarker; Durabf (D) der HPA-1a (1) und HPA-1b (2)
Proteinfraktion; isoliertes HPA-1a und HPA-1b Piote

(B) Nach dem Transfer der Proteine auf eine Nitlolmssemembran wurde die Aktivitat der

HPA-1la und HPA-1b Antigene durch Inkubation mit mAdegen dieallb (SZ22) und(3

Untereinheit (SZ21) oder humane anti-HPA-1a odé&rldRA-1b Seren analysiert.
Die zur Aminokopplung der HPA-1 Proteine erfordgtén pH-Bedingungen/Puffer und die
minimal einzusetzende Proteinmenge wurden in eienaersuch (pHScouting)ermittelt (s.
Abb. 4.14). Es hat sich gezeigt, dass zur Immaeilisig die Proteine in Natriumacetatpuffer
(10 mM) bei einem sauren pH von 4.0 umgepuffertd@armuissen, da in diesem (unterhalb
ihres pl-Wertes)die Proteine eine positive Nettoladung erhalten s optimal in der
negativ geladenen Dextranschicht (-COOH) der Sehsoflache vorkonzentrieren (s. Abb.
4.14G). Bei geringeren (pH 3.5) oder héheren pHi&e(pH 5.0) war das Protein nicht aktiv
(s. Abb. 4.14B, D, F). Fiur Proteinkonzentrationerevhalb von 100 pg/ml (20 pg) (s. Abb.
14A, C, E) wurde wahrend dieses Versuches nur gerenge Oberflachenkapazitat (RU)
erreicht. Daher wurden zur Immobilisierung minin2&l pg (100 pg/ml) Protein eingesetzt,
welcher annéhernd einer Sensorkapazitdt von 9000 dwtsprach (s. Abb. 4.15).
Rinderserumalbumin  wurde alsinline-Referenzzelle gewahlt, um unspezifische

Wechselwirkungen mit der Sensoroberflache auszieftdn.
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Abb. 4.14: Vortest Scouting zur Bestimmungder erforderlichen pH-Bedingungen und
Proteinmenged(lIb33) fur die Immobilisierung.

A. 30 pg/miallbp3, pH4; B. 30 pg/ml, pH5; C. 30 pg/ml, pH4.5; . 3g/ml, pH3.5; E. 50
pg/ml, pH4; F. 100 pg/ml, pH3.5; G. 100 pug/ml, pidater den letzteren Bedingungen bindet
das Protein in aktivem Zustand mit hoher Immolalishgsrate.
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Abb. 4.15 Aminokopplung desilIbp3-Proteines an die Sensoroberflache eines CM5-Chips

Das Sensorgramm zeigt die einzelnen Phasen der bitiserung mit (A) Bestimmung der
Ligandenbindungsrate, (B) kurzer Waschimpuls, (®)iAerung der Sensoroberflache mit NHS/EDC, (D)
Injektion des Liganden und (E) Injektion von Etbhkmin zur Entfernung nicht-immobilisierten Protin

Zur Aktivitatsbestimmung der immobilisierten Protei wurden 250 ng antitib33
spezifischer mAK seriell bei einer Flussgeschwikdigvon 20 pl/min injiziert. Nach einer
Assoziationsphase von 75 s wurde der ProbenpufB8]) tUber die Flusszellen gefihrt und
die Dissoziation fur 130 s verfolgt. Analysiert werdieallbf33 Bindung der mAK SZ21
gegen ein monomorphes Epitop auf @& Untereinheit (s. Abb. 4.16A), AP3 gegen ein
polymorphes Epitop auf def3 Untereinheit (s. Abb. 4.16B) und MBC gegen ein
polymorphes Epitop auf derllb Untereinheit (s. Abb. 4.16C).

Die Spezifitdt der HPA-1 Antigene wurde mit dem &K CamTran007 gegen HPA-1a,
welcher den B-Zellen einer FNAIT Patientin entstaimiberprift (s. Abb. 4.16D).
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Die Aktivitat der mAK (s. Abb. 4.16E) wurde als ewter Standard regelmaf3ig tberprift.

Nach ca. 50 Messungen wurde eine Aktivitatsabnahi®@ % beobachtet und ein neuer Chip

hergestellt.
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Abb. 4.16 Surface Plasmon Resonance Analyse von verscléadenonoklonalen Antikérpern
bestatigt die Aktivitat und Spezifitdt des immaodidirtenallb33 Proteins.

Die Bindungskinetik (Assoziation und Dissoziatiom)irde in Sensorgrammen aufgezeichnet: relativer
Responseunterschied (Resonanz Units, RU) vs. 2eit (

A. Der [3-spezifische mAK SzZ1 wurde

in verschiedenen Kotragionen injiziert. Die

Dissoziationkonstante verdeutlicht seine bevorzttRé-1a Bindung.

B. Derp3-spezifische mAK AP3 interagiert mit HPA-1a und ifh &hnlicher Weise.

C. Injektion desullb spezifischen mAK MBC 132.1 zeigt die Aktivitderallb Untereinheit.
D. CamTran007 interagiert spezifisch nur mit HPAetha nicht mit HPA-1b.

E. Signalstarke (RU) der untersuchten mAK Uberpdi# Aktivitdt des immobilisierterallb33

Proteins.
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Diese Ergebnisse zeigen, dass das immobilisierée-HPund -1b Antigen Epitope &hnlich zu

denen auf nativen Plattchen exprimieren.

4.3.2 HPA-1a FNAIT Alloantikérper zeigen eine hetmgene HPA-1a Bindung

Humane Seren der FNAIT Patienten enthalten zushtzli den HPA-1a Alloantikbrpern eine
hohe Mengen an Liganden des thrombozytéin33 Rezeptors (Fibrinogen). Diese kbnnen
direkt an das immobilisiertallb33 Protein binden und stéren dadurch die Messungrans
HPA-1 Alloantikbrper. Daher wurde von allen Humamese die IgG Fraktion mittels
Negativselektion isoliert (Meld Gel IgG Spin Purification Kit) und in SPR-Probeffpu
(PBS) dialysiert. Silberfarbung bestétigte die Reihder IgG Fraktion (s. Abb. 4.17).

19G
Fraktionen MW
1 2 3 KDa

180
130
100

IgG (H+L) —

gG (H)— |« 54
48

35

19G (L) —
— 24

Abb. 4.17 Silberfarbung bestatigt die Reinheit von isokent IgG maternaler anti-HPA-1a
Seren (#1, 2 und 3).

IgG wurde mit Hilfe des Meld®' Gel IgG Spin Purification Kit isoliert und nach fennung
der Proteine unter reduzierenden Bedingungen inSilberfarbung analysiert. Es sind die
Fecy (75KD@), F(ab)'2 (50KDa) und Fab (25KDa) Fragmente eindext erkennen.

Um optimale Bedingungen fir eine Interaktion zwestiHPA-1 Alloantikérpern und ihrem
korrespondierenden Antigen zu ermoglichen, wurdekaintaktzeit (150 s Assoziation) durch

eine Verringerung der Flussgeschwindigkeit auf Ithim erhoht.

Zur Evaluation der immobilisierten HPA-1 Antigeneinde die IgG Fraktion serologisch gut
charakterisierter HPA-1a (n = 17) und HPA-1b (n Ahfiseren von FNAIT Patienten mit
positiver Reaktion in den koventionellen Testveréah(MAIPA Assay, PAIFT) untersucht.
Das aufgereinigte 1gG (25 - 50 pg) wurde serieljiziart (10 pl/min). Nach einer
Assoziationsphase von 150 s wurde Probenpuffer dlerFlusszellen gefihrt und die
Dissoziation fur 150 s verfolgt.
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Die IgG Fraktion aller maternaler HPA-1a Antisereagierte spezifisch mit HPA-1a. Vice
versa interagierte der HPA-1b Alloantikdrper speeli mit seinem korrespondierenden
Antigen (s. Abb. 4.18A). Die Injektion von AntikGgm gegen Alloantigene der Spezifitat
HLA-Klasse | (n = 2) und HPA-5b (n = 2) flhrte hic zu unspezifischen

Bindungsreaktionen. Die Spezifitdt der SPR Methwdede weitergehend durch die Analyse
der 1gG Fraktion von Humanseren gesunder Individwen 2) bestétigt. Diese Daten zeigen,
dass die SPR Methode geeignet ist, plattchenspelzdiHPA-1 Alloantikérper voneinander

zu diskriminieren.

HPA-1a HPA-1b
A
Assoziation Dissoziation Assoziation Dissoziation
150 s 150 s 150 s 150's

RU = o g = o i

60 RU 60

50 50
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Abb. 4.18: Surtace Plasmon Resonangpalyse verschiedener HPA-1 Alloantikérper von FNIAFallen

mit immobilisiertemallbB3 Plattchenprotein zeigt, dass die Antikérperbirgluspezifisch, aber mit
unterschiedlicher Affinitat erfolgt.

Die Bindungskinetik (Assoziation und Dissoziatiowurde in Sensorgrammen aufgezeichnet: relativer
Responseunterschied (Resonanz Units, RU) vs. &it Der Dissoziationsgrad wurde ermittelt als
prozentualer Anteil der relativen Response zu Begind zum Ende der Dissoziationszeit (% gebundene
AG-AK Komplexe).

A. Analyse von HPA-1 Alloantikdrpern mit positiv&eaktion im MAIPA Assay. Anti-HPA-1a (#16) oder
anti-HPA-1b (#18) Alloantikdrper interagierten siiszh mit ihrem korrespondierenden Antigen. Valéab
Assoziation und Dissoziation wurde in beiden Fallenbachtet.

B. HPA-1a Alloantikérper unterscheiden sich in im@indungscharakteristiken. Anti-HPA-1la #5 zeigteei
geringere Antikorperaffinitat als anti-HPA-1a #Ile&tiert durch den starkeren Dissoziationsgrad.
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Die Antigen-Antikorper Interaktion von FNAIT HPA-Alloantikbrpern ist charakterisiert
durch variable Signalstarken nach einer Assoziagent von 150 s (22.2.- 69.7 RU) und
durch eine langsame, stetige Dissoziation. Um dietikérperaffinitat von HPA-1
Alloantikdrpern in einem polyklonalem Antikérpergech zu beurteilen, wurde der
Dissoziationsgrad, d.h. der nach 150 s Dissozigtmzentual noch gebundene Anteil der

Antigen-Antikérperkomplexe ermittelt (s. Tab. 4.5).

Tab. 4.5 Reaktionen von FNAIT HPA-1 Alloantikdrpern im PAT, MAIPA Assay und SPR.

IgG  Spezifitat PAIFT MAIPA SPR
Probe OD[490 nm] Resonanzsignal [RU] % IgG nach
nach 150 s Ass. 150 s Diss.
1 HPA-la 4+ 3.08 32.1 77
2 HPA-la 4+ 2.96 22.7 69
3 HPA-la  2+/4+ 2.91 43.1 31
4 HPA-1a 4+ 1.69 28.8 55
5 HPA-1a 4+ 3.50 48.6 41
6 HPA-1la 4+ 2.95 57.2 78
7 HPA-la  3+/4+ 2.38 32.4 58
8 HPA-la 4+ 2.68 24.0 70
9 HPA-la 2+ 1.48 16.8 65
10 HPA-la  1+/2+ 0.201 22.6 8
11 HPA-la 4+ 2.68 62.8 20
12 HPA-la  3+/4+ 0.60 27.0 13
13 HPA-la  3+/4+ 0.41 44.2 10
14 HPA-1la 4+ 3.50 29.7 61
15 HPA-la  3+/4+ 3.07 33.7 58
16 HPA-la 4+ 2.73 49.7 50
17 HPA-la 4+ 3.07 54.5 21
18 HPA-1b 2+ 0.67 50.4 32

Die gereinigte 1gG Fraktion (25 — 50 pg) von humarsnti-HPA-1la Seren, welche in den
konventionellen Testverfahren (MAIPA, PAIFT) pogitind, wurde seriell injiziert (10 pl/min).

Die Assoziation (Ass) und Dissoziation (Diss) wurdér jeweils 150 s verfolgt. Die Starke des
Resonanzsignals am Ende der Ass [RU] reflektiest réilative Antikdrperkonzentration. Der
Dissoziationsgrad, d.h. der nach 150 s Dissoziaposeentual noch gebundene Anteil der
Antigen-Antikérperkomplexe [% IgG], wurde aus denerkaltnis der Signalstarke [RU] zu
Beginn und zum Ende der Dissoziationsphase ermiRaser reflektiert die Antikdrperaffinitat.

HPA-1 Alloantikrper zeigen unterschiedliche Bindaaigenschaften an ihr
korrespondierendes Antigen (s. Abb. 4.18B). Esdbestin schwach linearer Zusammenhang
(BestimmtheitsmaR R= 0.615) zwischen dem Dissoziationsgrad (Antikéaffanitat) und
der AntikOrperreaktivitstt (OD) im MAIPA Assay. Fuischwach reaktive HPA-1
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Alloantikdrper mit einer OD < 0.8 im MAIPA wurdenegngere Antikorperaffinitaten
beobachtet (s. Tab. 4.5). Die Antikorperreaktivitat MAIPA Assay ist jedoch nicht
korreliert mit der Starke des Resonanzsignals nd&® s Assoziation (relative
Antikdrperkonzentration).

Diese Daten zeigen, dass HPA-1 Alloantikérper vOIAH Patienten mit unterschiedlicher

Affinitat an ihr Epitop binden.

4.3.3 Zusammenhang zwischen Affinitat von HPA-laddntikérpern und der Auspragung
der ENAIT

Alle Neugeborenen der untersuchten FNAIT FalleTéh. 4.5) waren bis auf eine Ausnahme
von einer schweren Thrombozytopenie mit Thrombamaklen <50*18L betroffen, welche
nicht mit deren Blutungskomplikation (Grad I: kein@rad Il: Hautblutungen; Grad IlI:
innere Organblutungen, z.B. gastrointestinal; GQkadntrakranielle Blutung) korreliert war.
Die klinischen Daten der Patienten sind der Tabkkbezu entnehmen.

Tab. 4.6 Klinische Daten von Patienten mit anti-HPA-1a amti-HPA-1b induzierter FNAIT.

FNAIT Fall | Jahr Probenentnahme | Blutungskomplikation | Thrombozytenzahl
der Schwangerschaft | nach Geburt (d) (*109/L)

1 2006 8d HB, IB 45

2 1991 6d HB, IB 31

3 2005 4d HB 14

4 1981 Wochen spater HB 9

5 2000 2d IB 10

6 2003 1d HB 16

7 2005 2d keine 26

8 2005 7d HB, GB 20

9 2003 8d keine 107
10 2006 1d keine 50
11 1994 7d HB 11
12 2004 Tage nach Gebunt unbekannt 34
13 1999 8d unbekannt 25
14 2001 1d IB 17
15 2001 Tage nach Gebunt unbekannt 13
16 2003 2d IB 20
17 2006 21d HB 19
18 1996 7d unbekannt 6

Blutungskomplikationen der FNAIT Patienten: Hautbhg (HB), gastrointestinale Blutung (GB) und
intrakranielle Blutung (IB)
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Es wurde hier weitergehend auf eine Assoziatiorsaien der Alloantikorperaffinitat (s. Tab.
4.5) und der bestehenden Blutungsneigung untersucht

Fur Patienten ohne Blutungskomplikation (Grad & 8 Median der Signalstarke 23.9 RU)
wurden statistisch signifikant geringere Konzembragn an HPA-1 Alloantikdrpern im
Vergleich zu Patienten mit Hautblutungen (Grachlk 5 Median der Signalstarke 48.5 RU)
und schweren inneren Organblutungen (Grad IlI+1%, 6 Median der Signalstarke 35.9 RU)
beobachtet (s. Abb. 4.19A).

Beim Auftreten einer schweren Blutungskomplikati@rad 11l +1V) wurde allerdings eine
Tendenz zu einer hoheren Antikdrperaffinitat (Med@l % IgG) als bei Hautblutungen
(Grad II, Median 43.6 % IgG) oder einer isoliert€éhrombozytopenie (Grad |, Median
43.2 % lgG) nachgewiesen (s. Abb. 4.19B).

Aufgrund der geringen KollektivgréRe sind diese édathiede aber zu relativieren.
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Abb. 4.19 Korrelation der SPR-Daten zur Blutungskomplikataer FNAIT Patienten.

(A) Zusammenhang zwischen Blutungskomplikation ded Stérke des Resonanzsignals nach 150 s
Assoziation, d.h. der relativen Antikbrpermenge.

(B) Zusammenhang zwischen Blutungskomplikation dadh Anteil des gebundenen IgG nach 150 s
Dissoziation (Dissoziationsgrad), d.h. der Antikéngffinitat

Schweregrad der Blutungskomplikation: Grad | (keithetung), Grad Il (Hautblutungen), Grad Il und
IV (gastrointestinale Blutungen, intrakranielle R&ingen)

Der Mittelpunkt reprasentiert den Median, die Fdbdéken kennzeichnen die minimalen und
maximalen Extremwerte.

Dies bedeutet, dass die Antikérpermenge mit derpfgung der Thrombozytopenie
assoziiert ist. Eine Analyse der Antikorperaffihikbnnte Hinweise auf das zu erwartende
Blutungsrisiko des Feten bzw. Neugeborenen geben.
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4.3.4 Antikorperreifung wahrend FNAIT ist begleiteton Affinitatsreifung

In 15 - 25 % aller klinischen FNAIT Verdachtsfallen denen eine fetomaternale HPA-1
Inkompatibilitdt besteht, kbnnen in den materngenen keine korrespondierenden HPA-1a
Alloantikdrper nachgewiesen werden (Bussel e28I05; Mueller-Eckhardt et al., 1989).

In den Jahren 1988 - 2004 wurden im Universitatgkdim Giel3en/Institut fur Klinische
Immunologie und Transfusionsmedizin/Thrombozyteotamsgesamt 569 Féalle mit feto-
maternaler HPA-1 Inkompatibilitat auf die Verdachégnose FNAIT untersucht.

Hier wurde retrospektiv der prozentuale Anteil 8#?A-1 Alloantikdrper, welche in diesen
Fallen mittels konventioneller Testverfahren (MAIP&ssay, PAIFT) detektiert wurden,
ermittelt. In Uberstimmung zu den BeobachtungereesrdAutoren konnten in 22.9 % aller
Falle im MAIPA keine HPA-1a Alloantikorper gefundererden (s. Tab. 4.7).

Tab. 4.7. Serologischer Nachweis von HPA-1 Alloantikérperi-NAIT Verdachtsfallen durch anti-HPA-1a.

Anzahl Prozent

FNAIT Verdachtsfalle mit HPA-1 Inkompatibilitat 569 100

Negativer Antikrpernachweis 99 17.3
MAIPA und PAIFT 438 77.1

Positiver Antikdrpernachweis nur PAIFT 32 5.6
Gesamt 470 82.7

Weitergehend wurden aus der Population der FNAITIlleFamit negativem
Antikdrpernachweis im MAIPA Assay und PAIFT zwei BRa negative Mutter (Fall 1 und
2) selektiert. Diese waren fur uns interessant, ida zwei aufeinanderfolgenden
Schwangerschaften (1. und 2. Schwangerschaft, BS)elgeborenen von einer schweren
Thrombozytopenie betroffen waren.

Die klinische Diagnose FNAIT konnte dennoch posthaach der ersten SS (Fall 1.1, Fall
2.1) nicht bestatigt werden. Infektionen und Hepplenomegalie konnten als medizinische
Indikation flir eine postnatale Thrombozytopeniegasshlossen werden. Transfusionen oder
Autoimmunerkrankungen waren bei den Mittern niclekdmnt. Antikbrper gegen die
Glykoproteinkomplexe la/lla, Ib/IX/V, CD109, CD31,HLA-Klasse I, ABO-
Blutgruppenantigene und maternale anti-D Antikdigmgen nicht vor.

Um einen falsch negativen Befund im MAIPA durcheemdgliche kompetitive Hemmung

der humanen Alloantikdrper auszuschlie3en, wurdenschiedene monoklonale Antikérper
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gegenallbf33 eingesetzt. Die negativen Ergebnisse waren mit mdK Gi5 @llbp3-
Komplex spezifisch), P2 aflb3-Komplex spezifisch) und Gil6allb Untereinheit)
reproduzierbar. Hingegen waren in der zweiten SSemale HPA-la Alloantikdrper
detektierbar, im Fall der Mutter der FNAIT Mutteb2reits pranatal (Fall 2.2), jedoch bei der
FNAIT Mutter 1 erst postnatal (Fall 1.3) (s. Abb2@A).

Im Anhang sind die Fallberichte der beiden Mittargestellt (s. 184).

Die durchflusszytometrische Antikorperdetektion rmischen, unfixierten Plattchen ist bei

einigen Plattchenantigenen zur integren Epitopesgioa vorteilhaft (Harrison et al., 2003).

Durchflusszytometrisch konnten in den maternale®idaus der ersten SS (Fall 1.1 und 2.1)
sehr schwache Bindungsreaktionen mit HPA-1la honmieygPlattchen detektiert werden,

die aber nicht eindeutig von HPA-1a negativen Etéth diskriminiert werden konnten. In der

zweiten SS waren die HPA-la Alloantikérper durcm estarkes Fluoreszenssignal

nachweisbar, im Fall der ENAIT Mutter 1 parallehzdMAIPA Assay aber nur postnatal (Fall

1.3) (s. Abb. 4.20B).

Diese Beobachtungen zeigen, dass vermutlich sahaer 1.SS eine Immunisierung gegen
fetales HPA-1a Antigen mit Bildung eines HPA-1 Adidikorpers Klinisch fur die neonatale

Thrombozytopenie verantwortlich war.

Zur Charakterisierung der Antikoérpereigenschafteurde die gereinigte IgG Fraktion der
maternalen Antiseren aus der ersten (1.1 und 2d gweiten Schwangerschaft (1.2, 1.3 und
2.2) in der Oberflachenplasmonresonanz Technolagfersucht.

Es wurden spezifische HPA-1a Alloantikorper in mlimaternalen Proben detektiert, deren
Antikdrpernachweis in den konventionellen Testverém (MAIPA, PAIFT) negativ war
(Fall 1.1, 1.2, 2.1). Diese Alloantikdrper weiseneeniedrige Affinitat zu ihrem Antigen auf,
die sich in 1) einer initial raschen Antigen-Antik@r Immunkomplexbildung wahrend der
Assoziationsphase (steiler Anstieg), 2) einer géetiAntikorperdissoziation beginnend bereits
in der Assoziationsphase und 3) einer vollstdndiDessoziation des Antikérpers am Ende
der Dissoziationsphase zeigt (s. Abb. 4.20C).

Interessanterweise zeigten die HPA-1a Alloantikbigaes den maternalen Proben der 2. SS
(Fall 1.3, 2.2), welche serologisch durch einekstawsitive Reaktion im MAIPA (s. Abb.
4.20.A) Assay nachgewiesen wurden, deutlich starBendungsaffinitaten (84 % und 19 %)
zu ihrem Antigen (s. Abb. 4.20C

Diese Beobachtungen reflektieren maoglicherweisee eAiffinitatsreifung der HPA-la

Alloantikdrper im Verlauf der FNAIT.
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Abb. 420 Surface Plasmon Resonance Analyse detektiert I#oea der HPA-la
Alloantikorperaffinitat wahrend einer Sekundarimrsigrung in der FNAIT.

(A) Analyse der HPA-1a Alloantikdrper aus der emsf&.1 und 2.1) und der zweiten Schwangerschaft
(SS) (1.2, 1.3 und 2.2) von 2 FNAIT Muttern im MARAssay unter Verwendung der mAK Gi5 (anti-
allbf3 Komplex), P2 (antllbp3 Komplex) und Gil6 (antiHIb). Eine MAIPA O.D. > 0.2 gilt als
positives Testergebnis.

(B) Durchflusszytometrische Analyse der matern&eren aus der 1. SS (1.1, 2.1) und 2. SS (1.2, 1.3
und 2.2) mit HPA-1a homozygoten Plattchen und HRAaggativen Plattchen als negative Kontrolle
(NK).

(C) Gereinigte 1gG Fraktionen (25 - 50 pg) der madéen Antiseren (1.1, 1.2, 1.3 und 2.1, 2.2) warde
seriell injiziert und die Interaktion (Assoziatiamd Dissoziation) Uber einen Zeitraum von 300 s im
SPR gemessen. Die Menge der gebundenen AG-AK Kompiach 150 s Dissoziation verdeutlicht
den Wechsel der Antikdrperaffinitat von der 1. 2U8S
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In maternalen 1gG Proben von zwei HPA-la negatibgiitern, welche gesunde HPA-la
positive Kinder geboren haben (ThrombozytenzahB*1@%L; 230*10°%L), wurde keine
Interaktion mit HPA-1a detektiert.

Diese Proben entstammen einer klinischen Studie 382 HPA-la negativen Miuttern,
welche die Pravalenz einer fetomaternalen HPA-lodmbatibilitdét in Neugeborenen als
Risikofaktor fur eine FNAIT untersucht hat (Casttaal., 2007).

4.3.5 HPA-1a Alloantikorper von FNAIT Patienten kdren nicht Komplement C1q binden

Als weitere Hypothese einer klinisch schweren THryomytopenie in der FNAIT wurde die
alloantikorpervermittelte Aktivierung der klassisthC1g-Komplementkaskade untersucht.
Die Fahigkeit von plattchenreaktiven Antikérperrr Zomplementbindung konnti& vitro
fur Medikament-abhéngige Antikorper und Autoantpénr (Kiefel et al., 1989a), in
Ausnahmefallen auch fur Alloantikérper beobachtetrden (Cines and Schreiber, 1979;
Schreiber et al., 1979).

Im Fall der eben beschriebenen HPA-1a Alloantikbnpé einer schwachen Affinitat (Fall
1.1, 1.2 und 2.1) kénnte eine komplementvermittéyse moglicherweise die fetale und

neonatale Thrombozytenzerstorung verstarken.

Die Komplementfixierung durch HPA-la Alloantikbrpewurde zunachst in einem
funktionellen Test, dem Mikrokomplementbindungste@iKBR), analysiert. HPA-1
typisierte Plattchen (HPA-laa und HPA-1bb) wurdeih imaktiviertem Serum in An- oder
Abwesenheit von Meerschweinchenkomplement inkubieflach Zugabe von
Hammelerythrozyten, welche zuvor mit komplementa&tenden Antikorpern sensibilisiert
worden sind, wurde Uber die Inhibition der Erythytenlyse (erkennbar an Ringbildung) die
Komplementfixierung der Antikorper mikroskopischgabesen (s. Abb. 4.21).

Es wurde fiur das Serum eines gesunden Spendersmé@Nmmanserum) keine
Komplementfixierung beobachtet, erkennbar an déalié@molyse (Abb. 4.21A). Als positive
Kontrolle wurden im MKBR HPA-la Alloantikdrper vodrei PTP Patienten eingesetzt,
welche in diesem Test bekanntermal3en durch ihrepgkamentbindung die Erythrozytenlyse
vollstandig hemmen (s. Abb. 4.21E).

Im FNAIT Fall der Mutter 1 ist vermutlich weder der ersten Schwangerschatft (1.1), noch in
der zweiten Schwangerschaft (1.2, 1.3) die Komptealdivierung in die Pathogenese der
Erkrankung involviert (s. Abb. 4.21B-D).
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Die Befunde der maternalen Seren der FNAIT Mutté2.2 und 2.2) waren im MKBR nicht
eindeutig interpretierbar (s. Abb. 4.21F-G). Dieolbachteten antigenunspezifischen,
positiven Testergebnisse kdnnten durch die Anwesenion IgM Antikdrpern im Serum
oder durch die Expression von komplementbindendenezeoren und
komplementregulatorischen Proteinen auf der Obadréiader Plattchenmembran beeinflusst
werden (Peerschke et al., 2006).

NHS Kontrolle PTP
A HPA-1laa HPA-1hb E HPA-1aa HPA-1bb
FNAIT Mutter 1 FNAIT Mutter 2
1.SS postnatal (1.1) 1.SS postnatal (2.1)
F
C 2.SS pranatal (1.2) 2.SS pranatal (2.2)

&

D 2.SS postnatal (1.3)

0l@®

Abb. 4.21: Funktionelle Analyse im MikrokomplementbindunggtéMKBR) zeigt, dass HPA-1a
Alloantikdrper von PTP Patienten Komplement Clgleim von FNAIT Patienten hingegen nicht.
Die Komplementfixierung der HPA-la Alloantikérper usde Uber den Hemmgrad der
Erythrozytenlyse mikroskopisch beurteilt: Grad 48@ % Hamolyse, keine Komplementfixierung
(B, C, D) oder keine Antikérper (A); Grad 3: 50 -57% Hamolyse, schwache
Alloantikorperreaktivitat; Grad 2: 25 — 50 % Hamsdy moderate Alloantikdrperreaktivitat; Grad 1:
< 10 % Hamolyse, starke Antikdrperreaktivitat; Gfadkeine Hamolyse (Ringbildung), sehr starke
Antikorperreaktivitat (E, F, G). Zusétzlich schwackiamolyse (1) im Ansatz mit HPA-1bb
Plattchen (F und G) reflektiert unspezifische Rieaian.
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Die Aktivierung der klassischen Komplementkaskadérdwiber die Bindung der
Komplementkomponente C1qg im Cl-Komplex an zellagste Antigen-Antikorper

Komplexe getriggert.

Um die alloantikérpervermittelte C1q Bindung direkt analysieren, habe ich ein neues auf
antigenbeschichteten Partikeln basierendes Teatveri entwickelt. Aus
Plattchenkonzentraten isoliertaiib33 Protein (HPA-1a oder HPA-1b Isoform) wurde Uber
N-Hydroxy-Succinimido-LC-Biotin an Streptavidin-lmschtete Partikel gekoppelt. Partikel
mit immobilisiertem HPA-1a oder HPA-1b Antigen werdmit inaktivierten Antiseren und
Komplement inkubiert. Zur Evaluation der Methode rdan AB-Serum und humanes
gereinigtes C1q in Konzentrationen von 2.5 und &alsgkomplementquelle ausgetestet. Eine
Konzentration von 2.5 pg der Reinsubstanz Clq watimal, um die Reaktionen der
komplementfixierenden Antikérper (PTP 1 und PTPv@h denen der negativen Kontrolle
(NHS) zu differenzieren (s. Abb. 4.22A).

Die Spezifitat der Antikorper- und Komplementbindwvurde mit Seren von PTP Patienten
(1 und 2), welche bekannte komplementfixierende HRA Alloantikorper enthalten,
Uberprift und validiert. Es wurde eine HPA-1a sfisaie Komplementbindung beobachtet
(s. Abb.4.22B, C).

Die HPA-1a Alloantikérper der untersuchten mategnafntiseren (n = 14) reagierten alle
spezifisch mit immobilisiertem HPA-1a, aber nichit HPA-1b Antigen (s. Abb. 4.22B).
HPA-la Alloantikbrper waren in den ausgewahlten FNAFallen nicht zur

Komplementfixierung fahig (s. Abb. 4.22C).

Mithin besteht kein Hinweis auf eine Aktivierungrddassischen Komplementkaskade und
somit eine mdogliche Verstarkung der Phagozytose Eiidination von Plattchen im Fall
einer maternalen HPA-1 Immunisierung, auch nichtl FEaner schwachen HPA-la
Alloantikorperaffinitat (FNAIT Mutter 1 und 2) (€bb.4.22C).
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Abb. 4.22: Durchflusszytometrisché\nalyse detektiert Komplement C1lq Bindung durch HPA
Alloantikdrper von PTP Patienten, von FNAIT Patemhingegen nicht.

(A) HPA-1a beschichtete Partikel wurden mit inalgitem Normalhumanserum (NHS) und HPA-1a
Alloantikdrpern der PTP Patienten (1 und 2) in Abemheit (NK) oder Anwesenheit von
Komplement (AB-Serum, 2.5 oder 5 pg humanes geyisiKomplement C1q) inkubiert und die
Komplementbindung Uber einen FITC-konjugierten-antnan C1q Antikdrper detektiert. Humanes
gereinigtes C1q (2.5 pg) erwies sich gegeniiber ABHS als die effektivere Komplementquelle.

(B) Die Reaktion der HPA-1a Alloantikdrper wurdetrainem FITC-konjugierten anti-Human 1gG
Antikérper detektiert und die FluoreszensintengifFl) auf den MFI der Negativkontrolle (NHS)
normalisiert.

(C) Die C1q Bindung wurde nach Inkubation mit 2% @1q durch einen FITC-konjugierten anti-
Human Clq Antikérper detektiert und die Fluoresmgpssitat (MFI) auf den MFI der
Negativkontrolle normalisiert.
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4.3.6 NOD/SCID Mausmodell zur Analyse der HPA-la laantikorpervermittelten

Elimination humaner Plattchen: in vivo Modell der RAIT

Im Rahmen dieser Dissertationsarbeit wurde ein Zedainalyseverfahren zur
Charakterisierung der HPA-1 Alloantikorperbindungtvackelt, welches nicht nur die
Spezifitat der Interaktion, sondern auch die reaonzentration und Affinitat polyklonaler
HPA-1 Antikdrper ermittelt. Erste Hinweise zeigerdass die Antikdrperaffinitat

maoglicherweise ein pradiktiver Parameter fur dieerwartende Blutungskomplikation ist (s.
Abb. 4.19B).

Hier wurde in Kooperation mit defdlood Research Institudilwaukee/USA die Eignung

eines neuen NOD/SCID (nonobese diabetic/ immune-deficienfylausmodells zur

funktionellen Analyse der Effekte plattchenreaktivAdloantikdrper auf humane Plattchen
Uberpruft. Einein vivo Simulation der FNAIT konnte neue Aspekte zur Aéfking der

verschiedenen Antikdrperspezifitditen im Zusammeghano ihrer klinischen Bedeutung
er6ffnen.

DasNOD/SCIDMausmodell wurde jungst von der Newman ArbeitsgeufBlood Research

Institute erfolgreich zur Analyse der Wirksamkeit von thggatischen anti-thrombozytéren
Agenzien (GPVI-spezifische murine monoklonale Adtper) etabliert (Boylan et al., 2006).

Die hier prasentierten experimentellen Daten wundam Dr. Brian BoylanBlood Research
Institute erhoben. Die in den Versuchen eingesetN&D/SCID Mause sind durch einen
Immundefekt anféllig fur die Entwicklung eines itisabhé&ngigen Typ-I Diabetes. Diese
Immunschwache ermdéglicht eine Zirkulation humankittehen im Maussystem Uber einen
Zeitraum von 24 h. Plattchenreiches Plasma (PR#®) MPA-1 typisierten, gesunden
Spendern wurde schonend, ohne die Plattchen zvek, isoliert und 200 pl dieses PRP
konzentriert via dem retro-orbitalen Plexus in #dié&use injiziert. Nach 30 min wurden
200 pg gereinigtes humanes 1gG (MélbrGel 1IgG Spin Purification Kit, s. Kapitel 4.3.2)
aus den Seren von FNAIT und PTP Patienten mit hematPA-1a Alloantikbrpern bzw.
gesunden Spendern (Blutgruppe AB) intraperitonegtiert. Den Mausen wurde das Blut
unmittelbar nach der IgG Injektion (Zeitpunkt t ¥ @hd nach 1, 2, 4 und 24 h entnommen
und der Anteil der humanen Plattchen an der Gessputation nach Inkubation mit dem
anti-allb3 spezifischen mAK AP2 durchflusszytometrisch geseasIn der Tabelle 4.8 sind
die klinischen Patientendaten und die experimentetiittelten Daten aus der Echtzeitanalyse

und denin vivo Versuchen zusammen dargestellt.
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Die Injektion von gereinigtem IgG einer Patientint mposttransfusioneller Purpura (PTP)
fuhrte zu einer raschen und starken Elimination Vmterozygoten HPA-lab Plattchen
(Clearance nach 24 h: 100 %) (s. Abb. 4.23A).

Im Vergleich dazu wurde bei mit humanem Normal @G gesunder Spender behandelten
Mausen eine Uberlebenskurve fir Plattchen beobiohtdche eine der Plattchenalterung
charakteristische Kinetik reflektiert (Clearancem&4 h: ca. 20 — 25 %) (s. Abb. 4.23A).

Von besonderem Interesse ist fir uns die Analyselgie Fraktionen der beiden FNAIT
Mutter 1 und 2 (s. Kapitel 4.3.4) aus den versatmeth Schwangerschaften (Fall #1.1, 1.2,
1.3; 2.1, 2.2) gewesen. Es konnte hier demonstmestden, dass auch die HPA-la
Alloantikdrper aus der ersten Schwangerschaft (Rall und 2.1) mit einer niedrigen
Antikdrperaffinitdt eine Elimination von humanenaRthen verursachen (Clearance nach
24h: 75 % und 40 %) (s. Abb. 4.28BDurch HPA-la Alloantikdrper der zweiten
Schwangerschaft (Fall 2.2), fur welche in der Eel#énalyse eine Zunahme der
Alloantikdrperaffinitat detektiert wurde, wurde eirdeutlich erhéhte Plattchenelimination
beobachtet (Clearance nach 24 h: 77 %) (s. Abi3B3.2m Fall der FNAIT Mutter 1 konnte
die entsprechende IgG Probe (1.3) aufgrund eirmekest HLA-Immunisierung nichin vivo

untersucht werden.

Tab. 4.8: Minimale Thrombozytenzahl von FNAIT und PTP Patinmmit Darstellung der Antikbrperreaktivitat
im MAIPA Assay, SPR-Verfahren und alloantikbrpemételten Wirkung auf die Elimination humaner
Plattchen ilMNOD/SCIDMé&usen.

Plattchenzahl  MAIPA Elimination humaner
lgG  Blutabnahme . SPR

(*10°/L) Assay Plattchen nach 24 h
1.1 Postnatal nach 1. SS 4 negativ 0 75 %
1.3 Postnatal nach 2.SS 3 positiv 84 nicht untérswg. HLA-AK
2.1 Postnatal nach 1.SS 2 negativ 0 40 %
2.2 Préanatal wahrend 2.SS unbekannt positiv 19 77 %

Thrombozytopenische N

PTP unbekannt positiv 100 100 %

Phase

Die IgG Fraktion von FNAIT (Fall 1.1; 1.3; 2.1; 2.8ehe auch Fallberichte im Anhang) und PTP Paien
wurde mittels einer Meld 1gG Spin Purification Column isoliert. Die Intetidn der HPA-la
Alloantikdrper mit gereinigtemullb33 Protein (HPA-1a) aus humanen Plattchen wurdeein Surface
Plasmon Resonance (SPR) Technologie (§8: Prozenindeber AK nach 150 s Dissoziation) von mir
analysiert. Parallel wurde am Blood Research ustitn Milwaukee dieselbe 1gG Fraktion in NOD/SCID
Mause injiziert und die alloantikbrpervermitteltdirkination humaner Plattchen durchflusszytometrisch
analysiert (nach 24 h).

NOD/SCID:nonobese diabetic/ immune-deficie®S: Schwangerschatt;

FNAIT: fetale und neonatale AlloimmunthrombozytoePTP: postransfusionelle Purpura;
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Abb. 4.23 Injektion der IgG Fraktion von anti-HPA-1a Ser@inrt zu spezifischer Elimination von
HPA-1a positiven Plattchen MOD/SCIDMausen.

(A) Uberleben humaner HPA-1 positiver Pléattchen A-Rab) iiber 24 h nach Injektion von Normal-
IgG (Nh), und 1gG eines PTP Patienten.

(B) Uberleben humaner HPA-1a positiver PlattcheRAHLab) nach Injektion der IgG-Fraktionen von

den maternalen anti-HPA-la Seren der ersten Sclesscimaft (1.1, 2.1) und der zweiten
Schwangerschaft (2.1).

NOD/SCID:nonobese diabetic/ immune-deficient
FNAIT: fetale und neonatale AlloimmunthrombozytofgePTP: postransfusionelle Purpura;

Diese Daten zeigen, dass HPA-1a Alloantikdrper @ONSCID Mausen eine Elimination von
humanen Plattchen verursachen. Die Effizienz dieBgittchenelimination koénnte im
Zusammenhang zur Antikorperaffinitat stehen.

4.3.7 Immunisierung wahrend PTP fuhrt zur Bildung PIA-1a spezifischer Alloantikorper

mit hoher Antikdrperaffinitat

In dem folgenden Abschnitt wurden die Antikérpesgigchaften von HPA-la
Alloantikdrpern einer Patientin mit einer akutensgiansfusionellen Purpura (PTP) in der

SPR Technik charakterisiert, um neue Einblickean Bathomechanismus dieser Erkrankung
Zu gewinnen.
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Untersucht wurde hier die 1gG Fraktion einer 7%igén Patientin, bei welcher sieben Tage
nach erfolgter Transfusion von vier Erythrozytenkemiraten postoperativ eine
posttransfusionelle Purpura auftrat. Zur Behandlimgr Thrombozytopenie wurden zwei
Plattchenkonzentrate transfundiert. Die Patienteigte nach Plattchensubstitution kein
Inkrement. Am Tag 9 war die Plattchenzahl < L0 Im Universitatsklinikum
Rostock/Transfusionsmedizin (Dr. Kiefel) wurde durcserologische Diagnostik ein
hochtitriger Antikdrper gegen HPA-1a als Ursache Tieombozytopenie im MAIPA Assay
verifiziert (Kiefel et al., 2005). Die autologend®chen wurden HPA-1bb genotypisiert.

Im indirekten MAIPA Assay wurden freie Serumantiér gegen GPIIb/llla (Integrin
allbB3), welche spezifisch mit HPA-la positiven Platithesagierten, nachgewiesen
Paradoxerweise wurden im direkten MAIPA Assay aeh cutologen HPA-1la negativen
Plattchen der Patientin Antikorper gegen GPIIb/Hktektiert. Das Saureeluat der autologen
Plattchen reagierte ebenfalls stark positiv mit HRApositiven Plattchen (s. Abb. 4.24A).
Interessanterweise wurden im Eluat der PTP Patienéich Adsorption des Serums an
allogene HPA-1a und HPA-1b positive Spenderplatichstikbrper detektiert, welche nicht
nur mit HPA-1a positiven, sondern auch schwachHRA-1a negativen Plattchen reagierten
(s. Abb.4.24B). Plattchenspezifische Antikorper egedsPIb/IX/V oder GPla/lla konnten

ausgeschlossen werden (s. Abb. 4.24A).

HPA-1a von Test PI. (Eluat)

HPA-1a von a/e PI.

]
b a + 1b
£ GPlib/illa E o+ 1c
@ * + + 1
»  GPIbiIX
GPV
GPla/lla o~ 2a
g + 2b
& GPlib/lila Z t° 2
—  GPIb/IX ++o2d
£ epv
< GPlallla
- Al 3a
[ g £ + 3b
& GPlb/lla < z +-
) 2 i + + M
] [ I
3
w T T 1 I [ T T 1 l [
0 0510 15 20 25 3.0 0 0510 15 20 25 30
oD oD

Abb. 4.24 MAIPA Ergebnisse einer Patientin mit posttrangfosller Purpura aus Rostock.
Abb. aus (Kiefel et al., 2005).

(A) Autol. PL., a. Pl.: autologe Plattchen der Patin

(B) HPA-1a von al/e Pl.: HPA-1a Typisierung von Rlaén zur Absorption und Elution
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Es wurde in Rostock vermutet, dass wahrend der Imsirung der Patientin ein
kreuzreaktiver Antikérper gegen GPIIb/llla gebildairde, welcher nicht nur zur Elimination
der transfundierten HPA-la positiven Plattchen, dsom auch der autologen HPA-la
negativen Plattchen fuhrt (Kiefel et al., 2005).

Die Existenz von Antikorpern, welche mit den aug@o Plattchen kreuzreagieren, wird
bereits seit langer Zeit dem Pathomechanismus @erzZeigrunde gelegt (Mueller-Eckhardt,
1986).

Zur weiteren Aufklarung des Pathomechanismus déxid? wurde die IgG Fraktion aus dem
Serum der PTP Patientin (#1) isoliert und die kitdon des Antikérpers an HPA-1a und
HPA-1b in der Oberflachenplasmonresonanz Technelognter Echtzeitbedingungen
analysiert.

Entgegen der Vermutung (s. oben) konnte ich inEldrtzeitanalyse keine pseudoreaktiven
Autoantikdrper gegexllb3 nachweisen. Nach erfolgter Injektion wurde eidenglle und
starke Interaktion der Antikorper an HPA-la beoleichverdeutlicht durch einen steilen
Anstieg und ein hohes Resonanzsignal (490.8 RUh me&wer Assoziationszeit von 150 s.
Hingegen wurde keine Reaktion mit HPA-1b detekti€ie Antigen-Antikérperkomplexe
blieben auch unter Dissoziationsbedingungen nadh 45vollstandig bestehen (100 %
gebundenes IgG) (s. Abb. 4.25A). Diese Beobachtumgiektieren die hohe Antikorpertiter
und die Antikdrperaffinitat, welche fur die PTP pdeert wurden. Eine HPA-1a spezifische
Interaktion wurde auch bei der Analyse von zweitarein Antiseren von PTP Patienten (#2
und 3) aus einer thrombozytopenischen Phase datiefdiTab. 4.9

Tab. 4.9 Reaktionen von PTP HPA-1a Alloantikérpern im MAIFPAIFT und SPR.

PTP Patient PAIFT MAIPA OD [490nm] SPR§
Resonanzsignal [RU] % IgG nach
nach 150 s Ass. 150 s Diss.

1 4+ 3.0 490.3 100
2 4+ 3.05 132.4 84
3 3+ 2.89 110.8 100

Die 1gG Fraktionen von Patienten mit posttransfoslle Purpura (PTP) aus einer
thrombozytopenischen Phase, deren HPA-la Alloami#o nachweislich stark positiv in
konventionellen Testverfahren (PAIFT, MAIPA Assagpgieren, wurden in der Surface Plasmon
Resonance (SPR) Technologie untersucht. Die Irieralder Antikérper an immobilisiertes
allbB3 Protein (HPA-1a) wurde Uber einen Zeitraum vof 868c (Assoziation und Dissoziation)
gemessen. Die Signalstarke am Ende der Assoziptiase [RU] reflektiert die relative
Antikdrpermenge, die Menge an % gebundene IgG ©86ts Dissoziation die Antikdrperaffinitat.
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Dariber hinaus reagierte die IgG Fraktion eines ieR@n mit einer
Autoimmunthrombozytopenie (AITP), dessen Serumefréiutoantikbrper gegemlib33
enthielt, sowohl mitillb3 der HPA-1a, als auch der HPA-1b Isoform. Das eetlich, dass
das immobilisiertellb3 Protein vermutlicllib3 Autoepitope exprimiert (s. Abb. 4.25B).
Die Beobachtungen der Echtzeitanalyse geben Artassdier Annahme, dass bei der
untersuchten Patientin keine pseudospezifischeroahtikorper gegerullb(33 vorliegen.
Eine Saureelution von allogenen Plattchen konnte glistéerweise nicht nur
plattchenspezifische Antikoérper, sondern auch anddaéattchenassoziierte Proteine oder

Immunkomplexe eluieren und ein falsch positivest@ggbnis verursachen.

A Assoziation Dissoziation
RU < 150s | . 150s

HPA-1a

Time

-100 -‘50 lo 55 160 1%0 260 2%0 350 ls

Time
Abb. 4.25 Surface Plasmon Resonance (SPR) Analyse vonH##i-la Alloantikdrpern aus Patienten mit
posttransfusioneller Purpura (PTP) wxtb33-spezifischen Autoantikdrpern.
Die Bindungskinetik (Assoziation und Dissoziatiomyjurde im Sensorgramm aufgezeichnet: relativer
Responseunterschied (Resonanz Units, RU) vs. ZgitD@as aufgereinigte 1gG (25 - 50 pg) wurde skekiel
einer Flussgeschwindigkeit von 10 pl/min injizie¥ach einer Assoziationsphase von 150 s wurde Rpliter
Uber die Flusszellen gefuhrt und die Dissoziation 50 s verfolgt. Die bestehen gebliebenen Antigen
Antikérper-Komplexe wurde ermittelt als prozentuadateil der relativen Response zu Beginn und zumdeE
der Dissoziationszeit.
(A) HPA-1a spezifische Interaktion der IgG Fraktiiner PTP Patientin aus einer thrombozytopenisétierse.
(B) allbp3-spezifische Interaktion der IgG Fraktion einetiétdin mit Autoimmunthrombozytopenie (AITP).
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Die hier dargestellten Befunde sind mit der Hypsthgereinbar, dass eine Adsorption von
Fragmenten transfundierter HPA-1a positiver Pl@mtcbder zirkulierender Immunkomplexe
an autologe Plattchen der Patientin eine Elimimatier HPA-1a negativen Patientenplattchen
bewirkt (Kickler et al., 1986; Shulman et al., 1961
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4.4  Heterogenitat von HPA-3 Alloantikdrpern und dem Auswirkungen auf die

Diagnostik von Alloimmunthrombozytopenien

Eine Immunisierung gegen das PlattchenalloantigPA-da auf demllb Untereinheit des
allbB3 Integrins ist fir ca. 2 % aller FNAIT Falle vetaortlich (Glade-Bender et al., 2001;
Kroll et al., 2005b). HPA-3a Alloantikdrper veruckeen erhebliche Schwierigkeiten in der
serologischen Diagnostik (Harrison et al., 2003).viird vermutet, dass die Relevanz der
HPA-3 Alloantikérper, welche meist mit einer sehthweren fetalen und neonatalen
Thrombozytopenie assoziiert sind, weit unterschétizdl. Daher wurde in diesem Projekt
retrospektiv die Reaktivitat von 12 HPA-3a und 2A4Bb Alloantikorpern von Patienten mit
FNAIT (n = 12) und PTP (n =2) (s. Tab. 4.10) dursbrologische (MAIPA Assay,
Durchflusszytometrie) und immunchemische (Immunipiggtion, Immunoblot) Methoden
untersucht. Der Einfluss von Reduktion, Plattchemahg, Lagerungsbedingungen und

Sialinsduren wurde analysiert.

Tab. 4.1Q Klinische Daten der FNAIT und PTP Falle durchi#ifA-3a und -3b Antikorper.

Patient | Thrombozytenzahl Positive Blutungs- Behandlung
Nr. *109/L Familienanamnese| Komplikation
FNAIT Falle
1 40 ja HB PLT Tx (M), IVIG pranatal
2 7 Erstimmunisierung keine PLT Tx (R), IVIG, Stigi®
3 9 nein HB PLT Tx (R, M)
4 7 Erstimmunisierung HB PLT Tx (R), IVIG, Steroide
5 3 nein nein unbekannt
6 10 ja nein Nabelschnurvenenthrombose, fatal
7 14 unbekannt unbekannt unbekannt
8 unbekannt ja nein keine
9 13 nein HB IVIG, Steroide
10 1 ja nein PLT Tx (M) préanatal
11 9 Erstimmunisierung HB PLT Tx (R), IVIG
12 6 Erstimmunisierung HB, IB IVIG
PTP Falle
13 30 keine, MDS keine
14 5 HB PLT Tx, IVIG, Steroide

Blutungskomplikationen: Hautblutung (HB), intrakialle Blutung (IB). Therapie: Transfusion von
Plattchenkonzentraten (PLT Tx), random (R) oder emmatl (M); intravenése Gabe von
Immunglobulinen (IVIG), und Steroide. MDS: myelog@iastisches Syndrom.
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4.4.1 Die Reaktivitat von HPA-3 Alloantikorpern istbhangig von der HPA-3 Gendosis

und der komplexspezifischeallb 83 Prasentation

Um eine in folgenden Abschnitten beschriebene armgierung von HPA-3
Alloantikdrpern unter homogenen Bedingungen vorbomen, wurde zunéchst in
Experimenten der Einfluss von HPA-3 Phanotypen onwhoklonalen Antikdrpern (mAK)
auf die Antigenprasentation evaluiert.

Die Reaktivitat von HPA-3 Alloantikorpern wurde nfiischen Blutplattchen (Tag O nach
Plattchenisolierung) von 7 gesunden Thrombozytemdgm im MAIPA Assay analysiert.
Die Selektion der Spender erfolgte blutgruppenablgg(BGO), um eine Kreuzreaktivitat mit
ABH Antigenen auf der Plattchenoberflache auszus@kh (Mollicone et al., 1988; Santoso
et al., 1991). Das Kollektiv umfasst 2 HPA-3aa, RA43ab und 2 HPA-3bb Individuen.

Die HPA-3 Alloantikdrperbindung zeigte einen detltikn, Gendosis-abhangigen Effekt, d.h.
die anti-HPA-3 Seren reagierten wesentlich stankikhomozygoten (HPA-3a oder HPA-3b)
im Vergleich zu heterozygoten Plattchen (s. Abl26A). Es ist anzumerken, dass fur 5
schwach reaktive anti-HPA-3 Seren (#5, 6, 7, 11 1@)deine Extinktion (O.D.) unterhalb der
Testnachweisgrenze mit HPA-3ab Phanotypen gemeasele.

Glykoproteinspezifische mAK kdnnen die Bindung dékimanantikbrpers an sein
korrespondierendes Antigen kompetitiv inhibierenenw die Epitope angrenzend sind
(Morel-Kopp et al., 1996).

Daher wurde die HPA-3 Alloantikdrperreaktivitat mitAK gegen verschiedene Epitope auf
allbB3 mit HPA-3 homozygoten Plattchen im MAIPA Assayalysiert. Unter Verwendung
des allb3-komplexspezifischen mAK Gi5 waren alle anti-HPAd8tektierbar, mit dem
mAK P2 @llbB3-Komplex) bis auf eine Ausnahme auch. Hingegemieamdie mAK Sz21
(B3-Untereinheit) und SZ22a(lb-Untereinheit) HPA-3 Alloantikdrper nicht zuvédsig
nachweisen (s. Abb. 4.26B).

116



Kapitel 4 Ergebnisse

3,54

3,0 4

2,54

2,0 4

B HPA-3 aa/b/b
0O HPA-3ab

1,5

MAIPA O.D. [492 nm]

1,0 1

0,5 4

0,0 - L
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
(3b)  (3b)

Anti-HPA-3 Seren

100
9
80
70
60
50
40
30

20

Anteil der detektierbaren Seren [%]

10

0
Gi5 P2  Sz21 Sz22

Abb. 4.26 Reaktivitat von HPA-3 Alloantikdrpern in Abhangigit vom Phanotyp der Plattchen und
der Spezifitat mAK gegeallb33 im MAIPA Assay.

Die Serumnummern beziehen sich auf Tab. 4.10.

(A) Homozygote (HPA-3aa und HPA-3bb) und heterotgg@iPA-3ab) Plattchen wurden mit den
Antiseren und denullbf33-spezifischen mAK Gi5 inkubiert und nach dem Waschysiert. Die
gebundenen Humanantikérper wurden Uber einen Rizsaikonjugierten Sekundarantikorper in einer
chromogenen Enzym-Substrat Reaktion nachgewiesee. fiositive Reaktion wird definiert als die
Differenz der Extinktion (O.D.) gegeniiber nicht-gateten Vertiefungen der Mikrotiterplatte > 0.2.

(B) Prozentualer Anteil der nachgewiesenen HPA-3oagktikorper unter Verwendung von
homozygoten Plattchen und verschiedenen mAK gedii33: Gi5 @llbB3-Komplex), P2 ¢llbp3-
Komplex), SZ21 B3-Untereinheit) und SZ2Zallb Untereinheit).

Diese Daten deuten darauf hin, dass sich HPA-3 ofeit optimal mit allb33-

komplexspezifischen mAK darstellen lassen.
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4.4.2 Sequenzanalyse bestatigt den HPA-3 Dimorphism

Um einen Einfluss hypothetischatlb Polymorphismen auf die Konformation von HPA-3
Epitopen auszuschlie3en, wurde eine 1457 Basengaalie Region (1604 - 3061) deib
cDNA aller HPA-3aa und HPA-3bb Individuen, welchendHPA-3 Dimorphismus (T2621G)
beinhaltet, sequenziert.

Kohlenhydratstrukturen sind mdglicherweise an dgréssion von HPA-3 Epitopen beteiligt
(Calvete and Muniz-Diaz, 1993; Djaffar et al., 19&ldberger et al., 1991). Daher wurden
alle potentiellen N- und O-Glykosylierungsstelleruf adem allb Integrin in die
Sequenzanalyse mit eingeschlossen.

Die aus Plattchen isolierte RNA wurde in cDNA undegeben, eine 1457 Basenpaare grol3e
Region vonallb in einer geschachtelten PCR amplifiziert (s.bAd.27A), die spezifischen
Fragmente (I: 1604 - 2149; II: 1895 - 2424; 1. 724 - 3061) in einer praparativen
Gelelektrophorese konzentriert und nach Aufreinggomt spezifischen Primern sequenziert.
Es wurde mit Ausnahme des HPA-3 assoziierten 1I1884PIimorphismus keine zusatzliche
Mutation entdeckt (s. Abb. 4.27B). Alle in diesdude eingeschlossenen Plattchenspender
sind hinsichtlich ihrer HPA-3a oder HPA-3b Allelfaridentisch.

A . .
s o HoHodrr—]
t S-S

P11604 -2424

P1, 1604 - 2149

P2 1895- 3061

P2,1895- 2424

P3 2474- 3201

P3, 2474- 3061

AAT AAT ATC  AGC  TCC AAC
(Asn570) (Asn680) (1e843) (SerB45) (Ser847) (Asn931)

Ny N g o, o, Ny

GYGCICRECCTC IGTET CCCTACCE CAGRERG R ;
il % s wsmmunorcwmauwu!n FACH'Gqs5a§:ru‘cech;_iccqmccc§§§;ccce.mm ucn'rua-:--ragnn u'ru-c%%:cc
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Abb. 4.27 Sequenzierung einer 1457 pb grof3en Region aufutbrcDNA von typisierten
HPA-3 Spendern detektiert keine zusatzlichen Moitesn.

(A) Sequenzierungsstrategie. Didlb cDNA wurde in einer geschachtelten PCR ampéfiz
(Primersequenzen, s. Tab. 2.1) und die PCR-Prodaekte der zweiten PCR sequenziert.
Fragment | (1604 — 2149): potentielle; Mlykosylierung, Fragment Il (1895 — 2424):
potentielle N'-Glykosylierung, Fragment IIl (2474 — 3061): HPABlymorphismus, potentielle
O, und Q -Glykosylierung und N-Glykosylierung

(B) Sequenzierung am Beispiel eines HPA-3aa Spenéarwurden keine neuen Mutationen in
der allb cDNA (1604-3061) Sequenz gefunden.
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4.4.3 HPA-3 Alloantikdrper unterscheiden sich iniiem Bindungsverhalten mit gelagerten
Plattchen

Zur Analyse der HPA-3 Antigenstabilitdt wurden Té&tichen von HPA-3aa und HPA-3bb
Individuen isoliert und bei 4 °C gelagert. Die HBAAlloantikdrperreaktivitat wurde Uber

einen Zeitraum von 14 Tagen sequentiell im MAIPA#&g untersucht.

Alle Antiseren waren mit frisch isolierten Plattch@ag 0) reaktiv, d.h. die im MAIPA Assay
erforderliche Plattchenlyse beeintrachtigt niche donformation der HPA-3 Antigene.
Interessanterweise wurde unter den gewahlten Lagsbedingungen eine kontinuierliche
Abnahme der HPA-3 Alloantikérperreaktivitat beob@eth Am Tag 14 waren drei
verschiedene Reaktionstypen von anti-HPA-3 Antikdinpzu differenzieren: A. vollstandiger
Reaktionsverlust (n = 6), B. starke Verminderung Reaktivitdt (Abnahme 50 %, n = 3)
und C. geringer Reaktionsverlust (Abnaha#0 %, n = 5) (s. Abb. 4.28).

Im Vergleich war die Reaktivitat eines anti-HPA-Bdoantikdrpers Uber den gesamten
Zeitraum stabil (s. Abb. 4.28A).

Das Reaktionsvermdgen mit gelagerten Plattchen Ay, C) war nicht mit dem Serumtiter
assoziiert (p = 0.227, Kruskal-Wallis One Way Arsadyof Variance on Ranks) (s. Abb.4.28
Legende).

Diese Ergebnisse demonstrieren, dass HPA-3 Allk@mter hinsichtlich ihrer Reaktivitat mit
gelagerten Plattchen heterogen sind. Einige HPA-BoaAtikorper reagieren mit
Jlagerungsempfindlichen* Epitopen, wahrend ander& pagerungsstabilen® Epitopen

reagieren.

Die weiteren serologischen und immunchemischenrdatbungen wurden durchgefihrt, um
die strukturelle Heterogenitat von HPA-3 Epitopenfzaklaren und einen mdglichen
Zusammenhang zu den hier beschriebenen Reakti@emst{foyp A, B, C) zu finden. Zur

Ubersicht sind in der Tabelle 4.11 alle in folgemd€apiteln dargestellten Ergebnisse

zusammengefasst.
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Abb.4.28 Analyse der HPA-3 Alloantikérperreaktivitat wahceeiner Lagerungsperiode von 14 Tagen (d)
im MAIPA enthillt bestimmte HPA-3 Alloantikdrper tréiner Spezifitat gegen ,lagerungsinstabile* HPA-3
Epitope. Die Serumnummern beziehen sich auf TAlf.4

Die Reaktionsstarke von HPA-3 Alloantikérpern wurdentinuierlich (alle 2 Tage) mit Gi5 als
Fangantikbrper im MAIPA Assay gemessen. 3 Reaktygen von HPA-3 Alloantikdrpern wurden
beobachtet: Typ A (vollstandiger Reaktionsverlustin14 d), Typ B (stark verminderte Reaktiviti§0%)
und Typ C (geringer Verlust der Reaktivitédt40%). Eine O.D. > 0.2 wurde als positive Reakbenrteilt.
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Einige Studien haben gezeigt, dass der Nachweis M&A-3 Alloantikérpern in
Bindungstests mit intakten Plattchen gegentbergigkoproteinspezifischen Immunoassays,
welche eine Plattchenlyse erfordern, sensitivefHstrison et al., 2003).

Maternale HLA Antikorper gegen HLA Klasse-l Antiggnwelche haufig wahrend der
Schwangerschaft gebildet werden, erschweren jedowh Differenzierung von spezifischen
plattchenreaktiven Alloantikdrpern in solchen Bindatests.

Die Reaktivitdt von 9 anti-HPA-3 Seren ohne HLA-Kkodtperreaktivitat wurde
durchflusszytometrisch unter Verwendung von frischdPA-3 homozygoten Plattchen
untersucht (s. Abb. 4.29). Alle anti-HPA-3a Allogdtrper (Typ A und Typ B), welche gegen
slagerungsinstabile” Epitope gerichtet sind, komiteit intakten Plattchen detektiert werden.
Das anti-HPA-3a Serum (#6) der Reaktivitat Typ @ite spezifisch nachgewiesen werden,
jedoch obgleich seiner starken Reaktivitat im MAIRAsay durchflusszytometrisch nur mit
geringer Fluoreszenzintensitat. Das anti-HPA-3b u®er (#12), welches ein

slagerungsinstabiles” Epitop erkennt (Typ A) zeigteenso eine schwache Reaktivitat.

anti-HPA-3a
#11 (3bb)

anti-HPA-3a #11
(3aa)

Events

NHS
(3aa)

100 10 102 103 104
Fluoreszenzintensitat

12,0
Typ A Typ B TypC
10,0 | mq

8,0
6,0

4,0 1

L 0 110y

Ko 2 7 9 11 12 3 4 10 6
(3b)

Humane Antiseren

Abb. 4.29 Anti-HPA-3 lassen sich mit frischen intakten Rten durchflusszytometrisch detektieren.
HPA-3 Antiseren wurden mit frischen HPA-3 homozygoi{HPA-3aa und HPA-3bb) Plattchen inkubiert
und die gebundenen Humanantikérper Uber einen Kdragierten Sekundarantikérper gemessen.

(A) HPA-3 Alloantikérper reagierten spezifisch rifitem korrespondierenden Antigen.

(B) Die Fluoreszenzintensitat ist als Geomean aglgeyg. Die Reaktivitat der HPA-3 Alloantikdrper ward
auf die der negativen Kontrolle (AB-Serum) nornialis Typ A, B und C beziehen sich auf Abb. 4.28.

Fluoreszenzintensitat Antiseren/AB-Serum

Dies bedeutet, dass einige HPA-3 Epitope lagerastshil sind und zur Epitoppasentation
frische HPA-3a bzw. - 3b homozygote Plattchen eddich sind.
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Tab. 4.1t Serologische Beobachtungen mit anti-HPA-3a undtiRA-3b Alloantikdrpern.

Serumnr. | Durchflusszytometrie 1) MAIPA Assay 2) Immunchemishe
Analysen
Frische PLT HLA Frische PLT Gelagerte PLT N2 CHO Zellen 3) B IP
(d=0) abs | Titer (d=0) (d=14) PLT
1 n. u. + 1:32 ++++ ++++ ++++ ++ + allb
2 7.44 - 1:32 +++ - ++++ - + allb
3 6.9 - 1:16 ++++ + + ++ - allbp3
4 3.64 - 1:4 +++ + ++ + - allbp3
5 n.u. + 1:4 ++ - - ++ - allbB3
6 2.53 - 1:8 ++++ ++++ +++ n.u - allb33
7 4.25 - 1:16 ++ - + - - allbp3
8 n. u. + 1:32 ++++ ++++ ++++ ++++ - allbB3
9 4.53 - 1:8 +++ - ++ - - -
10 3.98 - 1:4 +++ ++ ++ +++ - allbp3
11 3.25 - 1.2 + - - - - -
12 (3b) 2.78 - 1:16 +++ - ++++ +++ - -
13 n. u. + 1:8 ++++ ++++ ++++ n.u n. u. n
14 (3b) n. u. + 1:64 ++++ ++++ ++++ n.u n. u. un.

1) Fluoreszensintensitét in der Durchflusszytoree®ier Geomean der anti-HPA-3 Seren wurde auf dakivitdt des Normalserums (AB)
2) Klassifikation der Reaktionsstarken (O.D.) im NPA Assay: < 0.2 (-), 0.2 -0.4 (+),0.4 - 0.8 ;88 — 1.2 (+++) und > 1.2 (++++).

3) CHO: Chinese hamster ovary, HPA-3a oder HPA-3bianten wurden fiir die entsprechenden Seren edtmie$B: Immunoblot,

IP: Immunprazipitation. n.u. = nicht untersucht

normalisiert.
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4.4.4 Rekombinante Proteine aus CHO Zellen exprineie keine HPA-3 Epitope

Eine tagliche Akquirierung von Thrombozytenspendeun Isolierung von frischen HPA-3
homozygoten Plattchen, welche zur Diagnostik voti-ldRA-3 FNAIT Verdachtsfallen
erforderlich waren, ist nur in Ausnahmefallen mokli

In den folgenden Experimenten wurde analysiertsiob stabile CHO-Zelllinien, welche die
allelspezifischerallb Isoformen 11e843 (HPA-3a) und Ser843 (HPA-3kXpemieren, zum
Nachweis von anti-HPA-3 Alloantikorpern im MAIPA Aay eignen.

Es wurden nur maternale Antiseren analysiert, dae eHeterogenitat der HPA-3
Alloantikorperreaktivitat mit gelagerten Plattchaur in FNAIT Fallen beobachtet wurde.
Sechs der untersuchten anti-HPA-3a Seren reagigpezifisch mit rekombinantem HPA-3a,
und nicht mit HPA-3b. Vier der HPA-3a Antiseren amnkten auf CHO-Transfektanten
exprimiertes HPA-3a nicht. Interessanterweise zemte diese HPA-3a Antiseren eine Typ
A Reaktion, d.h. sie reagieren mit lagerungsempithdn Epitopen. Das anti-HPA-3b Serum

konnte spezifisch mit rekombinantem HPA-3b nachgeem werden (s. Abb. 4.30).

2,5 Typ A Typ B Typ C
2,0 q
1,5 4

1,0 1

MAIPA O.D. [492nm]

0,5

0,0 -
2 5 791112 3 4 10 1 8
(3b)

anti-HPA-3 Seren

Abb. 4.30: Rekombinante Proteine aus CHO-Zellémllb-11e843, -Ser843) exprimieren nur
bestimmte HPA-3 Epitope.

CHO K1-Zellen, welche mit allelspezifischef3 (Leu33) undallb (1le843 und Ser843)
Konstrukten kotransfiziert wurden, wurden mit adfA-3 Seren undlib3-komplexspezifischen
mAK Gi5 inkubiert und gewaschen. Nach der Lyse wardie gebundenen Humanantikdrper mit
einem Peroxidase-konjugierten Sekundarantikérper einer chromogenen Enzym-Substrat-
Reaktion nachgewiesen. (Typ A, B und C beziehemaid Abb. 4.28)

Dies bedeutet, dass HPA-3 Epitope nicht durch rddoamte Proteine aus CHO Zellen
dargestellt werden kénnen.
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4.4.5 Sialinsauren beeinflussen die Konformationn/6lPA-3 Epitopen

Da einige HPA-3a Antiseren nicht mitllb3 auf CHO-Transfektanten reagierten, wurde
weitergehend untersucht, ob die Glykosylierung Bildung des HPA-3a Epitops beitragt.
Aus der Literatur ergeben sich Hinweise auf einerfliss von Sialinsauren (Santoso et al.,
1993b; Take et al., 1990).

Um nachzuweisen, ob die Bindung von HPA-3a Alldaitpern Sialinsaure-abhéngig ist,
wurden HPA-3a Antiseren an Neuraminidase-behand@e) und unbehandelte (N-)
Plattchen absorbiert. Die Adsorbate wurden im MAIR#say mit frischen (Tag 0) HPA-3a
homozygoten Plattchen und unter Verwendungodts33-spezifischen mAK Gi5 absorbiert.
Es ergeben sich folgende Ansatze: verdinntes Seobme Vorabsorption (ORy),
verdiinntes Serum nach Vorabsorption {Dund AB-Serum (OBany).

Der prozentuale Anteil der Absorption wurde im \athis zum unabsorbierten Serum wie

folgt ermittelt:

Absorption(96) = (1—-22eSt=ODblank s s
OD max—ODblank

In 7 Fallen wurden anti-HPA-3a Alloantikorper sowaturch Neuraminidase-behandelte
(N+) und durch unbehandelte (N-) Plattchen absdrbibh. diese AntikOrper erkennen
Sialinsdure-unempfindliche Epitope. Im Gegensatzudaurde fir 4 HPA-3a Alloantikorper
keine (#11) oder eine verminderte Absorption (#2)3urch Neuraminidase-behandelte (1.5
- 26.7 %) im Vergleich zu unbehandelten Plattct8hZ - 56.5 %) beobachtet (s. Abb. 4.31).

Die HPA-3a Alloantikbrperreaktivitat nach Neurandaseverdau war mit dem
Reaktionsverhalten (Typ A, B, C) nach Plattchermage assoziiert. HPA-3a Alloantikérper,
welche gegen ,lagerungsstabile Epitope (Typ C)ialeet sind, erkennen Neuraminidase-
unempfindliche  Epitope, wéhrend die Mehrheit der tilkirper gegen

slagerungsempfindliche* HPA-3a Epitope (Typ A und &8uch Neuraminidase-empfindlich

sind.
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Abb. 4.31 Bestimmte HPA-3a Alloantikdrper erkennen Neuradase-empfindliche HPA-3 Epitope, die
instabil wahrend einer Plattchenlagerung bei 4t@.si

Die HPA-3a Alloantikérperreaktivitdt wurde nach ‘dbsorption mit HPA-3a positiven, Neuraminidase-
behandelten (N+) und unbehandelten (N-) PlattcheMiAIPA Assay mit frischen HPA-3a homozygoten
Plattchen analysiert.

Die Ergebnisse sind als % Adsorption angegebentaveinidase-empfindliche Seren sind durch einen Pfei
gekennzeichnet (reduzierte Adsorption an N+ geljen.Typ A, B und C beziehen sich auf Abb. 4.28.

Diese Beobachtungen wurden mit Immunoblot-reaktikA-3a Alloantikdrpern (s. 4.4.6)
bestatigt. HPA-3a homozygote Plattchen wurden uetbdr nach der Isolierung mit
Neuraminidase verdaut oder fur 14 Tage bei 4 °@gget. Die Plattchen wurden lysiert und
die Reaktivitat mitallb- (SZ22) undp3-spezifischen (SZ21) mAK oder HPA-3a Antiseren
(#1 und 2) analysiert. Der Sialinsédureverlust nAlduraminidasebehandlung war deutlich
durch eine Verschiebung dedlb-Molekulargewichts von 145 auf 138 KDa erkennblan
Kontrollexperiment wurde keine Veranderung @8sMolekulargewichts beobachtet (s. Abb.
4.32A). Das anti-HPA-3a Serum #1 (Typ C) zeigteeeimveranderte Reaktivitat nadlb
sowohl nach Neuraminidaseverdau, als auch nackckégiiagerung. Im Vergleich reagierte
das anti-HPA-3a Serum #2 (Typ A) nicht mit desiaitem allb und stark vermindert mit
gelagerten Plattchen (s. Abb. 4.32B). Die Verandgen in derallb-Glykosylierung nach
Neuraminidase-Verdau und Plattchenlagerung (14 Tageden in Versuchen mit dem
Lektin-bindenden Protein (WGA) Uberprift (s. Abk32C).

Dies bedeutet, dass Sialinsduren zur Expression WB#-3 Epitopen beitragen. Die
Empfindlichkeit von HPA-3 Epitopen gegenuber Sigdiaren steht im Zusammenhang zur
beobachteten Lagerungsinstabilitat.
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Abb. 4.32 Immunchemische Analyse zeigt eine Empfindlichkeiobn bestimmten HPA-3
Alloantikdrpern gegenuber desialyliertartib.

Nach Lyse wurden die Plattchenproteine in einer %5 SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert und die Reatdiviron antiellb und 83 spezifischen Antikdrper
durch Chemilumineszenz visulalisiert.

(A) Die Reaktivitat derllb (SZ22)- undp3 (Sz21)-spezifischen mAK wurde mit unbehandelten (
und Neuraminidase-verdauten (2) Plattchenproteamatysiert.

(B) Die Reaktivitat von anti-HPA-3a Serum 1 (Typ Gyd 2 (Typ A) mit unbehandelten (1, 4),
Neuraminidase-verdauten (2, 5) und gelagerten)(BJd@tchen. Typ A, C beziehen sich auf Abb. 4.28.
(C) Die Plattchenproteine wurden mit einem Lektindenden Protein aus Weizenkeimen (WGA)
inkubiert.

allb-Neu (desialyliertesillb)

126



Kapitel 4 Ergebnisse

4.4.6 HPA-3a Alloantikorper erkennemilb £3-komplexspezifische Epitope

Um den Einfluss deallb33 Integrinstruktur auf die Konformation von HPA-®iHpen zu
analysieren, wurden die anti-HPA-3 Seren im Immdoiobnd in der Immunprazipitation
charakterisiert. Unter den denaturierenden Bediggnnm Immunoblot reagierten nur die
anti-HPA-3a Seren #1 und #2 mit delib-Untereinheit, alle anderen anti-HPA-3a (z.B) #4
und -3b hingegen nicht (s. Abb. 4.33A). Dies deuwdrauf hin, dass beide
Integrinuntereinheiten an der HPA-3 Epitopkonforimateteiligt sind.

Um diese Beobachtungen zu bestéatigen, wurde einaufrprazipitation in Abwesenheit von
EDTA durchgefihrt. In der Abb. 4.33 (links) ist sehen, dass der mAK Gi5 (antibb33
Komplex) dieallb- und 3-Untereinheit gleich stark prazipitierte, hingegba mAK SzZ21
(anti33) und Sz22 (antxllb) bevorzugt die B3- bzw. allb—Untereinheit. Eine
Immunprézipitation frisch isolierter HPA-3aa Plégalysate enthillte zwei unterschiedliche
Reaktionstypen von HPA-3a Alloantikérpern. Die ddRA-3a Seren #1 und #2
prézipitierten vorzugsweise deellb-Untereinheit, wahrend die anderen anti-HPA-3aeh
(z.B. #4) dasallbp3 Heterodimer erkannten (s. Abb. 4.33B, s. Tabl}¥.UJm einen
konzentrationsabhéngigen Effekt der Antikérper asshlieRen, wurden verschiedene
Serumverdinnungen (unverdinnt, 1:2 und 1:5) ausiggtds wurden keine Unterschiede im
Reaktionsmuster beobachtet. Die Tatsache, dassveasinnte Serum #1 (1:5) nur die
allb-Untereinheit prazipitierte, bestatigt die Sgeat dieses Antikdrpers gegen freiadb,

eher als gegen derlb33-Komplex.

Dies bedeutet, dass die Dissoziation w33 wahrscheinlich fir die Integritat von einigen

HPA-3 Epitopen bedeutsam ist.
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anti-HPA-3a
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Abb. 4.33 Immunchemische Analyse von monoklonalen Antikémpaind HPA-3a Alloantikdrpern
demonstriert Antikdrperspezifitat gegen digb-Untereinheit oder deallb3-Komplex.

(A) Immunoblot. HPA-3aa Plattchen wurden lysiertdun einer SDS-PAGE aufgetrennt. Nach dem Blotten
wurden die Proteine mit einem mAK gegehb (Gil6), einem humanen Normalserum (NHS), eirgamti-
HPA-3a #1 (Typ C) und anti-HPA-3a #4 (Typ B) Sarinkubiert.

(B) Immunprazipitation. Proteine von biotinyliertéfPA-3aa Plattchen wurden immunprazipitiert mit den
monoklonalen Antikdrpern Gi5 (antiHb33), SZ21 (antiB3), SZ22 (antallb) und 3 verschiedenen HPA-3a
Alloantikdrpern (#1, 2 und 4) in unterschiedlichgerdiinnungen (Banden 1: unverdinnt, Banden 2: 1:2
Verdinnung; Banden 3: 1:5 Verdinnung). Die Immunipitate wurden in einer SDS Page unter nicht-
reduzierenden Bedingungen aufgetrennt. Zwei Readtiypen wurden beobachtet: 1. bevorzugte Prazipitat
von allb (anti-HPA-3a #1 und 2) und 2. Prazipitation vaihibp3-Heterodimer (anti-HPA-3a #4). Die
Ergebnisse aller Seren sind in der Tabelle 4.1amusengefasst. Im Kontrollexperiment mit einem &ifiA-

la Alloantikorper ist die bevorzugte Préazipitataer 33-Untereinheit zu erkennen.

Typ A, B und C beziehen sich auf Abb. 4.*n.s. (non specific bindinc

4.4.7 Kryokonservierung in flissigem Stickstoff kardie Integritdt von HPA-3 Epitopen
bewahren

In nachfolgenden Versuchen wurde analysiert, oke ditattchenlagerung in flissigem
Stickstoff die Integritdt denllbp3 Integrinkonformation und von Sialinsdure-abhaagig
HPA-3 Epitopen schitzen kann. Um einen adaquatergl&eh der lagerungsbedingten
Effekte auf thrombozytare Glykoproteinkomplexe vatmen zu kénnen, wurden Plattchen
von HPA-3 homozygoten Spendern direkt nach deratswi in einem Medium aus
RPMI/Tris (3:1)/10%DMSO0/3.2 mM L-Glutamin/10% AB-&en Uber eine Zeitdauer von 14
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Tagen kryokonserviert. Nach Reaktivierung der PBhgh wurde die HPA-3

Alloantikérperreaktivitat im MAIPA Assay analysiert

Durch den Einsatz von kryokonservierten Plattchemniken 66 % der Typ A HPA-3
Alloantikérper, welche unter Lagerungsbedingungen4o°C mit Plattchen nicht reagierten,
nachgewiesen werden (s. Abb. 4.34). Fur Typ A Ainpler mit niedrigen

Antikorperkonzentrationen (s. auch Abb. 4.28) wurderch Kryokonservierung keine
verbesserte Reaktivitat erzielt. HPA-3 Alloantikérmler Reaktivitdt Typ B und C waren in
allen Fallen sicher detektierbar (s. Abb. 4.34).

Typ A Typ B Typ C

3,0 q
2,54

2,0

15 T
1,0 4
1
0.0 | Ij | Ij
2 5 7 911 12 3 410 1 6 8 13 14

(3b) (3b)
anti-HPA-3 Seren

MAIPA O.D. [492nm]

Abb. 4.34 HPA-3 Alloantikérper kénnen mit kryokonserviertBrattchen besser nachgewiesen werden.
Antiseren gegen HPA-3a und HPA-3b wurden mit krywervierten HPA-3a bzw. HPA-3b
homozygoten Plattchen (#12 und #14) inkubiert ure gebundenen Humanantikdrper im MAIPA
Assay analysiert. Typ A Antikérper mit niedrigentikdrperkonzentrationen (# 5 und 11) konnten nicht
detektiert werden. Typ A, B und C beziehen sich/tlf. 4.28.

Dies bedeutet, dass kryokonservierte Plattchenebbegreine verbesserte Diagnostik von
HPA-3 Alloantikdrpern erméglichen kbnnen. Eine Lage in flissigem Stickstoff ist fur die

Integritat derllb33 Konformation und von HPA-3 Epitopen vorteilhaft.

4.4.8 Der Einsatz von frischen Spenderzellen ermiéyl eine verbesserte Diagnostik in
FNAIT Verdachtsfallen mit fetomaternaler HPA-3 Inkapatibilitat

Weitergehend wurden retrospektiv die maternalenis&érgn in FNAIT Verdachtsfallen mit
bestehender fetomaternaler HPA-3 Inkompatibilitéir fdie Plattchenantigene HPA-3a
(Kollektiv A, n = 26) und HPA-3b (Kollektiv B, n =31), in welchen initial keine
plattchenreaktiven Antikdrper detektiert wurden, temsucht. Zur Beurteilung der
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Thrombozytopenie wurde die postpartal minimal \egénde Thrombozytenzahl
herangezogen. Die Auspragung der Blutungsneigung der Mehrheit der Falle unbekannt.
Im dem Kollektiv A waren 9 der Neugeborenen pogglardurch eine schwere
Thrombozytopenie mit minimalen ThrombozytenwertedG*10°/L (8 — 35*1F/L, Median
16.8*10/L) betroffen. 19 der Neugeborenen waren postparah einer milden
Thrombozytopenie mit Thrombozytenwerten > 40¥1L0(51 — 90*10/L, Median 86*18/L)
begleitet.

Im Kollektiv B waren 14 der Neugeborenen postpaitatch eine schwere Thrombozytopenie
mit minimalen Thrombozytenwerten < 40910 (1 - 37*10/L, Median 21.7*18/L)
betroffen. 17 der Neugeborenen waren postpartal einar milden Thrombozytopenie mit
Thrombozytenwerten > 40*2Q. (44 — 73*10/L, Median 61.3*18/L) begleitet.

Die maternalen Antiseren beider Kollektive wurdem MAIPA Assay mit frischen HPA-3a
und HPA-3b homozygoten Plattchen (d = 0) unter \&wwung von demallb33-
komplexspezifischen mAK Gi5 unter Standardbedingungnalysiert. Darliber hinaus wurde
durch Analyse mit derf2-Mikroglobulin-spezifischen Antikdrper B1G6 eind A-Klasse |
AntikOrperreaktivitat ausgeschlossen.

Mit frisch isolierten Plattchen konnten jetzt im lkedtiv A in einem (anti-HPA-3a # 1) der 26
Seren HPA-3a Alloantikorper nachgewiesen werden,Ichvee flr eine schwere
Thrombozytopenie des Neugeborenen (8l 0verantwortlich waren (s. Tab. 4.12). In allen
anderen maternalen Seren war der AntikGrpernachmegigerhin negativ.

Auch in dem Kollektiv B bestatigte sich ein FNAITektlachtsfall mit nachweisbaren HPA-3b
Alloantikorpern (anti-HPA-3b #17). Das Neugeboremar intrauterin von schweren,

intrakraniellen Blutungskomplikationen betroffen Tab. 4.12).

Tab. 4.12: Serologische Verifizierung von HPA-3 Alloantikbrpen 2 FNAIT Fallen
mit frischen Plattchen.

0.D. [492nm] mit Gi5

Plattchen [d =0] Anti-HPA-3a (#1) Anti-HPA-3b (#17)
HPA-3aa 0.466 (+/-0.05) 0.064 (+/-0.03)
HPA-3bb 0.122 (+/-0.02) 0.47 (+/-0.101)

Frisch isolierte Plattchen (HPA-3aa bzw. -3bb) veurdnit anti-HPA-3a bzw. —3b Seren und
dem mAK Gi5 (antiellbB3) inkubiert, gewaschen und lysiert. Nach der Lyseden die
gebundenen Humanantikdrper mit einem Peroxidasgsgmnten Sekundarantikérper in einer
chromogenen Enzym-Substrat-Reaktion nachgewiesetern Seren der FNAIT Patienten #1
(Kollektiv A) und #17 (Kollektiv B) wurden ein anHlPA-3a bzw. anti-HPA-3b
nachgewiesen.
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Die Spezifitat der Reaktion konnte in beiden Falieit entsprechenden Antigen-negativen
Plattchen gezeigt werden.

Dies bestatigt, dass kryokonservierte Plattcheereiachweis von anti-HPA-3 Antikorpern

ermoglichen.

4.4.9 SPR-Analyse der HPA-3 Alloantikorperbindung

Das hier entwickelte SPR-Verfahren kann anti-HPAAllaantikérper vermutlich mit einer
hoheren Sensitivitat als konventionelle TestvedahiMAIPA Assay, PAIFT) nachweisen (s.
Kapitel 4.3.4). Daher wurde die Eignung dieses dystems zur HPA-3
Alloantikdrperdetektion reprasentativ fur ein lagegsstabiles anti-HPA-3a Serum #1 (Typ
C) und ein lagerungsempfindliches anti-HPA-3a Se#n(Typ A) mit immobilisiertem
allbB3 Protein (HPA-laa, HPA-3aa) (s. Kapitel 4.3.1)egétt. Die Messung erfolgte unter
den im Kapitel 4.3.2 angegebenen Bedingungen. Batkgedoch fir keines der beiden anti-
HPA-3a Seren eine Interaktion beobachtet werden Ab. 4.35). Diese Befunde

verdeutlichen, dass gereinigielb33 Protein keine aktiven HPA-3 Epitope exprimiert.

RU Assoziation Dissoziation
150 s 150 s
30 4 < > < >
20 4
£ 10 -
[a) | .
a anti-HPA-3a #1
(7]
¢ | '
0 g i.l:
I.|-| =11, P 1,
I _“q_"ﬂ“"“ﬂ-...l it P PR, e ey
10 - anti-HPA-3a #2
-20

-50 0 50 100 150 200 250 300
Time

Abb. 4.35 HPA-3a Alloantikdrper lassen sich mit gereinigtemtbp3 (HPA-3aa) Protein in der Surface
Plasmon Resonance (SPR) Technologie nicht detektier

Die Bindungskinetik (Assoziation und Dissoziatiomurde im Sensorgramm aufgezeichnet: relativer
Responseunterschied (Resonanz Units, RU) vs. 2eibD@as aufgereinigte I1gG (25-50 ug) (s. Kapit&l. 3,
wurde seriell bei einer Flussgeschwindigkeit von (liimin injiziert. Nach einer Assoziationsphase von
150 s wurde Probenpuffer Uber die Flusszellen getiiid die Dissoziation fiir 150 s verfolgt.

Es konnte weder fur das anti-HPA-3a Serum #1 (@ymoch fir das anti-HPA-3a Serum #2 (Typ A) eine
Interaktion mit HP/3a detektiert werde
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5 Diskussion

Die Alloantikbrper gegen Humane PlattchenalloamegHPA) spielen eine bedeutende
Rolle bei der fetalen und neonatalen Alloimmunthbozytopenie (FNAIT) und der
posttransfusionellen Purpura (PTP).

Bei einer fetomaternalen Inkompatibilitdt zwisch&tutter und Kind sind insbesondere
HPA-1a und HPA-3a, welche auf dem thrombozytardmikogenrezeptoallb33 lokalisiert
sind, fur das Auftreten einer pra- oder postnatatamweren Thrombozytopenie des
Neugeborenen verantwortlich (Glade-Bender et @012 Mueller-Eckhardt et al., 1989).
Obwohl die Diagnostik der Alloantikdrper in vieldfallen mittels etablierter Techniken
maoglich ist, ist ein direkter Zusammenhang zwiscden Anwesenheit der Antikdrper und
der klinischen Ausprdgung dieser Erkrankung unklddas Entstehen schwerer
Blutungskomplikationen ist offensichtlich nicht mieiner hohen Konzentration des
Antikorpers assoziiert.

Neue Befunde deuten darauf hin, dass Alloantikorpegen HPA-la und HPA-3a sich
hinsichtlich ihrer Erkennungsstellen (Epitope) uawch ihrer funktionellen Eigenschaften
unterscheiden (Goldberger et al., 1991; Harrisoal.e2003; Kroll et al., 2005a; Take et al.,
1990; Valentin et al.,, 1995). Neben dieser Antild@hgterogenitat wurde kirzlich eine
variable Anzahl von Tandem Repats (VNTR) im Promottes diaplazentaren IgG
Transporters FCRn entdeckt (Sachs U.J, Socherraewdlich C.G., Kroll H., Bein G.,
Santoso S., 2006). Die interindividuelle Natur degternalen Antikdrpers und das Ausmal}
seines Transfers in die fetale Zirkulation kénntgnen entscheidenden Einfluss auf den
Verlauf der FNAIT haben.

In der vorliegenden Dissertation wurden daheredigspekte in der Pathogenese der FNAIT
studiert, mit dem Ziel pradiktive Parameter zu aigken, welche eine Vorhersage uber die
Blutungsneigung erlauben. Mit der Kenntnis dieserabfeter sollte die gegenwartige
Diagnostik optimiert werden. Eine sichere und fréihige Antikorperdiagnostik wird die

Entscheidung zu risikobehafteten pranatalen Mal3eahenleichtern und damit den Verlauf

des Krankheitshildes verbessern.
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5.1 Der Einfluss eines FcRn Polymorphismus als pigiver Parameter fir
FNAIT

Der neonatale Fc Rezeptor (FcRn) ist von groReeBeohg fir den Immunglobulintransport
uber die Plazentaschranke hinweg (Antohe et aD12&llinger et al., 2005; Firan et al.,
2001; Simister et al., 1996). Er spielt jedoch aueime wichtige Rolle bei der

Aufrechterhaltung der IgG Hamdostase (Ober et #1042 Ward et al., 2003). Vor kurzem
wurde gezeigt, dass die Effektivitat der intraveambsmmunglobulingabe zur Therapie der
Immunthrombozytopenie FcRn-abhangig ist (Hansen Balthasar, 2002). Es liegt daher
nahe zu spekulieren, dass eine genetische Vat#bith FCRn Gen die Bindungsaffinitat
dieses Rezeptors verandern kénnte.

Jungst wurde im Labor ein VNTR-Polymorphismus inr d&omotorregion des FcRn
Rezeptors identifiziert (Sachs USocher I, Braeunlich C.G., Kroll H., Bein G., Santoso S.,
2006). Dieser Polymorphismus besteht aus einemp3argen Grundmotiv, welches ein bis
zu funf mal wiederholt wird (VNTR1-5 Allel). Dateriner Genotypisierung von 427
Individuen haben gezeigt, dass diese funf Alleleder kaukasischen Bevdlkerung mit
Allelfrequenzen von 0.1, 7.5, 92.0, 0.2 und 0.2AITR1, VNTR2, VNTR3, VNTR4 und
VNTRS5) auftreten.

In der kodierenden Region (5 Exone) des FcRn Allelsde hingegen keine Missense-
Mutation detektiert, sondern nur eine heterozygtitte Mutation (C3646T) im Exon 2 bei 2
von 20 Individuen. Diese Beobachtung deutet darayfttass eine Fehlkodierung im FcRn

Gen vermutlicht au3erst selten vorkommt, zumindagtr Kaukasiern.

Das Ziel dieser Arbeit war es die These zu Ubegmibb die beiden haufigsten Allele
VNTR2 (7.5 %) und VNTR3 (92 %) eine unterschiediidéxpression des FcRn Rezeptors
bewirken und diese mit der Schwere der Thrombozana bzw. der Blutungsneigung bei
FNAIT Patienten assoziiert ist.

In Reportergen-Assays fand ich, dass das VNTR3 Aile/ergleich zum VNTR2 Allel dazu

fuhrte, dass das Reportergen zweifach effektivanskribiert wurde (s. Abb.4.2). Die
biologische Signifikanz des VNTR-Polymorphismus kit weiterhin dadurch gezeigt
werden, dass Monozyten von VNTR3/3 homozygotenvidden 1.66-fach signifikant mehr

FcRn als Monozyten von VNTR3/2 heterozygoten Irdligin exprimieren (s. Tab. 4.1).
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Darlber hinaus war die IgG Bindungskapazitadt vonndkyten VNTR2/3 heterozygoter
Individuen im Vergleich zu VNTR3/3 Homozygoten beinem sauren pH-Wert von 6.0
signifikant niedriger (s. Abb. 4.3) (Sachs UShcher I, Braeunlich C.G., Kroll H., Bein G.,
Santoso S., 2006). Meine Daten sind in Ubereinstimymit denen eindn vitro Studie, die
gezeigt hat, dass die Affinitdt des FCRn RezeptarsigG in neutralem Milieu (pH 7.0)
gegeniuber saurem Milieu (pH 6.0) um den Faktord2zeert ist (Raghavan et al., 1995).
Zusammenfassend bedeutet dies, dass die Unterscimeder Promotorregion des FcRn
Rezeptors zur Folge hatten, dass in dem Fall, ilcheen 3 statt 2 der Repeats vorhanden
waren, mehr und hoher affine Rezeptoren fur FcelTebn Immunglobulinen exprimiert
wurden.

Aus diesenn vitro Beobachtungen kann geschlossen werden, dass aendgewebe eine
solche unterschiedliche IgG Bindungskapazitat deRnFRezeptors den diaplazentaren 1gG
Transport beeinflussen konnte. Bei einer Alloimnsigmung koénnten unterschiedliche
Mengen an maternalen Antikérpern in die fetale diakion transportiert werden, die das
Risiko einer schweren fetalen Thrombozytopenie leentkonnten. Diese Hypothese wird
von der klinischen Beobachtung unterstitzt, dasstavlimit einem hohen Serumspiegel an
anti-D Antikdrpern, aber einem ineffektiven IgG fiséer, gesunde Kinder zur Welt gebracht
haben (Chevalier et al., 2001; Dooren and Engelft@93).

Alle Trager des VNTR2 Allels weisen zusatzlich imda 2 die stille Mutation C3646T auf.

Interessanterweise konnte in einer Studie mit 1@akeedenen Rinderpopulationen gezeigt
werden, dass stille Mutationen im FcRn Gen mit mineiedrigen fetalen IgG-Spiegel

assoziiert sind (Laegreid et al., 2002). Diese Bebbung gibt Anlass zu der Spekulation,
dass diese stillen Mutationen auch genetisch mirei Promotorpolymorphismus im FcRn
Gen verbunden sind. Diese Mdglichkeit wurde von derioren jedoch nicht in Betracht

gezogen.

In der Literatur sind zahlreiche Beispiele an VNTPRomotorpolymorphismen zu finden,

welche transkriptionsabhangig zur Auspragung fumll unterschiedlicher Phéanotypen
fuhren (Chevalier et al., 2001; Sabol et al., 1998yar et al., 2003). Bisher sind die
biologischen Mechanismen dieser Polymorphismen klage jedoch ist offensichtlich eine

definierte Lange der regulatorischen Region flreeioptimale Gentranskription von

Bedeutung.

Um die Rolle dieses VNTR Polymorphismus bei der FN&u untersuchen, wurden 104

FNAIT Patienten von mir untersucht. In der hiergandtierten Assoziationsstudie wurde kein
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signifikanter Zusammmenhang zwischen dem VNTR Ggndies FcRn Rezeptors und der
Schwere der Thrombozytopenie gefunden (s. Abb.4Ehe Tendenz zu geringeren
minimalen fetalen bzw. neonatalen Plattchenzahlerdevjedoch bei VNTR3 homozygoten
Individuen gefunden.

Ungeachtet dieser Tatsache nehme ich aufgrundedterggn Frequenz des VNTR2 Allels an,
dass die differentielle Expression von FcRn keiaptscheidenden Einfluss auf die klinische

Heterogenitat dieser Erkrankung hat.

5.2  Der Einfluss von Epitopen als pradiktiver Pareeter in der FNAIT

Der thrombozytare Fibrinogenrezeptdib33 gehort zu der grol3en Familie der Integrine, die
fur die Adhasion von Zellen an Matrixproteine undtareinander essentiell sind (Hynes,
2002; Shattil and Newman, 2004). In unserer Bevdikg finden wir zwei unterschiedliche
Isoformen def33-Untereinheit, die sich nur um einen einzigen Amséureaustausch an der
Position 33 (Leucin oder Prolin) unterscheiden. HRAIndividuen tragen die Aminosaure
Leucin33, HPA-1b Individuen exprimieren hingegee édiminosaure Prolin33 (Newman et
al., 1989). In uber 75 % aller serologisch bestétigFNAIT Falle werden Alloantikérper
gegen HPA-la als Ursache der Blutungskomplikatiachgewiesen (Kroll et al., 2005b;
Mueller-Eckhardt et al., 1989).

Kdrzlich wurde von unserem Kooperationspartner emgtere [33-Isoform mittels der
Lightcyclertechnik identifiziert, die an der Poeiti 33 weder die Aminosaure Leucin (HPA-
1a) noch Prolin (HPA-1b), sondern die Aminsaureivaiagt (Santoso S., Kroll H., Andrei-
Selmer C.L., Socher 1, Rankin A., Kretzschmar E., Watkins N.A., 2006).ie€e
Aminosauresubstitution wird durch die Nukleotidsitbson C175G SNP im ITGB3 Gen
hervorgerufen, welche sich in unmittelbarer Nachbaaft zum HPA-1 Dimorphismus
(T176C) befindet. Dieses neue HPA-1 Allel (ITGB310D) ist durch ein zweites
Mutationsereignis des Ursprungsallels ITGB3*001 M) des[33-Integrin entstanden (s.
Abb. 5.1).
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CCG

ITGB3*002 '0; Pro33 (HPA-1b)
CTG

ITGB3*001 e Leu33 (HPA-1a)
GTG

ITGB3*001.1 ' Val33

175

Abb. 5.1 Evolutiondre Verwandschaft der HPA-1 Allele. Ei6eG Mutation de3-Integrins
an der Position 175 des Ursprungsallels ITGB3*(083-(eu33; HPA-1a) fuhrt zur Bildung der
neuen Allelvariante ITGB3*001.138-Val33). Die T>C Mutation an der Position 176 lerdidas
ITGB3*002 Allel (B3-Pro33: HP/A1b). Abb. modifiziert au(Santoso et .. 2006.

Durch die Anwendung von konventionellen DNA-basartTypisierungsmethoden (PCR-
SSP; PCR-RFLP) konnte d[&-Val33 Mutation leicht als HPA-1a Variante fehpiyiert
werden. Durch die direkte Nachbarschaft zu dem Cl7/Bimorphismus konnten
allelspezifische HPA-la Primer falsch anlagern. #hnlicher Weise konnte das
Restriktionsenzym bei der RFLP-Technik diese Vdganicht von HPA-1a unterscheiden.
Eine bisher unentdeckt hohe Frequenz dieses ne®dnlld Allels kbnnte eine Ursache flr
die hohe Anzahl von FNAIT Verdachtsfallen ohne kepondierende maternale Antikorper
sein. In einem grofRen Kollektiv von 2950 Blutspendesurde im Labor aber mittels der
TagMan Methode nur ein einziges zuséatzliches heygates 3-Val33 Individuum
identifizieren (Santoso S., Kroll H., Andrei-Selnfér_., Socher I, Rankin A., Kretzschmar
E., Watkins N.A., 2006).

In der vorliegenden Dissertation wurde untersudit, die Punktmutation Leu33Val die
tertiare Struktur deallb33 Integrins verandert und ein Ziel von bestimmtdio@ntikdrpern
gegen HPA-1la sein kann. Es wurde aul3erdem die Tile=sgrift, ob die Epitopspezifitat
von HPA-1a Alloantikérpern ein pradiktiver Faktairfeine verstarkte Blutungsneigung des

Neugeborenen sein kann.

Meine serologischen Studien mit rekombinanten hwmar{rhu) monoklonalen und
polyklonalen anti-HPA-1a Antikérpern haben gezeidgss dief3-Val33 Mutation eine
unterschiedliche HPA-1a Alloantikérperreaktivité&dingt. Wahrend HPA-1a Alloantikorper
von PTP Patienten mit rekombinantBB-Val33 auf CHO-Zellen reagierten, erkannte die

Mehrheit der anti-HPA-1a von FNAIT Patienten di@8elsoform nicht (Santoso S., Kroll H.,
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Andrei-Selmer C.L.Socher I, Rankin A., Kretzschmar E., Watkins N.A., 2006)e bange
des Seitenkettenrestes der Aminosaure Leucin sckatisch fur die Expression des HPA-1a
Epitopes zu sein. Der Aminosaureaustausch von laeh Wal fihrt zu deren Reduktion um
eine einzelne CHGruppe, welche die Interaktion von HPA-la Allo&btpern mit dem

allb3 Integrin beeintrachtigt.

Eine Heterogenitdt von thrombozytdren HPA-la Altdairpern konnte unl&ngst durch
Untersuchung strukturell verénderter rekombinant&@hrombozytenmembranproteine
nachgewiesen werden (Valentin et al., 1995). Dasogeiniger polyklonaler anti-HPA-1a
Antikorper wird durch eine Disulfidbriicke zwischden Cysteinresten 13 und 435 (Xiao et
al., 2004) imB3-Integrin kontrolliert. Eine Analyse von verscheegn anti-HPA-1a Seren mit
B3-Ala-435 transfizierten Zellen hat gezeigt, dassge HPA-1a Alloantikbrper dennoch mit
ihrem Epitop reagieren (Typ | Antikorper), wahrefid andere (Typ Il AntikGrper) ein
Reaktionsverlust beobachtet wurde.

Diese Beobachtungen geben Anlass zu der Hypothless, Typ | HPA-1a Antikorper ein
Epitop erkennen, welches allein durch die PSI-Daandm [(3-Integrin definiert wird,
wahrend Typ Il AntikGrper gegen eine komplexe agrtigg Determinante bestehend aus der
PSI-, Hybrid- und mdglicherweise den beiden benadielh EGF-Domanen gerichtet sind.

Es gibt verschiedene Grinde fur die hier beobaehtéinterschiede im Bindungsprofil der
HPA-1a Alloantikdrper.

Die Heterogenitat der rhu monoklonalen HPA-1a Allitedrper (s. Abb. 4.8) ist nicht in
einer unterschiedlichen Bindungsaffinitat zu ihreonrespondierenden Antigen begriindet, da
fir CamTran007 und 19-7 in dieser Arbeit ahnlicHssbziationskonstanten = 6.00*10°

M vs. 3.97*10° M) ermittelt wurden (s. Abb.4.9).

Dieses Phé&nomen ist vielmehr auf die Unterschiede Art und Haufigkeit der
Antigenexposition der zugrunde liegenden Erkrankwmgl die Sequenz ihrer variablen
Antikdrperdoméne zurickzufuhren.

Der rhu Klon CamTran007, welcher den B-Zellen eikétA-1a negativen FNAIT Mutter
entstammt, erkannte dfg8-Val33 Mutation nicht. Hingegen wurde die Reakétider Klone
19-7 und 23-15 aus den B-Zellen von PTP Patientaehddie f3-Val33 Mutation nicht
beeinflusst (Garner et al., 2000; Griffin and Ouwmedh, 1995; Proulx et al., 1997). Die
wiederholte Exposition der Frau gegeniber dem Aligan bei der PTP fuhrt zu somatischer

Hypermutation in den variablen Doménen der schwéette (VH) im Gegensatz zu der
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initialen Erstantwort in der FNAIT, welche im Faliner Erstschwangerschaft vorliegt. Daher
ist das Ausmalfld der somatischen Mutationen in deabhian Doméanen der Klone 19-7 und
23-15, welche aus den B-Zellen von PTP-Patientefiers wurden, weitaus hdher als in

denen von CamTran007 aus den B-Zellen einer FN/sfleRtin.

Im Gegensatz zuP3-Val33 Punktmutation wurde vor kurzem eine natimi Arg93GIn
Mutation im (B3-Integrin beschrieben, welche die Bindungsstelen vallen rhu mAK
unabhangig von ihrem Ursprung zerstort (Watkinsalet 2002a). Imp3-Integrin ist die
Aminosaure Arginin an der Position 93 hoch konsatwind von zentraler Bedeutung fur die
Rigiditat der Hybrid-PSI Interphase. Ein Austausids positiv geladenen Arginins gegen
Glutamin bedingt hochstwahrscheinlich drastischafonationsanderungen in der PSI und
Hybriddoméne, welche das Epitop auch fir die mAK183und 19-7 unzuganglich werden

|asst.

Erste Analysen mit zufallig ausgewéhlten Antisexem je 4 FNAIT und PTP Patienten
zeigen, dass die Antikorperheterogenitat nichtralef rhu mAK beschrankt ist. Polyklonale
PTP HPA-la Alloantikorper erkennen di@3-Val33 Variante, hingegen FNAIT
Alloantikérper nicht (s. Abb. 4.10). Diese Beobasiden bestéatigen die oben aufgestellte
Hypothese, dass das unterschiedliche Bindungsvterhan dasullb3-Integrin durch das
Ausmald somatischer Hypermutationen in den varialdemanen der schweren Kette
bestimmt wird. Bei der PTP wird im Vergleich zur AN eine grofRRere Diversitdt an
polyklonalen Antikérpern in wesentlich héheren Kenzationen generiert.

Nachfolgend bin ich der Fragestellung nachgegangem, die beobachtete HPA-la
Alloantikérperheterogenitat mif33-Val33 einen diagnostischen Parameter fiur den zu
erwartenden Schweregrad der Thrombozytopenie dlarsteeiner erweiterten Untersuchung
mit einem Kollektiv von 40 FNAIT Patienten reagemnt29 der maternalen Antiseren nicht
mit B3-Val33, wahrend in 11 Fallen das HPA-1a Epitoghhader nur geringfiigig beeinflusst
wurde (s. Tab.4.4). Dieses Reaktionsmuster istisitah nicht signifikant mit der
Auspragung der Blutungsneigung (Hirnblutung) bei dleeugeborenen assoziiert (p= 0.451).
Patienten mit3-Val33 sensitiven HPA-1a Alloantikbrpern zeigenerateine Tendenz zu

niedrigeren postnatalen Plattchenzahlen (p = 0.057)
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Die Fehltypisierung deB3-Val33 Allels wird zwar selten auftreten, kann mdennoch von
klinischer Relevanz in der Pranataldiagnostik séis. ist ein Fall denkbar, in dem ein
Neugeborenes aufgrund eines vom Vater geerbten HPAAllels, welcher dief33-
Leu33Val33 Variante tragt, von einer verstarktenut@hg betroffen wird. In einer
Folgeschwangerschaft erbt der Fetus [#BeVal33 Isoform und die HPA-1a Alloantikérper
reagieren vielleicht nicht. Dies konnte eine milfiarombozytopenie des Neugeborenen
erklaren, obwohl in der vorhergehenden Schwangafschie FNAIT in ihrem Verlauf sehr
schwer gewesen ist (Birchall et al., 2003).

Bislang wurden aber noch keine natirlichen Alldaimper gegen digd3-Val33 Isoform
gefunden.

Das Beispiel der Leu33Val Mutation zeigt eindruaksvdass HPA-1a Alloantikérper gegen
unterschiedliche Epitope gerichtet sind.

Die Struktur eines Epitopes kdnnte mal3geblich drelihgskinetik der Antigen-Antikorper-
Reaktion beeinflussen. Eine solche Interaktion kasowohl durch die Menge
(Konzentration), als auch durch die Affinitat vomt’korpern bestimmt werden. Diese beiden

Parameter konnten theoretisch die PathogenitdAuigkorper determinieren.

Das Auftreten einer schweren Thrombozytopenie desig®borenen bei nachweislich
geringen maternalen Antikdrperkonzentrationen l&ssinuten, dass in solchen Fallen eine
hohe Antikorperaffinitdt fur den klinischen Verlaafer Erkrankung verantwortlich sein
konnte. Daher wird im Folgenden die Bedeutung detik&rperaffinitat als préadiktiver
Parameter in der FNAIT diskutiert.

5.3  Der Einfluss der Antikdrperaffinitat auf den @weregrad der FNAIT

Anndherungsweise 2 % der Kaukasier sind homozygalds HPA-1b Allel (Kjeldsen-Kragh
et al., 2007; Williamson et al., 1998). Die HPAAkimmunisierung ist stark mit dem HLA
Klasse-Il DRB3*0101 (DR52a) Allotyp (Decary et al991; Kjeldsen-Kragh et al., 2007
Williamson et al., 1998) assoziiert. Jedoch werd@merhalb dieser Riskogruppe nur in
10 - 12 % der Félle maternale HPA-1a Alloantikordetektiert (Kjeldsen-Kragh et al., 2007;
Williamson et al., 1998). Die Beobachtung einernigch relevanten FNAIT bei
Neugeborenen ist ungleich hdher (ca. 15 %) (Bustsall., 2005).
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Die Bedeutung der Patientendiagnostik ist bei ddAIF insbesondere dadurch gegeben,
dass bei diesem Krankheitsbild im Gegensatz zurohgischen Neugeborenenerkrankung
bereits in Uber 50 % aller Falle die Erstgeborebetroffen sind. Diese kdnnte darauf
basieren, dass unsere heutigen Testmethoden ert$itis genug sind.

Daher konzentrierten sich meine Bemuhungen aufEsivicklung eines Testverfahrens,
welches die Nachteile der konventionellen Standatoden zur Antikérperdetektion
umgeht, um eine weitere Charakterisierung der ddiméen Relevanz der HPA-1

Antikorperbindung zu ermdglichen.

In dieser Arbeit wurde mittels der Oberflachenplaamesonanz-Technologie zum ersten Mal
gezeigt, dass HPA-1a Alloantikdrper mit unterschadeer Affinitdt an ihr Epitop binden und
dieser Parameter auf den Schweregrad der FNAIT digstwMit dieser Technik konnte die
Existenz von HPA-1a Alloantikdrper mit einer seledrigen Affinitat demonstriert werden,
welche in konventionellen Testverfahren (MAIPA, FA) vermutlich einer Abdissoziation
vom Antigen unterliegen. Solche Antikdrper konnén éine schwere Thrombozytopenie in
der ersten Schwangerschaft verantwortlich sein kiwshen im Verlauf der FNAIT eine

Reifung der Antikorperaffinitat durchlaufen.

Gegenwartig wird der Nachweis von anti-thrombozmméaAlloantikérpern mit Hilfe von
einem glykoproteinspezifischen Test durchgeflilrtdiesem Verfahren wird die Sensitivitat
des Testsystems durch die Anwendung selektierteK fnAitiert (Minchinton et al., 1996),
da die Bindung des mAKs theoretisch die Bindundiesttes Humanantikdrpers kompetitiv
inhibieren konnte. Erhebliche Schwierigkeiten bieteibei der Selektion der mAK die
Heterogenitat der Epitopstruktur (Valentin et &995). Seltene Alloantigene konnten
vielleicht mangels geeigneter mAK lUbersehen we(#eall et al., 2005b). Dartber hinaus ist
denkbar, dass die haufigen Waschprozeduren in pghgkeinspezifischen Immunoassays
(z.B. MAIPA Assay) in einer Abdissoziation schwach&ntikorperbindung resultieren

kdnnen.

Eigene Analysen der im Labor dokumentierten FNA#I&zeigen, dass sich in 22.9 % aller
Verdachtsféalle durch fetomaternale HPA-1 Inkompht#t keine maternalen Alloantikorper
im MAIPA Assay detektieren lassen (s. Tab.4.7).edessanterweise lassen sich einige
HPA-1a Alloantikorper (5.6 %) nur im Plattchen-Adiéns-Immunfluoreszenztest (PAIFT)

nachweisen.

140



Kapitel 5 Diskussion

Um diese Probleme aufzuheben, wurde die Surfacar®la Resonance (SPR)-Technologie
angewandt. In dieser Arbeit wurde die SPR-TechnikMessung der Bindungseigenschaften
von rhu mAK gegen gereinigtaslib33 Integrin eingesetzt (Santoso S., Kroll H., Andrei
Selmer C.L.,Socher I, Rankin A., Kretzschmar E., Watkins N.A., 2006p¢her |, Kroll

H., Santoso S., 2006).

Durch eine sorgfaltige Analyse mit mAK gegen di#b- und diep3-Untereinheit konnte ich
die immunologische Aktivitat der HPA-la und HPA-IXpitope von auf dem Chip
immobilisiertemallb3-Integrin sichern. Die Charakterisierung mit demMAKnAP3 gegen
die B3-Untereinheit zeigte, dass eine Proteinmenge Wp@ minimal zur Immobilisierung
eingesetzt werden muss, um eine Antikérperbindung ausreichender Signalstérke
(Resonanzsignal in RU) im Sensorgramm detektierenkdnnen (s. Abb.4.16B). Eine
Analyse des mAK SZ21 gegen ein strukturell verwaadiPA-1a Epitop zeigte wie erwartet,
dass SZ21 eine starkere Bindung mit HPA-1a alsHRiA-1b eingeht (I¢ = 4.08+*10’ M vs.
1.29*1F M).

Die errechnete K (Langmuir 1:1 Modell) weicht von dem Literaturwemtit HPA-la
homozygoten Plattchen ab §k= 0.826*10°%), da bei einer Antigenimmobilisierung keine
homogene 1:1 Bindungskinetik vorliegt. Der p-MVert aus einer umgekehrten
Versuchsanordnung mit dem mAK SZ21 als Ligand afid33 Protein als Analyt stimmte
jedoch mit der publizierten Kiiberein (i = 0.948*10%). Die Signalstarke fiir die beiden
HPA-1 Varianten waren ahnlich, so dass offensichtikhuf dem HPA-1a und dem HPA-1b
Antigen dieselbe Quantitat an aktiven Epitopen\zenfligung steht (s. Abb.4.16A).

Die Spezifitat der SPR-Methode wurde mit dem mAKTaan007 gegen HPA-1a (Garner et
al., 2000; Griffin and Ouwehand, 1995) evaluiertied®2r mAK zeigte eine starke und
spezifische Interaktion mit HPA-1a, die sich inrgn hohen Resonanzsignal und der
minimalen Dissoziationsrate widerspiegelt; aber vasde keine Reaktion mit HPA-1b
beobachtet (s. Abb.4.16D).

Mittlerweile wird die SPR Technologie in der Immumhatologie zur schnellen
Quantifizierung von IgG anti-A/-B Antikorpern auerd Plasmen von Patienten, denen zuvor
ABO-inkompatible Organe transplantiert wurden, esgfzt (Kimura et al., 2005).

Im Gegensatz dazu musste hier zur Analyse eingkjoolalen HPA-1 Alloantikérperbindung
gereinigtes 1gG der Patienten eingesetzt werden, dis ollbB3 Integrin als

Fibrinogenrezeptor mit einer Vielzahl von Seruméakn interagieren kann.
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Mit Hilfe dieser neuen SPR Technologie habe ichwdise darauf gefunden, dass HPA-1
Alloantikorper hinsichtlich ihrer Bindungsaffinitdheterogen sind. Wahrend bestimmte
HPA-1a Alloantikdrper schwach mit ihrer antigeneat&minante reagieren, binden andere
sehr stark.

Von einigen Autoren wurde untersucht, ob die matkrnAntikbrperkonzentration eine
Ursache fur die Schwere der fetalen Thrombozytapesgin kann. Diese retrospektiven
Studien resultierten in widersprichlichen Beobachén (Bessos et al., 2005; Jaegtvik et al.,
2000; Proulx et al., 1994; Williamson et al., 1998Jingst veroffentlichte Daten einer
norwegischen Studie belegen jedoch eine Abhandigleri postnatalen Thrombozytopenie
(< 50*10°/L) von hohen maternalen Antikérperkonzentratiofiitlie et al., 2007). Da auch
bei geringen maternalen Antikdrperkonzentrationeime e schwere Thrombozytopenie
beobachtet wird, ist die Pathogenitat in solchetleRamdoglichweise durch eine hohe
Affinitat determiniert.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Antikogemitdt moglicherweise eine Aussage
Uber die zu erwartende Blutungsneigung beim Neugetem zulasst. Bis auf eine Ausnahme
waren alle untersuchten FNAIT Falle mit einer screme Thrombozytopenie des
Neugeborenen (<50*20) assoziiert, welche sich aber in einer individlueerschieden
ausgepragten Blutungen prasentierte (s. Tab.4.6).

Interessanterweise wurde in diesem Kollektiv einendenz (p = 0.304) zu hdoheren
Antikorperaffinitaten beim Auftreten schwerer Blogen (gastrointestinale Blutung,
Hirnblutung) im Vergleich zu Fallen mit einer mild€Hautblutungen) oder ausbleibenden
Blutung festgestellt (s. Abb.4.19B). DarUber hinaugs die relative Antikérperkonzentration
(Starke des Resonanzsignals) signifikant (p = 0.08% dem Blutungsrisiko korreliert.
Neugeborene mit einer isolierten Thrombozytopengtsen die geringsten Konzentrationen
an Antikorpern auf (s. Abb.4.19A). Im Fall einer ilalutung wurden zwar etwas hdhere
Konzentrationen an HPA-la Alloantikbrpern als bernHlutungen gemessen, jedoch ist
deren Antikorperaffinitat hoher. Diese Beobachtungerdeutlichen, dass die Analyse der

Antikorperaffinitat ein sehr wichtiger Parameter fiie Pranataldiagnostik sein kdnnte.

Entgegen dieser Befunde habe ich auch die Existptétchenreaktiver HPA-la
Alloantikdrper mit einer sehr geringen Bindungsatét bei zwei HPA-1a negativen Muttern
(Fall 1 und 2, siehe Anhang) nachgewiesen, welclarscheinlich flr eine schwere
Blutungskomplikation der Erstgeborenen verantwditlisind (s. Abb. 4.20C). Andere
Ursachen einer Thrombozytopenie als eine fetomakerhlPA-1 Inkompatibilitat konnten

aufgrund der Patientenanamnese ausgeschlossenmwerde3.4). Dennoch wurden wahrend
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der ersten Schwangerschaft die korrespondierendetikdper in den konventionellen
Testverfahren (MAIPA, PAIFT) tbersehen (s. Abb.OAB).

Die Bindungsanalyse im SPR zeigt, dass diese HPAdl@antikbrper mit einer weitaus
geringeren Affinitat binden im Vergleich zu denevelche serologisch durch eine positive
Reaktion definiert sind (s. Tab.4.5).

Bemerkenswerterweise wurde fiur beide FNAIT Fallen eiWWechsel der HPA-la
Alloantikorperaffinitdt von niedrig zu hoch wahreddrer Folgeschwangerschaften detektiert
(s. Abb.4.20C).

Wahrend einer Sekundarimmunantwort erhdht sichvdtdere Affinitat von Antikbrpern im
Vergleich zur Primarantwort, ein Prozess, welcHerAdfinitatsreifung bekannt ist (Siskind
and Eisen, 1965). Voraussetzung fur die Affinit@ifsmg sind die Wechselwirkung und
Aktivierung antigenspezifischer B-Lymphozyten mitelfer-T-Zellen und follikularen
dendritischen Zellen in den Keimzentren der sekrerddymphatischen Organe (Kelsoe,
1996).

Die sich stark vermehrenden, aktivierten B-Lympheryweisen in den variablen Regionen
der schweren und leichten Ketten der AntikGrpereestark erhOhte Mutationsrate auf
(somatische Hypermutation), deren Abkdmmlinge vemduf den follikularen dendritischen
Zellen dargebotenem Antigen auf die héchste Affinitin selektiert werden (Allen et al.,
1988; Griffiths et al., 1984; McKean et al., 198ilstein, 1987; Sablitzky et al., 1985;
Weigert et al.,, 1970) (Berek, 1993). Wechselwirkemgmit Helfer-T-Zellen Uber
verschiedene Rezeptoren bzw. Co-Rezeptoren fuhrann dzur Differenzierung in
Gedéchtnis- oder Plasmazellen, welche die hoctaffiAntikbrper produzieren (Berek and
Ziegner, 1993).

Die von den Helfer-T-Zellen gebildeten Zytokine d&g den Isotyp der gebildeten
Immunglobuline fest (Li et al., 2004; Liu et al996b). Dieser sogenannte Klassenwechsel
der Immunglobuline verlauft unabhangig von der Aitétsreifung.

Es ist zu spekulieren, dass die hier beobachtetalziue der Antikdrperaffinitat eine Reifung
der Immunantwort im Verlauf der FNAIT reflektiert.

Des Weiteren wurde in der zweiten Schwangerschafi/ergleich zur Ersten in der SPR-
Technologie ein wesentliches hoheres Resonanzsiggméssen, vermutlich als Folge einer
Produktion von Antikérpern mit hoher Affinitat dur@-Gedachtniszellen.

Bertrand et al. (Bertrand et al., 2006) zeigten iiwer Studie, dass in der
Folgeschwangerschaft die Konzentration der matemahti-HPA-1a Antikorper sinkt (14/19
HPA-la negativen Mittern). Diese Abnahme der Anpkidkonzentration kdnnte sich aus

einer Zunahme der Antikorperaffinitat erklaren, die hier beobachten konnten.
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Die Aussagekraft der Antikorperaffinitat zur Vorkage der Blutungsneigung sollte
zuklnftig in grof3en prospektiven Studien weitereusticht werden. Dartber hinaus sollte die
Antikorperaffinitat auf einen Zusammenhang zur Adgping der Thrombozytopenie in

einem Kollektiv von unselektierten Schwangeren fhét werden. Die Verfugbarkeit der

SPR-Technologie wird dazu beitragen, den gegenggirti Wissensstand Uber den
Pathomechanismus der FNAIT wesentlich zu erweitern.

5.4 Die Aktivierung der klassischen Komplementkadkabei der Elimination von
Thrombozyten in der FNAIT

Die in dieser Arbeit vorgestellten SPR-Daten UhkerHPA-1a Alloantikbrperbindung deuten
darauf hin, dass die Antikorperaffinitat Auswirkwemgauf den klinischen Verlauf der FNAIT
hat. Weitergehend hat sich die Frage gestellt,rodein vorgefundenen FNAIT Féllen mit
niedrig-affinen HPA-1a Alloantikérpern andere Fakio blutungsférdernd wirken kdnnen.

In der Vergangenheit wurden hochtitrige Alloantigér mit einer niedrigen Affinitat fur
bestimmte Erythrozytenantigene beschrieben (RdAI®89). Ferner konntén vivo gezeigt
werden, dass antierythrozytare Autoantikdrper uolges ihrer geringen Affinitdt eine
Autoimmunhamolytische Anamie (AIHA) in der Maus umleren kbnnen.

Uber die Relevanz von plattchenreaktiven Antikonpenit niedriger Antikorperaffinitat
wurde bisher nur sehr wenig publiziert. Bis hewteunklar, warum sich bei tUber 50 % der
Patienten mit einer klinisch diagnostizierten Aotmunthrombozytopenie (AITP) die
relevanten Autoantikdrper nicht nachweisen lasd¢iefél et al., 1996). Einige Autoren
postulieren die Existenz von Autoantikdrpern mibhwachen Bindungseigenschaften, deren
Bindung eine Stabilisation durch bestimmte |6sli€taétoren erfordert, z.B. Rheumafaktoren
(RF) (Yang et al., 1999).

Die Hypothese, dass bestimmte Antikorper oder and&aktoren wahrend einer
Immunantwort zur Verstdrkung der Wechselwirkung solen Antikérper und
korrespondierendem Antigen bzw. Idiotyp-anti-ldptyAntikrpern gebildet werden, ist
weithin akzeptiert (Nemazee and Sato, 1982). Sdletezaktionen erhdhen die ,scheinbare”
Antikorperaffinitat und konnten vielleicht die beuthtete Affinitatsreifung der maternalen
HPA-1a Alloantikdrper erklaren.

Aus vereinzelten Literaturberichten ist bekanntssdanti-thrombozytéare Alloantikdrpeén

vitro Komplement fixieren konnen (Cines and Schreiber,9] Kiefel et al., 1989a; Kurata et

144



Kapitel 5 Diskussion

al., 1985; Schreiber et al., 1979; Tsubakio et1#86). Hier wurde die These Uberprift, ob
solche l6sliche Komplementfaktoren den Antigen-Rtperkomplex stabilisieren konnen.
Neueste Daten zeigten, dass Plattchen mit dem Kamsitsystem direkt Uber
Komplementrezeptoren auf der Plasmamembran (z.B. REzeptor, Komplementrezeptoren
2 und 4), oder rezeptorunabhangig durch Aktivierdeg C5-9 Komplexes agieren kdnnen
(Peerschke et al., 2006).

Daher kann eine pathologische Plattchenaktivierdogch zirkulierende Immunkomplexe
(z.B. bei AITP) nicht allein Gber die antikorperdiolgige, sondern auch Uber die C1gR-
abhéngige Aktivierung der klassischen Komplemerikds in vivo eine Thrombose oder

Thrombozytopenie auslésen.

Die in dieser Arbeit vorgelegten Daten geben jedagihen Hinweis auf eine Beteiligung des
Komplementsystems am Pathomechanismus der FNABDbE.4.21, 4.22).

Die Fahigkeit plattchenreaktiver HPA-l1a Alloantipgér im Zusammenspiel mit dem
Komplementsystem eine Alloimmunthrombozytopenie zalégsen, beschrédnkt sich
vermutlich auf das pathophysiologische Korrelat plesttransfusionellen Purpura (Cines and
Schreiber, 1979; Kiefel et al., 1989a; Schreibaalgt1979).

Darlber hinaus ist denkbar, dass IgM Antikorpeicive im Vergleich zu IgG aufgrund ihrer
pentameren Struktur wesentlich effizienter C1q bm#odnnen, bei der AITP und PTP eine
Komplementaktivierung férdern. Da IgM Antikorpercht die Plazenta passieren kdnnen, ist
deren Einfluss bei der FNAIT nicht von Bedeutungu@er-Eckhardt, 1990).

Im Fall der beiden untersuchten FNAIT Mitter erfotlye Plattchenelimination vermutlich
komplementunabhangig Uber den Weg der Fc-abh&ndriegozytose durch Zellen des

Endoplasmatischen Retikulums (ER).

5.5 Die Analyse von plattchenreaktiven HPA-1a Alla&orpern in vivo

Gegenwartige in vitro Diagnostikverfahren konnen die Spezifitat einestil&mpers

nachweisen, erlauben jedoch keine direkte Aussbge deren pathogene Relevanz in der

FNAIT.

Vor kurzem wurde einn vivo Modell der FNAIT mitp3 " defizienten Mauseentwickelt,

deren 33 *- Féten durch die Bildung maternaler afdi- Antikorper eine schwere fetale

Thrombozytopenie, Hirnblutungen und sogar einen rAleoleideten (Ni et al., 2005). Die
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Auspragung der Blutungsneigung war direkt von dextamalen Antikdrperkonzentration
abhangig. Dieses vivo Modell der FNAIT unterscheidet sich von der Imnai@iungsart der
humanen FNAIT. Bei dieser werden Alloantikorper gegolymorphe Strukturen dé€S-

Integrins gebildet, welche sich in ihrer Epitopgfigz und moglicherweise in ihren
funktionellen Eigenschaften voneinander untersaheickénnen. Die murinen arfiB

Antikorper sind daher nicht mit den humanen Allaedrpern vergleichbar. Um den
Wissensstand tber den Pathomechanismus der FNAI&n&aitern, ist eine funktionelle

Analyse der humanen Alloantikérperbindung erforidérl

Jungst konnte die Arbeitsgruppe von Newman mitdHginedNOD/SCID(nonobese diabetic/
immune-deficient Mausmodells zeigen, dass monoklonale anti-GPVtikénper in vivo
GPVI von der Plasmamembran humaner Plattchen eéneim (Boylan et al., 2006).
Aufgrund ihrer Immundefizienz konnedOD/SCID Mause keine ,heterophilen Antikdrper*
generieren, so dass humane Blutplatichen in did&msen Uber einen Zeitraum von 24 h
hinaus zirkulieren kdnnen.

Eine Voruntersuchung mit gereinigtem IgG eines FBEPums in diesem Modell flihrte zu
einer drastischen Elimination von HPA-la positivBfattchen innerhalb kirzester Zeit
(Abb.4.23A). Diese Beobachtungen reflektieren  vermutlich die wsk

Blutungskomplikation bei der PTP Patientin wahrémwdr thrombozytopenischen Phase.

Mit Hilfe dieses Modells wurde von Dr. Brian Boylaariber hinaus gezeigt, dass humane
HPA-1a Alloantikdrper von FNAIT Patienten eine siiszhe Elimination von HPA-la
positiven Plattchen bewirken.

Meinen SPR-Daten zugrunde liegend konnte die Bffe&t der Plattchenelimination von der

Antikorperaffinitat beeinflusst werden.

Es ist bemerkenswert, dass maternale HPA-la Alk@mer ungeachtet ihrer geringen
Antikorperaffinitat eine Plattchenelimination im Msmodell verursachen, was ihre
Pathogenitat in beiden FNAIT Patienten beweistAlb.4.23B, siehe Anhang). HPA-la
Alloantikdrper der Folgeschwangerschaft induzierteine starkere Plattchenelimination,
deren Ursache wahrscheinlich auf die im SPR detdktiZunahme ihrer Antikorperaffinitat
zuruckzufihren ist (s. Abb.4.20C).

Derzeit wird die Eignung diesé#$OD/SCIDModells zur Simulation der FNAIT in weiteren

Versuchen in Kooperationsarbeit mit dem Blood Redednstitut in Milwaukee Uberpruft.
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Die Madglichkeit einer in vivo Analyse koénnte neue Aspekte zur Aufklarung der
verschiedenen Antikdrperspezifitdten und ihrer Bexdieg im Pathomechanismus der FNAIT

erdffnen.

Zukunftig konnte eine solche funktionelle Charailsierung von plattchenreaktiven
Alloantikdrpern zusammen mit einer Echtzeitanalyibeer Bindungseigenschaften im

Rahmen einer Pranataldiagnostik bei Risikoschwaohaften eingesetzt werden.

Die Ergebnisse dieser hier prasentierten Daten i{&lap.3 - 5.5) sollen noch publiziert
werden §ocher |, Boylan B., Andrei-Selmer C.L., Bein G., Kroll HNewman P.J., Santoso
S. (2007) Severe neonatal alloimmune thrombocytapegused by low-affinity anti-HPA-1a

alloantibodiesManuscript in preparation

5.6 Die Relevanz der HPA-3 Alloantikorperheteroggiti in der serologischen
Diagnostik der FNAIT

Eine fetomaternale HPA-3 Inkompatibilitat ist aufgd der ausgewogenen Allelfrequenzen
von HPA-3a und HPA-3b (0.61 vs. 0.38) sehr hduégdiner positiven Familienanamnese zu
beobachten (Kiefel et al., 1993). In einer Studig 5%9 serologisch verifizierten FNAIT
Erkrankungen wurden anti-HPA-3a lediglich in 1.81&s Falle evaluiert (Kroll et al., 2005b).
Es wird daher angenommen, dass die Zahl der Neugebdoerkrankungen durch
fetomaternale HPA-3 Inkompatibilitat weit unterstztavird (Harrison et al., 2003).

Einige Autoren berichten, dass bestimmte HPA-3aaitikorper nur in Bindungstests mit
intakten Plattchen reagieren, nicht aber in ansgenifischen Assays, welche eine Lyse der
Plattchen erfordern (Harrison et al., 2003). Kiofzlwurde auch ein ahnlicher FNAIT Fall
durch anti-HPA-3b Alloantikdrper beschrieben. Didie&en sich ebenso nur mit strukturell
unveranderten, nativen Plattchen detektieren (Kataa al., 2004). Es wird diskutiert, dass
HPA-3 Epitope eine ,labile Komponente* beinhaltevelche mdglicherweise wéahrend der

Lyse zerstort wird.

Die vorliegende Dissertation prasentiert die biglgnof3te retrospektive Studie mit HPA-3a
(n=12) und HPA-3b (n=2) Alloantikbrpern von FNAIThd PTP Patienten, um HPA-3
Determinanten serologisch und immunchemisch n&her clzarakterisieren und deren
Auswirkung auf die Pranataldiagnostik aufzuklarétie untersuchten FNAIT Falle waren
147



Kapitel 5 Diskussion

mit einer schweren Thrombozytopenie (< 50%L) des Neugeborenen assoziiert (s. Tab.
4.10).

Diese Arbeit zeigt profunde Daten dariber, dass Sheiktur von bestimmten HPA-3
Epitopen vom Glykosylierungsmuster, insbesonderne Sialylierung abhangig ist, und die
Mehrheit der HPA-3 Antikorper die Integritat dedlb33 Komplexes erfordert. Diese
Parameter bedingen eine Lagerungsinstabilitat (4%dd HPA-3 Epitopen. Die Ergebnisse
wurden in Mehrfachtestungen mit verschiedenen Sgrandlie hinsichtlich ihrer HPA-3a
oder HPA-3b Allelform identisch sind, verifiziers.(Abb. 4.27) $ocher 1, Zwingel C.,
Santoso S., Kroll H., 2007, accepted for publicatio Transfusion, 14.08.2007).

Die Probleme in der Diagnostik von HPA-3 Alloantigérn sind auf eine Vielzahl von
Faktoren zurtckzufihren. So reagierte die Mehrheiserer HPA-3 Alloantikérper im
MAIPA Assay deutlich starker, wenn HPA-3 homozygogstplattchen verwendet werden (s.
Abb.4.26A). Dieser gendosisabhangige Effekt isthawon anderen Plattchenantigenen
bekannt (Ertel et al., 2005).

Von entscheidender Bedeutung sind unsere Befurals €ine Lagerung von Testplattchen
bei 4 °C innerhalb von 14 Tagen zu einer signifteanReduktion der HPA-3 Reaktivitat
fuhrt.

Eine Empfindlichkeit gegen Proteolyse konnte abler Wsache ausgeschlossen werden.
Ebenso lasst sich die Reaktivitatsabnahme nichithdaime geringe Antikérperkonzentration
im maternalen Serum erklaren (s. Abb.4.28).

Diese Reduktion ist vermutlich auf eine Thromborgldivierung durch Kalte wéahrend der
Aufbewahrung bei 4°C zurtckzufihren. Bei Tempeeiuunterhalb von 15 °C beobachtet
man morphologische Veranderungen, die von eined@&usung der Plattchenmembran mit
Verlust der normalen diskoiden Plattchenform, eiMakuolisierung und der Freisetzung von
Granulainhaltstoffen begleitet sind (Sturk et al982). Hervorgerufen werden diese
kalteinduzierten Veranderungen durch die Bildung wdtinflamenten und dem Anstieg des
zytosolischen Kalziums (Winokur and Hartwig, 1995).

Diese Kalteaktivierung und die Alterung der Plagichwahrend des Lagerungsprozesses
konnten eine drastische Abnahme des Sialinsaurktgehzedingen, welche mafgeblich die
Konformation und Funktion von Plattchenglykoprotgirbeeinflussen kdnnen (Aakhus et al.,
1990; Okumura et al.,, 1976) (Kovacs and Gorog, 19K@tze et al.,, 1993; Steiner and
Vancura, 1985).
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Es liegen publizierte Daten vor, welche auf eindldReon Sialinsauren auf manche HPA-3
Epitope hindeuten (Santoso et al., 1993b; Také,e1%00).

Die hier dargelegten Ergebnisse legen zum ersteh éfen kausalen Zusammenhang
zwischen der Neuraminidaseempfindlichkeit und dexgdrungsinstabilitat von HPA-3
Epitopen nahe (s. Abb.4.31; Abb.4.32). Wahrend Mehrheit der HPA-3a Alloantikorper
gegen ,lagerungsempfindliche” Epitope nicht mit Keuinidase-behandelten Plattchen im
MAIPA reagierten, war die Reaktivitdt von anti-HRR&- gegen ,lagerungsstabile” Epitope

durch den Neuraminidaseverdau nicht beeinflusst.

Die Lagerung von Plattchen in flissigem Sticks{etf45 °C) schutzt in der Gegenwart von
Dimethylsulfoxid (DMSO) die Plattchen vor der Ddgli@rung und bewahrt damit ihre fur

die Hamostase wichtigen Funktionen (Rothwell et 2D00; Stachecki et al., 1991). In
Ubereinstimmung zu diesen Daten zeigen unsere $irdeungen mit kryokonservierten
Plattchen, dass eine Lagerung in flissigem Stitkstie Integritat von HPA-3 Epitopen

bewahren kann (s. Abb.4.34).

Seit kurzem stehen im Labor Hamster-Zelllinien (QHOr Verfiigung, welche HPA-3a und -
3b Alloantigene exprimieren (Kroll et al., 2005blRekombinante Glykoproteine aus
Saugetierzellen weisen eine hohe Variabilitat if®égosaccharidketten auf (Andersen and
Goochee, 1994; Jenkins et al., 1994). Diese Hetmitg im Glykosylierungsmuster des
allbB3 Integrins auf CHO-Zellen beeintrachtigt moglicherse die Detektion der HPA-3a
Alloantikorper.

In meinen Analysen mit solchen Zelllinien zeigtere aneisten HPA-3a Alloantikorper,
welche ,lagerungsinstabile® HPA-3a Epitope erkenneasne verminderte oder keine
Reaktivitdt mit rekombinantem HPA-3a (s. Abb.4.3B)ne &hnliche Beobachtung wurde
kirzlich von Petersen und Kollegen bei der Anwergdwon CHO-Zelllinien fur den
Nachweis von HPA-9b Alloantikdrpern beschriebenéPson et al., 2005).

Im Gegensatz zu bisherigen Beobachtungen (Goldbexgal., 1991; Take et al., 1990)
wurden hier Hinweise darauf gefunden, dass die Nehder HPA-3a Alloantikérper nicht
allein gegen dieallb-Untereinheit, sondern gegen dernlb3-Komplex gerichtet ist (s.
Tab.4.11; Abb.4.33A; Abb.4.33B). Meine experimentellen Datareisen auf &ahnliche
biochemische Eigenschaften von HPA-3b Epitopen hin.

Vor kurzem haben Harrison und Mitarbeiter Uber eind=NAIT Fall durch

.komplexspezifische* anti-HPA-3a Alloantikorper lhtet, welche nur in einem
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Bindungstest mit intakten Plattchen nachweisbaewdHarrison et al., 2003). Diese Befunde

unterstitzen meine immunchemischen Analysen.

Die in dieser Arbeit neu gewonnenen Erkenntnisser idlee strukturellen Erfordernisse von
HPA-3 Epitopen haben auch praktische Konsequenlkrerder Routinediagnostik sollten

frische, homozygote Testplattchen uallb(3-komplexspezifische monoklonale Antikorper
verwendet werden (s. Abb.4.26B). Dadurch lassem HieA-3 Epitope optimal prasentieren
und eine Fehldiagnose der anti-HPA-3 induzierterAANkOnnte vermieden werden. Die
Zuverlassigkeit dieser Methode wurde retrospektiv FINAIT Verdachtsfallen mit einer

fetomaternalen HPA-3a (n = 26) bzw. HPA-3b (n = BiRompatibilitat ohne nachweisbare
maternale Antikorper analysiert. Die Verifizierurgn zwei weiteren FNAIT Fallen, einer
durch anti-HPA-3a und ein weiterer durch anti-HP#-3wvelche mit einer schweren
Thrombozytopenie der Neugeborenen assoziiert warerdeutlich die Bedeutung dieser
Daten (s. Kapitel 4.4.8).

Zurzeit werden im Labor neue Testverfahren zur Kigir plattchenreaktiver Antikorper
entwickelt. Gereinigte humane und rekombinante t€H@nalloantigene werden an eine
Festphase immobilisiert (Sensorchip, Polystyremipait und die Antikérperbindung direkt
ohne Wasch- oder Markierungsschritte in der Obehni#iplasmonresonanz-Technologie
(SPR) (Santoso S., Kroll H., Andrei-Selmer C.Bgcher I, Rankin A., Kretzschmar E.,
Watkins N.A., 2006) S$ocher I, Kroll H., Santoso S., 2006) oder der
Gelagglutinationstechnik (Bakchoul et al., 2007¢hrgewiesen.

Erste Daten zeigen jedoch, dass diese Methodemuenafgler strukturellen Anforderungen an
das HPA-3 Epitop nicht zur Detektion seiner kormegpierenden Antikdrper geeignet sind
(Bakchoul et al., 2007) (s. Kapitel 4.4.9).

5.7 Die posttransfusionelle Purpura

Die posttransfusionelle Purpura (PTP) ist eine eKltansfusionsreaktion, welche nahezu
stets mit hochtitrigen plattchenspezifischen HPA-ABoantikbrpern assoziiert ist. Im

Gegensatz zur FNAIT verursachen diese AlloantikOrpeeistens eine ausgepragte
Blutungskomplikation. Tédliche Blutungsfolgen wurdéei 7 von 75 Patienten (Mueller-
Eckhardt, 1986) sowie bei 2 von 38 Patienten (Kebkl., 1993) beobachtet.
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Vor kurzem wurde in einer Studie gezeigt, dassdR#R-1a Antikbrper von PTP Patientan
vitro eine schwere Hemmung delb[(3-vermittelten Fibrinogenbindung induzieren kénnen
(Kroll et al., 2005a). Diese inhibierenden Eigereftdn der Alloantikorper kénnten im
Zusammenhang zu dem schweren Verlauf der PTP stehen

Hier wurde beobachtet, dass die Epitopstruktur 3P AlloantikGrpern nicht von einem
Aminosaureaustausch (Leu33Val) in der HPA-la kasiden Sequenz zerstort wird
(Santoso S., Kroll H., Andrei-Selmer C.ISpcher |, Rankin A., Kretzschmar E., Watkins
N.A., 2006) (s. Abb.4.10.). Offensichtlich ist ime@ensatz zur FNAIT keine komplexe
Struktur desallb3 Integrins zur Epitopexpression erforderlich, veash ebenfalls in ihrer

Stabilitat gegentber einer SDS-Denaturierung umerePlattchenalterung (s. Tab. 4.11)
widerspiegelt. Aus bisher publizierten und eigen€rkenntnissen sind dartber hinaus
Glykosylierungen nicht relevant. Diese Epitopint&drwiderspiegelt vermutlich die hohe
Polyklonalitat an Antikorpern, die wahrend der sai@ren Immunantwort der PTP gebildet

werden.

Die Echtzeitanalyse im Biacore bestatigt die hofé@er von PTP HPA-1 Alloantikdrpern
und deren hohe Affinitat (s. Abb.4.25A), welche fdieses Syndrom postuliert wurden
(Mueller-Eckhardt, 1986; Shulman et al., 1961).isEsanzunehmen, dass insbesondere diese
Antikorpereigenschaften fir die hemmende Wirkung B&ttchenfunktion verantwortlich

sind.

Entgegen den serologischen Daten (MAIPA Assay)reifid® Patientin (Kiefel et al., 2005)
wurden im SPR jedoch keine pseudospezifischen Atitaaper gegenallb33, sondern
spezifische anti-HPA-l1a Alloantikorper detektieEine HPA-la spezifische Interaktion
wurde auch bei zwei weiteren PTP Patienten aus #membozytopenischen Phase gezeigt.
Das das immobilisiertellb3 Protein Autoepitope exprimiert, wurde am Beispeh anti-
allb3 Antikérpern einer Patientin mit Autoimmunthromlgtzpenie demonstriert (s.
Abb.4.25B).

Die beobachtete Reaktivitat von PTP Alloantikérpstaht im Widerspruch zu der These,
dass wahrend der sekundaren Immunreaktion bei dé? Bin zweiter autoreaktiver
Antikorper gebildet wird (Kiefel et al., 2005; Muet-Eckhardt, 1986). Andere Autoren
haben gemutmaldt, dass es zur Adsorption von HPAdsitiven Antigen-Antikérper
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Komplexen (Shulman et al., 1961) oder I6slichemdfandierten Alloantigen (Kickler et al.,
1986) an die HPA-1a negativen Plattchen der Patrekbmmt. Diese unterstlitzen meine
Befunde und geben eine mogliche Erklarung fur giezgische Interaktion mit HPA-1a im
SPR.

Diese Beobachtungen schlieBen jedoch die Existeemdwmspezifischer Autoantikorper als
Ursache anderer PTP Falle nicht aus. Kurzlich heatkis plattchenreaktivexllb33
Autoantikdrper im B-Zell Repertoire einer PTP Patie nachgewiesen (Watkins et al.,
2002b). Zudem wurden bei einigen PTP Patientengadaive Autoantikdrper der GPIb/IX
Spezifitat wahrend der thrombozytopenischen Phaskwahrend der Phase mit normaler
Thrombozytenzahl identifiziert (Taaning and Tonmg<sk999).

Die hohe pathogene Relevanz von PTP Alloantikbrpeurde dartber hinaus von Dr. Brian
Boylan in erstenn vivo Versuchen mit einem neuen NOD/SCID Mausmodell gg£Boylan

et al., 2006) (s. Abb.4.23). Dieses Modell wird eafich dazu beitragen, die Mechanismen
der antikorpervermittelten und komplementvermigeltPlattchenelimination und -lyse im

Pathomechanismus der PTP besser zu verstehen.
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6 Zusammenfassung

Die fetale und neonatale Alloimmunthrombozytopen(ENAIT) wird durch eine
fetomaternale HPA (Humane Plattchen Alloantigem&pmpatibilitat zwischen Mutter und
Kind mit maternaler Alloantikdrperbildung verursacbie Feten bzw. Neugeborenen kénnen
schwere hamorrhagische Diathesen erleiden. Bei &&eakn sind in der Mehrheit der
Erkrankungen Plattchenalloantigene déib33 Fibrinogenrezeptors involviert, insbesondere
HPA-1a und HPA-3a.

In dieser Arbeit wurde die Bedeutung von einer alalen Anzahl von Tandem Repeats
(VNTR) in der Promotorregion des diaplazentaren rFcRezeptors (Projekt 1),
Epitopspezifitat (Projekt 2), Affinitdt und Komplemtbindungseigenschaften von
Antikorpern (Projekt 3) als pradisponierende Fadmoauf die Schwere der FNAIT, sowie der
Einfluss von unterschiedlichen Faktoren auf dieb8tat von HPA-3 Epitopen (Projekt 4)

und die Effekte von Alloantikdrpern auf humane lé&nin vivo (Projekt 5) untersucht.

Im ersten Projekt wurde die Auswirkung der beiden haufigsten FCRreIBINNTR2 (7.5 %)
und VNTR3 (92 %) auf die TranskriptionsaktivitatsdeEcRn Promotors und die Expression
des FcRn Rezeptors auf mRNA- und Proteinebene sudkt. Die Monozyten von VNTR3
homozygoten Individuen exprimieren das 1.66 Facklrman FcRn Transkript im Vergleich
zu VNTR2/3 Heterozygoten (p = 0.002). In Uberemstiung fiihrt das VNTR3 Allel im
Reportergen-Assay zu einer zweifach effektivereanskription des Reportergens (p < 0.01).
Die geringere Menge an FcRn Transkript bei Tragges VNTR2 Allels fuhrt zu einer
geringeren Rezeptordichte auf der Zelloberflachen \Wonozyten, welche durch eine
signifikant verminderte IgG Bindungskapazitat (p0=021) reflektiert wird (Sachs U.J,
Socher I, Braeunlich C.G., Kroll H., Bein G., Santoso )08). Eine Assoziationsstudie mit
104 FNAIT Patienten ergab jedoch keinen signifieantZusammenhang zwischen dem
VNTR Genotyp und der Schwere der Thrombozytopek®.wird daher postuliert, dass
aufgrund der geringen Frequenz des VNTR2 Allelsdiferentielle FCRn Expression keine
entscheidende Bedeutung fur die klinische Hetent@eder FNAIT hat.

Im zweiten Projekt wird die Epitopspezifitat von HPA-1a Alloantikbmmeam Beispiel der
neutralen (3-Leu33Val Punktmutation untersucht und mit der pgyagung der
Blutungsneigung assoziiert. Das Epitop der meist€¥A-1la Alloantikbrper wird von der

Lange des aliphatischen Seitenkettenrestes,{&idppe) der Aminosaure Leu33 (HPA-1a)
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kontrolliert, so dass ein Austausch der Aminosduee gegen Val das HPA-la Epitop
zerstort. Nur in seltenen Fallen wird eine Kreaktevitdt von HPA-1a Alloantikdrpern mit
der33-Val33 Variante beobachtet, die auf die Art undufitikeit der Antigenexposition und
die Klonalitat der Antikdrper zuriickzufihren istiecDAnwesenheit solcher Antikérper kann
mit einer schweren Thrombozytopenie des Neugebar@assoziiert sein. Dies verdeutlicht
die Immunogenitat der neuen HPA-1 Variante, jedacinden bisher keine naturlichg8-
Val33 Antikorper gefunden (Santoso S., Kroll H.,dkei-Selmer C.L.Socher I, Rankin A.,
Kretzschmar E., Watkins N.A., 2006).

Die HPA-la Alloantikérperheterogenitat bereitet ebliche Schwierigkeiten in
gegenwartigenin vitro Testverfahren (MAIPA Assay). Eigenen Beobachtungefolge
werden in 22.9 % aller FNAIT Verdachtsfélle keinerdespondierenden maternalen HPA-1a
Alloantikorper detektiert.Im dritten Projekt wurde ein neues Testverfahren (Surface
Plasmon Resonance, SPR) zur Echtzeitanalyse derIHRIFoantikdrperbindung erfolgreich
etabliert Gocher 1, Kroll H., Santoso S., 2006). Dieses kann HPA-lo#htikbrper
spezifisch diskriminieren und auch schwache HPAHbahtikbrperbindungen nachweisen,
welche in bisherigen Methoden einer Dissoziationtediegen. Neugeborene ohne
Blutungszeichen zeigen signifikant geringere maternAntikbrperkonzentrationen (p =
0.037) im Vergleich zu Neugeborenen mit Blutung&chwere Blutungskomplikationen
konnten ihre Ursache in einer erhthten Antikorderafit haben (p = 0.304). Die
Pradiktivitat dieses Parameters muss jedoch weilkengd im Rahmen von
Pranatalscreeningprogrammen Uberprift werden. DieaAtikdrperaffinitdt nimmt von der
ersten zur zweiten Schwangerschaft zu. Diese Béolag reflektiert vermutlich eine
Reifung der Immunantwort im Verlauf der FNAIT. Esunden keine Hinweise auf eine

Aktivierung der klassischen Komplementkaskade mRMAIT vorgefunden.

Im vierten Projekt konnte entgegen den bisherigen Befunden gezeigtenedass auch die

HPA-3 Epitopexpression von der Struktur add#33 Integrins abhangt. Die Mehrheit der
HPA-3 Alloantikdrper erkennt eine komplexe antigédeterminate, welche von der Struktur
des allb3 Komplexes bestimmt wird. Neben der Integrinstnuktragen Sialinsduren

malf3geblich zur Bildung von HPA-3 Epitopen bei. Beldlarameter bedingen offensichtlich
die beobachtete Lagerungsinstabilitat der HPA-3dpgixpression. Aufgrund der komplexen
strukturellen Anforderungen des HPA-3 Epitopesdist SPR Technologie mit gereinigtem
Antigen nicht zur Detektion von HPA-3 Alloantikbmmegeeignet. Diese kbnnen im MAIPA
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Assay unter Verwendung von frischen HPA-3 homozggd®latichen (Tag O der Isolierung)
oder alternativ kryokonservierten Plattchen mitféivon monoklonalen Antikérpern gegen
denallb3-Komplex zuverldssig nachgewiesen werd8ocher I, Zwingel C., Santoso S.,
Kroll H., 2007, accepted for publication in Transifun, 14.08.2007).

Im funften Projekt wurde gezeigt, dagddOD/SCIDMause eine funktionella vivo Analyse
der humanen Alloantikbrperbindung mit Aussage Ulke pathogene Relevanz der

Alloantikdrper ermdglichen.
Eine Analyse plattchenreaktiver Alloantikbrper imadsmodell undn vitro durch SPR-

Technologie kdnnte zukulnftig helfen, das Risikoeeidrastischen Blutungskomplikation far

den Feten bzw. Neugeborenen und deren Sterblichlkesienken.

155



Kapitel 7 Summary

7 Summary

Fetal and neonatal alloimmune thrombocytopenia (HNAesults from feto-maternal HPA
(Human platelet alloantigen) incompatibility with aternal alloantibody formation. The
fetuses and newborns can suffer from severe habago syndromes. Among Caucasians,
platelet alloantigens localized on the plateletifibgen receptoallb33 are most common in
this disease, particularly HPA-1a and HPA-3a.

In this study, the role of a variable number ofdam repeats (VNTR) polymorphism in the
promoter region of the diaplacental FcRn receppoojéct 1), epitop specificity (project 2),
affinity and complement-fixing properties of allddoodies (project 3) as predictable values
for the severity of FNAIT, of different physical ©@emeters on the stability of HPA-3 epitopes
(project 4) and the effect of alloantibodies on lamnplateletsin vivo (project 5) were

analyzed.

The first presented studyreveals the effect of the most common FcRn all&ds'R2
(7.5 %) and VNTR3 (92 %) on the diaplacental Igénsfer by analyzing the transcriptional
activity of the FcRn promoter and the receptor egpion at the mRNA and protein level.
Monocytes from VNTR3 homozygous individuals exprés&6 fold more FcRn transcript
than do monocytes from VNTR3/2 heterozygotes (pGHD). In reporterplasmid assays the
VNTRS allele transcribes the reporter gene twiceféectively as does the VNTR2 allele (p <
0.01). Finally, cells of VNTR2 carriers expresssléxRn on the cellular surface leading to
significant diminished 1gG-binding capacity undeidac conditions (p = 0.021) (Sachs U.J,
Socher I, Braeunlich C.G., Kroll H., Bein G., Santoso 008). However, genotyping the
VNTR alleles in a large cohort of 104 FNAIT casesealed no significant association to the
severity of FNAIT. Because of the low frequencytioé VNTR2 allele | speculate that the

differential FcRn expression has no significant meg for the pathogenesis of FNAIT.

The second studydemonstrates the different epitope specificity1®¥A-1a alloantibodies by
characterization of the neutral Leu33Val point niota Most HPA-la alloantibodies
recognize an epitope that is controlled by the tlengf the aliphatic amino acid Leu33
residue; the substitution of leucine into valingams the formation of HPA-1a epitope. Only
some HPA-1a alloantibodies can cross-react witm#we Val33 variant which can be refered
to the origin and clonality of these alloantibodi&he presence of such alloantibodies might

be responsible for severe thrombocytopenia of #veborn. This reflects the immunogenicity
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of the new HPA-1 variant, however, naturally ocgrantibodies againgt3-Val33 have
still not been found (Santoso S., Kroll H., And8simer C.L.,Socher I, Rankin A.,
Kretzschmar E., Watkins N.A., 2006).

The heterogeneity of HPA-l1a alloantibodies describe this study hampers our current
platelet antibody testing. Regarding to observatiam about 22.9 % of cases that are
clinically highly suspicious for anti-HPA-la FNAITnho maternal alloantibodies were
detected.In the third project | established successfully a new method allowiegl-time
analysis of platelet HPA-1a alloantibody binding burface plasmon resonance (SPR)
technology $ocher I, Kroll H., Santoso S., 2006). By this techniquewias possible to
demonstrate the presence of low-affinity HPA-laoalls that were missed by standard
antigen capture immunoassay, most probably by dagon of antibody during washing
processes. Newborns without bleedings show sigmfic lower maternal antibody
concentrations (p = 0.037) than in cases with hadragic syndromes. Severe bleeding
complications might be related to high antibodyrety (p = 0.304). However, the predictive
value of this parameter should be further provedpienatal screening programs. The
observed increase in antibody affinity from thestfito the second pregnancy may reflect a
maturation process of the immune response in tharseoof FNAIT. The classical

complement cascade seems not to be involved ipattmgenesis of FNAIT.

In contrast to previous studies this thesis prasemtdencan the fourth project that the
expression of the HPA-3 epitope critically depermuas the allb3 integrin structure. The
majority of HPA-3 alloantibodies recognize a moremplex antigenic determinant
comprising theallb3 heterodimer. Beside the importance of three-dsioeral integrin
structure, the presence of sialic acids is requicedhe stability of HPA-3 epitopes. These
physical parameters seem to be related to a caoabigeinstability of HPA-3 antigenic
determinants observed during platelet storage df.4Unfortunately, SPR technology with
purified antigen is not suitable for the detectadrHPA-3 alloantibodies, probably due to the
complexity of epitope requirements. Therefore, tileage of homozygous HPA-3 fresh
platelets or alternatively cryopreserved platesetd the application of monoclonal antibodies
againstallbf33-complex in MAIPA assay are unevitable for thereloterization of HPA-3
alloantibodies $ocher I, Zwingel C., Santoso S., Kroll H., 2007, accept@dpublication in
Transfusion, 14.08.2007).
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In the fifth project it was demonstrated that a nédWDD/SCID mouse model allows a
functional analysis of alloantibody-mediated efeeoh human platelets with characterization
of their pathogenic relevanae vivo.

The implementation of thig vivo analysis andh vitro analysis by the use of SPR technology
in prenatal diagnostic may help in the future tduee the number of cases with severe

FNAIT-related complications.
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Abb. Abbildung

ACD Acid citrate dextrose

ACE Antigen-specific capture assay

ADP Adenosindiphosphat

AG-AK Antigen-Antikérper Komplex

AITP Autoimmunthrombozytopenie

APC Antigenprasentierende Zelle

AS Aminosaure

Ass Assoziation

bp Basenpaare

BSA Bovine serum albumin

CD Cluster of differentiation

C1 Komplementkomponente C1

CHO Chinese hamster ovary

COS Cercopithecus aethiops

Cys Cystein

d Tag

DC Dendritische Zelle

Diss Dissoziation

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
DNA Desoxyribonukleinsaure

dNTP's Desoxynukleotid-triphosphate

E.coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EGF Epidermal growth factor

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay
FACS Fluorescence activated cell sorting
FcRn neonataler Fc Rezeptor

FITC Fluorescein-Isothiocyanate

FKS fotales Kalberserum

FNAIT Fetale und neonatale Alloimmunthrombozgoje
GAPDH Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
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GB Gastrointestinalblutung

GIn Glutamin

GP Glykoprotein

GPI Glycophosphatidylinositol

h Stunden

H Heavy chain

HB Hautblutung

HBK Hammelblutkérperchen

HIV Human immune deficiency virus

HNK Hamolytische Neugeborenenerkrankung
HLA Human leucocyte antigen

HPA Human platelet antigen

HSNP Human single nucleotide polymorphism
ICH Intracranial haemorrhage

Ig Immunglobulin

lle Isoleucin

IUTT Intrauterine Thrombozytentransfusion

v Intravenos

Ko Kontrolle

L Light chain

L, Leu Leucin

MACE Monoclonal antibody specific capture assay
MAIPA Monoclonal antibody immobilisation of pldét antigens
mMAK monoklonaler Antikorper

MEM Minimal essential medium

MFI Mean fluorescence intensity

MHC Major Histocompatibily Complex

min Minuten

MKBR Mikrokomplementbindungsreaktion

Mr Molekulargewicht

MRNA messenger RNA

MW Mittelwert

Neu Neuraminidase

NHS-LC N-Hydroxy-Succinimido LC

NHS Humanes Normalserum
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NK Negative Kontrolle

NOD/SCID Nonobese diabetic/immune-deficient
PAIFT Plattchen-Adhasions-Immunfluoreszenztest
PalgG Plattchen-assoziiertes IgG

PBS Phosphate buffered saline

PCR Polymerase chain reaction

PGE1l Prostaglandin E1

Pl Phosphoinositol

PK Positive Kontrolle

PLAP Plazentare alkalische Phosphatase

PO Peroxidase

PP Polypropylen

PPP Platelet poor plasma

Pro Prolin

PRP Plattchenreiches Plasma

PSI Plexine, Semaphorine, Integrine

PTP Posttransfusionelle Purpura

PTR Platelet Transfusion Refractoriness

R Ruckwarts

R, Arg Arginin

RES Retikuloendoplasmatisches System
RFLP Restriction fragment length polymorphism
rhu rekombinant human

RNA Ribonukleinsaure

RPMI Roswell Park Memorial Institute

RT Raumtemperatur

RU Resonance Units

S Sekunden

S. siehe

SDS-PAGE Sodium-Dodecyl-Sulfat Polyacrylamid-Ge&rophorese
Ser Serin

SPR Surface plasmon resonance

SS Schwangerschaft

SSP Sequence-specific primer

SSW Schwangerschaftswoche
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STABW Standardabweichung

Upm Umdrehungen pro Minute

\% Vorwarts

V, Val Valin

VNTR Variable number of tandem repeats
Vs. Versus

WGA Wheat-Germ-Agglutin
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Tab. 10.2 Seren von FNAIT und PTP Patienten mit anti-HPA-1&, -3a, -3b und
AITP Patienten mit antiallb33.

Antikérperspezifitat Nummer | Herkunft |Antikdrperspez ifitat Nummer Herkunft
Val33-Studie
HPA-1a 12422/03 FNAIT HPA-1a 124292/99 FNAIT
13956/04 FNAIT 6712/01 FNAIT
11934/02 FNAIT 5964/01 FNAIT
14497/04 FNAIT 29121/81 FNAIT
11114/04 FNAIT 95667/94 FNAIT
9767/02 FNAIT 80625/91 FNAIT
10054/02 FNAIT 3042/00 FNAIT
122518/99 FNAIT 304/00 FNAIT
124184/99 FNAIT 121935/99 FNAIT
10777/03 FNAIT 96303/94 FNAIT
12746/03 FNAIT NOO1* FNAIT
36669/82 FNAIT NO02* FNAIT
7048/01 FNAIT NOO3* FNAIT
7579/02 FNAIT NO04* FNAIT
8230/02 FNAIT NOO5* FNAIT
8720/02 FNAIT NOO6* FNAIT
9292/02 FNAIT NOO7* FNAIT
122427/99 FNAIT NOO8* FNAIT
122963/99 FNAIT NOO09* FNAIT
4739/01 FNAIT NO10* FNAIT
179/00 FNAIT NO11* FNAIT
4515/01 FNAIT NO013* FNAIT
3103/00 FNAIT NO014* FNAIT
122211/99 FNAIT NO15* FNAIT
NO16* FNAIT
HPA-1a 42900/83 PTP
43799/83 PTP
49176/85 PTP
51828/88 PTP
SPR-Analyse, MKBR, NOD/SCID Mausmodell
HPA-1a 19206/06 FNAIT 11664/03 FNAIT
80625/91 FNAIT 19058/06 FNAIT
17851/05 FNAIT 119152/98 FNAIT

181



Kapitel 10 Anhang
36669/82 FNAIT 15265/04 FNAIT
3101/01 FNAIT 16394/05 FNAIT
12746/03 FNAIT 10634/02 FNAIT
18823/05 FNAIT 15755/04 FNAIT
16304/05 FNAIT HPA-1b 106714/95 FNAIT
12422/03 FNAIT HPA-1a 19466/06** PTP
20534/06 FNAIT 37691/82 PTP
96389/94 FNAIT 45101/01 PTP
14963/04 FNAIT 31592/81 PTP
122429/99 |  FNAIT Patient W PTP
6712/01 FNAIT allbp3 16514/05 ITP
5429/01 FNAIT
Anti-HPA-3 Studie
HPA-3a 87795/92 FNAIT HPA-3a 114827/97 | FNAIT
11490/97
82813/91 FNAIT 4099/01 FNAIT
110457/96 |  FNAIT 12430/03 FNAIT
15662/04
10886/03 FNAIT 16540/05**** | FNAIT
17454/05%+*+
1256/00 FNAIT 70772/89 PTP
99433/94 FNAIT HPA-3b 16746/05%**** FNAIT
73101/89 FNAIT 59681/87 PTP

* Department of Haematology, University of Cambedand National Blood Service, Cambridge, UK

** |nstitut fir Transfusionsmedizin, Rostock

*** Blood Research Institute, Wisconsin, Milwaukdé¢SA

=+ University Clinic for Blood Group Serology ahTransfusion Medicine, Graz, Ostereich

*xxk% Saitama Red Cross Blood Center, Saitama, Japa
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Tab. 10.2 Identifikationsnummern der DNA Proben von Feted dleugeborenen.

Intrauterin (Kollektiv I) Neonatal (Kollektiv II)
120069/98 5348/01 13955/04 6235/01
120362/98 5866/01 12889/03 5905/01
120407/98 6153/01 12711/03 122972/99
121224/98 6995/01 12421/03 5705/01
121594/98 7149/01 12075/03 5665/01
121453/98 7357/02 11933/01 5428/01
121681/98 7495/02 11663/03 5457/01
121614/98 8183/02 11151/03 5380/01
121812/98 8276/02 11075/03 5049/01
123552/99 8818/02 10794/03 5021/01
123285/99 8821/02 10776/03 4738/01
123523/99 9106/02 10563/02 4659/01
124148/99 9322/02 10053/02 3904/01
123553/99 9697/02 9766/02 3648/01
125110/99 10640/02 9615/02 12725/03
125111/99 11027/03 9347/02 1544/00
125525/99 11103/03 9291/02 3102/00

1187/00 11167/03 9120/02 178/00
1076/00 11555/03 8719/02 1356/00
1433/00 12044/03 8264/02 3031/00
1891/00 12564/03 8229/02 579/00
1956/00 12862/03 7969/02 1285/00
2328/00 13532/03 7955/02 2710/00
4555/01 14057/04 7578/02

4601/01 14339/04 7047/01

4904/01 15327/04 6737/01

4990/01 15330/04 6711/01
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Klinische Falldokumentation von zwei HPA-1a negatien FNAIT Mttern

FNAIT Mutter 1:

In erster Para hat die 23-jahrige Mutter ihr Kinddier 41. Schwangerschaftswoche (SSW) entbunden
(w, 2900 g, Apgar 9/10/10). Zwei Tage nach der Geistidie Plattchenzahl auf 4*1Q gefallen und
Petechien manifestierten sich als Folge der Thraytopenie. Die Transfusion eines
Thrombozytenkonzentrates und die intravendse Gahelmmunglobulinen (IVIG) fuhrten nicht zu
einem Anstieg der Thrombozytenzahl. Nach Transfusimn maternalen Plattchen am Tag 4 stieg die
Thrombozytenzahl auf 273+ an. Computer Tomographie am Tag 5 diagnostiziggichen einer
intrauterin aufgetretenen intrakraniellen Blutuije Thrombozytenwerte normalisierten sich nach
zweimaliger Substitution von maternalen Plattcharerhalb von 4 Wochen. Zu dieser Zeit konnten
serologisch (MAIPA Assay, PAIFT) keine Antikbrpeachgewiesen werden (Fall 1.1) (s. Abb.
4.20A). Sechs Jahre spater war die Mutter ernduvaeger (2. Para). Wahrend der serologischen
Untersuchung in der 34. SSW wurden nur im Plattadeasions-Immunfluoreszenstest (PAIFT)
schwache HPA-la Alloantikdrper detektiert (Fall)1.Rlach Sectio in der 34+5 SSW wurde ein
Neugeborenes mit schwerer Thrombozytopenie (3Hl@ntbunden (2960g, Apgar 8/9/9). Nach
sofortiger Transfusion von maternalen Plattcheagsin die Thrombozytenwerte auf 265%1L0an.

Die Thrombozytopenie manifestierte sich in Hautlohgfen, intrakranielle Blutungen wurden nicht
beobachtet. Am Tag 2 und 3 wurde IVIG verabreidiach erneutem Abfall der Thrombozytenzahl
auf 65*10/L wurden kompatible Spenderthrombozyten am Tag#asfundiert, infolge derer sich die
Thrombozytenwerte normalisierten. Postnatal konrit#PA-la Alloantikérper durch eine starke
Reaktion im MAIPA Assay und PAIFT nachgewiesen veer¢Fall 1.3) (s. Abb. 4.20A).

FNAIT Mutter 2:

In erster Para hat die 29-jahrige Mutter ihr Neugebes in der 40. SSW entbunden (3245, Apgar
9/10). Postnatal bildeten sich infolge der schweéFerombozytopenie (2*1¥L) multiple Petechien.
IVIG Gabe und Transfusion eines Plattchenkonzesgdrdiihrten nicht zu einem Anstieg der
Thrombozytenzahl. Nach Transfusion von drei HPAggativen Plattchenkonzentraten am Tag 2, 8
und 14 und Kortikosteroidgabe stabilisierten sia Thrombozytenwerte (Fall 2.1). Serologisch war
der Antikérpernachweis negativ (PAIFT, MAIPA Assaywei Jahre spater war die Mutter erneut
schwanger. Nach fetaler Blutentnahme in der 23. &Bwte ein starker HPA-1a Alloantikorper im
MAIPA Assay und PAIFT detektiert werden (Fall 2(8) Abb. 4.20A).
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