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1 Einleitung 
 

1.1 Fetomaternale Inkompatibilität 
Bei jeder Schwangerschaft stellt sich eine für den menschlichen Körper sehr ungewöhn-

liche Situation ein: Fremdes Gewebe mit fremder DNA wird vom Immunsystem des müt-

terlichen Organismus über neun Monate hinweg geduldet. Doch in einigen wenigen Fäl-

len greift dieser Körper, der sonst alles darauf auslegt, dem Fetus ideale Bedingungen 

zum Wachsen, Entwickeln und Gedeihen zu schaffen, einige fetale Zellen an. Besonders 

prominent ist hier der Morbus haemolyticus neonatorum. Bei dieser Erkrankung, die 

schon seit über 400 Jahren bekannt ist (Kjeldsen-Kragh & Ahlen, 2020), immunisiert sich 

die Mutter gegen Antigene auf der Oberfläche von kindlichen Erythrozyten. Weniger be-

kannt, aber dennoch von erheblicher klinischer Bedeutung, sind die Neonatale Alloim-

munneutropenie und die Fetale/neonatale Alloimmunthrombozytopenie. Bei diesen Er-

krankungen befinden sich die Antigene auf neutrophilen Granulozyten, beziehungsweise 

Thrombozyten des Kindes. Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Fetalen/neonata-

len Alloimmunthrombozytopenie. 

 

 

1.2 Fetale/neonatale Alloimmunthrombozytopenie 
 
1.2.1 Einführung 

Bei der Fetalen/neonatalen Alloimmunthrombozytopenie (FNAIT) immunisiert sich die 

Mutter gegen Antigene auf den Thrombozyten des Feten. Ihr Immunsystem bildet Anti-

körper, die über die Plazenta ins fetale Blut gelangen, an die fetalen Thrombozyten binden 

und zu einer Zerstörung der so markierten Thrombozyten führen. Etwa eine von 1500 

Schwangerschaften ist betroffen (de Vos et al., 2020). 

Neben einer teils schweren Thrombozytopenie (unter 50 × 109/l) fallen die betroffenen 

Kinder mit verschiedenen Blutungszeichen auf. In 90% der Fälle treten petechiale Blu-

tungen auf, 66% haben Hämatome, 30% gastrointestinale Blutungen. Auch Hämoptysen, 

Hämaturie und retinale Blutungen können auftreten (Sachs et al., 2012). Betroffene Kin-

der kommen überdurchschnittlich häufig mit einem niedrigen Geburtsgewicht auf die 

Welt (Mueller-Eckhardt et al., 1989; Tiller, Killie, Husebekk, et al., 2012). Etwa die 
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Hälfte der Kinder werden transfusionspflichtig (van der Lugt et al., 2015), trotzdem ist 

auch ein vollkommen asymptomatischer Verlauf möglich (Sonneveld et al., 2016). 

Als schwerwiegendste Komplikation gilt die intrakranielle Blutung (ICH), die 10-25% 

aller Schwangerschaften mit FNAIT betrifft (Kamphuis et al., 2014; Sachs et al., 2012). 

Die Prognose von ICHs ist ausgesprochen schlecht. Die Mortalität bis zum vierten Le-

benstag beträgt 35%, über 50% der überlebenden Kinder leiden unter langfristigen neu-

rologischen Beeinträchtigungen (Tiller et al., 2013), wie schwerer mentaler Retardierung, 

kortikaler Blindheit, Krampfanfällen, sowie zerebralen Lähmungen (Bonacossa & Joce-

lyn, 1996). 

 

Die Antigene befinden sich auf fetalen Thrombozyten und werden als HPAs - Humane 

Plättchen Antigene - bezeichnet. Eine Immunisierung kann stattfinden, wenn der Fetus 

ein Antigen vom Vater geerbt hat, das sich nicht auf mütterlichen Thrombozyten befindet 

und daher dem mütterlichen Immunsystem unbekannt ist. Die HPAs befinden sich auf 

verschiedenen Glykoproteinen. 

Die Häufigkeit verschiedener HPAs und damit FNAIT-verursachender Inkompatibilitä-

ten variiert dabei zwischen ethnischen Gruppen. HPA-1a (in älteren Veröffentlichungen 

auch als PlA1 oder Zw(a) bezeichnet) ist bei Kaukasiern mit 75% der häufigste Verursa-

cher von FNAIT (Mueller-Eckhardt et al., 1989) und befindet sich auf dem Integrin β3 

(Kornecki et al., 1985). Weitere 15% werden durch HPA-5b auf dem Glykoprotein Ia 

verursacht (Sachs 2014). Bei Asiaten steht HPA-4b im Vordergrund, was bei Kaukasiern 

eine Rarität darstellt (Ohto et al., 2004). 

Bislang (Stand November 2022) sind vom Komitee für Plättchennomenklatur 35 ver-

schiedene HPAs auf 5 Glykoproteinen anerkannt (siehe Abbildung 1), die Liste wird je-

doch laufend erweitert (Versiti (October, 2020). HPA Database.) 

(Versiti (October, 2020). HPA Database., 2020) 
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Abbildung 1: Lokalisation der Humanen Plättchenantigene (HPAs) 1-27 auf Oberflächenproteinen 

Bisher sind 35 verschiedene HPAs auf fünf Glykoproteinen bekannt, die eine alloimmune Thrombozyto-

penie verursachen können. HPA-1a befindet sich auf dem Glykoprotein IIb/IIIa. Abbildung aus (Z. Y. Chen 

et al., 2019).  
 

Gerade wenn der Vater homozygot für das auslösende Allel ist, ist diese Erkrankung be-

lastend für viele Paare, denn Kinder erben immer das potentiell krankheitsauslösende Al-

lel. In der Folge erleben betroffene Paare oft Fehlgeburt nach Fehlgeburt oder mehrere 

Schwangerschaften mit kritisch kranken Kindern (Xu et al., 2018). Jede vierte Mutter 

eines Kindes mit ICH erlebte schon mindestens eine Totgeburt im dritten Trimester (Til-

ler et al., 2013). Da die Langzeitfolgen von ICHs potenziell gravierend sein können und 

lebenslange Pflege eines Kindes mit bleibenden neurologischen Beeinträchtigungen be-

inhaltet, ist eine frühzeitige Diagnostik und risikoarme und trotzdem effiziente Präven-

tion von ungeheurer Bedeutung. Leider fehlt uns bislang ein zuverlässiger Labormarker, 

um das Risiko schwerer Thrombozytopenien und ICHs abschätzen zu können (Birchall 

et al., 2003; Sachs, 2020; Tiller et al., 2016). 

 

Der Schweregrad der Klinik korreliert nicht genügend mit der fetalen Thrombozytenzahl. 

Es gibt Kinder, die bei Thrombozytenzahlen im Referenzbereich eine intrakranielle Blu-

tung entwickeln (Bussel et al., 2010), gleichzeitig verlaufen aber etwa 90% aller Schwan-

gerschaften mit FNAIT und schwerer Thrombozytopenie des Feten ohne ICH (Sachs et 

al., 2012). Die Bestimmung der fetalen Plättchenzahl erfordert zudem einen invasiven 
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Eingriff und geht mit nicht unbedeutenden Komplikationsrisiken einher (Winkelhorst, 

Murphy, et al., 2017). 

Auch die Konzentrationsbestimmung der Anti-HPA-1a-Antikörper hat sich nicht bewäh-

ren können, um ICHs vorherzusagen und das therapeutische Vorgehen festzulegen 

(Sachs, 2020). Mit einem negativ prädiktiven Wert von 88-95% könnte die Antikörper-

konzentration unter bestimmten Umständen (richtiger Messzeitpunkt und Titration der 

Antikörper (AK) mittels MAIPA) jedoch geeignet sein, um Fälle mit niedrigem Risiko 

zu identifizieren (Kjær et al., 2019). 

Bis jetzt war der Ausgang der vorherigen Schwangerschaft der einzige verlässliche Mar-

ker (Birchall et al., 2003; Bussel et al., 1997, 2010) - einer allerdings, der ausscheidet, 

wenn es sich um die erste Schwangerschaft handelt. Im Gegensatz zur Rhesusinkompa-

tibilität sind in 51% aller Fälle jedoch auch Erstschwangerschaften schon betroffen (Ber-

trand et al., 2011; Mueller-Eckhardt et al., 1989). 

In letzter Zeit mehren sich Hinweise, dass unterschiedliche Subtypen von Anti-HPA-1a-

Antikörpern unterschiedliche klinische Auswirkungen haben und damit die Untersu-

chung der Zusammensetzung maternaler Seren, sowie die Unterscheidung in Antikör-

persubtypen einen prognostischen Vorteil bringen würde (Kroll et al., 2005; Santoso et 

al., 2016). Eine These, die auch einen Erklärungsansatz für die niedrige Aussagekraft der 

AK-Titer bietet: Ein Serum mit einem hohen Titer eines ungefährlichen AK-Subtyps wird 

weniger schlimme klinische Auswirkungen haben, als ein Serum mit vergleichsweise 

niedrigen Konzentrationen eines sehr gefährlichen AK-Subtyps. 

 

1.2.2 Pathogenese: Immunisierung 

Damit es im Rahmen der FNAIT zu einer Immunisierung kommt, muss das Immunsystem 

der Mutter mit dem fetalen Plättchenantigen in Kontakt kommen. Eine HPA-1a-Inkom-

patibilität ist bei Kaukasiern mit etwa 75% die häufigste Ursache für eine Fetale/neona-

tale Alloimmunthrombozytopenie (Mueller-Eckhardt et al., 1989) und die mit Abstand 

am ausführlichsten erforschte Variante der Immunisierung bei FNAIT. Im Folgenden soll 

deshalb die Pathogenese exemplarisch am Beispiel einer HPA-1a-Inkompatibilität darge-

legt werden. Es darf jedoch nicht außer Acht gelassen werden, dass zahlreiche andere 

humane Plättchenantigene auch zu einer FNAIT führen können. 
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Ähnlich wie beim Morbus haemolyticus neonatorum (MHN), kann der Antigenkontakt 

durch einen Übertritt fetaler Plättchen in die mütterliche Zirkulation, zum Beispiel durch 

eine vorausgegangene Entbindung, Fehlgeburt oder fetomaternale Blutung geschehen 

(Brojer et al., 2016). Jedoch sind anders als beim MHN auch viele Primigravidae betrof-

fen – 42% aller Kinder mit FNAIT werden von erstgebärenden Frauen geboren (Mueller-

Eckhardt et al., 1989). Diese hohe Rate spricht dafür, dass das mütterliche Immunsystem 

noch auf anderen Wegen mit dem fetalen HPA-1a-Antigen in Kontakt kommen kann. 

Kumpel et al. wiesen nach, dass β3 im Komplex mit αv auf den Microvilli von Synzyti-

otrophoblastenzellen vorhanden ist (Kumpel et al., 2008). Im Rahmen des natürlichen 

Regenerationsprozesses der Plazenta werden Zellfragmente des Synzytiotrophoblasten in 

das ihn umspülende mütterliche Blut abgegeben (Johansen et al., 1999). Das auf diesem 

zellulären Material vorhandene β3 könnte die Quelle für eine Immunisierung von Primig-

ravidae gegen HPA-1a sein (Kumpel & Manoussaka, 2012). Untersuchungen in den 

1980er Jahren zeigten, dass humane Plättchenantigene schon ab der 18. Schwanger-

schaftswoche auf fetalen Zellen vorhanden sind (Gruel et al., 1986). 

 

Das antigene Material wird von professionellen Antigen-präsentierenden Zellen (Makro-

phagen, dentritische Zellen) phagozytiert und auf HLA-Klasse-II-Molekülen präsentiert 

(Kumpel & Manoussaka, 2012). Dabei scheint ein HLA-Klasse-II-Haplotyp das HPA-

1a-Peptid besonders effektiv präsentieren zu können: Rund 90% der immunisierten 

Frauen tragen das Allel HLA-DRB3*01:01 (Kjeldsen-Kragh et al., 2007; L’Abbé et al., 

1992), während nur 27% der Allgemeinbevölkerung Träger sind (Brojer et al., 2016). 

Verantwortlich für dieses Phänomen ist die stark positive Ladung der Tasche P4 in der 

Bindungsgrube dieser HLA-DRB3-Variante sowie die hydrophile Tasche P9. An diese 

kann der hydrophobe Rest Leu33 andocken, sodass das HPA-1a-Antigen besonders pass-

genau präsentiert werden kann (Ahlen et al., 2009; Kjeldsen-Kragh & Ahlen, 2020). Al-

lerdings immunisieren sich nur 30% aller HPA-1a-negativen Mütter, die dieses Allel tra-

gen, weshalb es nur bedingt als Risikoprädiktor für Screeningprogramme geeignet ist 

(Sachs et al., 2012). 

Immunisieren sich HLA-DRB3*01:01-negative Frauen dennoch, ist der Krankheitsver-

lauf insgesamt milder und die neonatale Thrombozytopenie weniger ausgeprägt (Kjeld-

sen-Kragh & Ahlen, 2020). 
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Das HPA-1a-Peptid wird CD4-positiven T-Helferzellen in der mütterlichen Milz und 

Lymphknoten präsentiert und stimuliert diese. Die T-Helferzellen werden aktiviert, 

proliferieren und migrieren in B-Zellbereiche (Kumpel & Manoussaka, 2012). 

Die B-Zellantwort wird durch die Bindung des HPA-1a-Antigens an den B-Zellrezeptor 

(=Oberfächen-IgM) eingeleitet. Der Rezeptor-Antigen-Komplex wird endozytosiert, das 

Antigen prozessiert und von HLA-Klasse-II-Molekülen auf der B-Zell-Oberfläche prä-

sentiert. Die HPA-1a-spezifischen T-Helferzellen können diesen Komplex erkennen und 

in einem vielschichtigen Zusammenspiel von Oberflächenmolekülen, Zytokinen und Re-

zeptoren die Produktion von Anti-HPA-1a-Antikörpern durch B-Zellen anregen (Murphy 

& Weaver, 2018). 

 

Die aktivierten B-Zellen proliferieren und differenzieren in Plasma- und Gedächtniszel-

len. Die anfänglich nur IgM-produzierenden B-Zellen unterlaufen einen Isotypenwech-

sel, sodass Antikörper verschiedener Effektorfunktionen entstehen. Für die Pathogenese 

der FNAIT spielen nur IgG-Antikörper eine Rolle, IgA und IgM gelangen nicht zum Fe-

ten, weil sie in der Plazenta keine spezifischen Rezeptoren haben (Kumpel & Mano-

ussaka, 2012). IgG wird über den plazentaren FcRn-Rezeptor zum Feten transportiert (P. 

Chen et al., 2010). Die transferierten Antikörper binden über den Fc-Rezeptor an fetale 

Plättchen und führen zur Zerstörung durch Phagozyten und zur Lysierung durch Kom-

plementaktivierung (Audia et al., 2017). 

Antikörper gegen HLA-Klasse I-Antigene scheinen keinen Einfluss auf die fetale Throm-

bozytenzahl zu haben (Sachs, 2020). Möglicherweise erhöhen bakterielle und virale In-

fektionen das Immunisierungsrisiko. Im Mausmodell konnte beobachtet werden, dass 

eine Stimulation mit Lipopolysacchariden und Poly I:C die Immunreaktion auf das β3-

Integrin erhöht (C. Li et al., 2013). 

 

 

1.2.3 β3-Integrine 

Das β3-Integrin ist ein Oberflächenprotein, das im Komplex mit einer α-Untereinheit auf 

vielen Zellen des menschlichen Körpers vorhanden ist. Im Komplex mit αIIb ist β3 Re-

zeptor für Fibrinogen (auch bekannt als GP IIb/IIIa oder CD41/61) auf Thrombozyten. 

Im Komplex mit αv fungiert β3 als Rezeptor für Vitronektin (Bennett et al., 2009) und 
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findet sich auf vielen Zelltypen, einschließlich verschiedener Kulturzellen, Endothelzel-

len und Trophoblastzellen (Giltay et al., 1988; Kumpel et al., 2008; Santoso et al., 2016). 
 

Die βI-Domäne im Kopfteil des β-Integrins verfügt über die Ligandenbindungsstelle 

(Thinn et al., 2018). Der HPA-1a-determinierende Polymorphismus Leucin/Prolin33 be-

findet sich in der Plexin-Semaphorin-Integrin- (PSI-)Domäne (siehe Abbildung 2) und 

scheint an einer besonders gut zugänglichen Stelle des Integrins zu liegen (Xiao et al., 

2004).  

 

  
Abbildung 2: Domänen des β3-Integrins 

Das Integrin β3 besteht aus einer Domäne, die cytoplasmatisch liegt, einer Transmembrandomäne (beide 

hier nicht dargestellt), einer β-Schwanzdomäne, vier I-EGF-Domänen, einer PSI-Domäne und Hybrid- und 

βI-Domäne. Abbildung nach (Tang et al., 2008). 

 

Eine Disulfidbrücke der Cysteine 5 und 435 bildet eine große Schlaufe, die den 

Leu/Pro33-Polymorphismus-enthaltenden Aminoterminus mit der I-EGF-1-Domäne ver-

bindet (Valentin et al., 1995). 

Das Integrin β3 kommt in verschiedenen Konformationen und Aktivierungszuständen auf 

der Zelloberfläche vor (Hynes, 2002). In kristallographischen Untersuchungen konnte 

nachgewiesen werden, dass die PSI- und I-EGF1-Domänen verschiedene Konformatio-

nen je nach Komplexbildung mit αIIb oder αv annehmen. Diese unterschiedlichen 
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Konformationen können durch Anti-HPA-1a-Antikörper unterschieden werden (Thinn et 

al., 2018). 

 

 

1.2.4 Epitope der Anti-HPA-Antikörper 

Anti-HPA-1a-Antikörper scheinen sich in ihrer Wirkung zu unterscheiden, deshalb ge-

winnt eine Unterscheidung von Subtypen in der Risikoprädiktion von FNAIT (Kroll et 

al., 2005; Santoso et al., 2016; Zhi et al., 2018) zunehmend an Relevanz. 

Zur Erkennung des HPA-1a-Epitops benötigen die Anti-HPA-1a-Antikörper die Amino-

säure Leucin an Position 33 des β3-Integrins (Newman et al., 1989). Eine wichtige Rolle 

für die Immunogenität des HPA-1a-Epitops spielt zudem die dreidimensionale Struktur 

der PSI-Domäne. Schon seit Anfang der 1990er Jahre ist bekannt, dass für das HPA-1a-

Epitop mehr als nur die Aminosäure Leu33 auf einem linearen Peptid benötigt wird (Flug 

et al., 1991). Durch Spaltung der für die Tertiärstruktur elementaren Disulfidbrücken geht 

das HPA-1a-Epitop verloren (Kunicki & Aster, 1979). 

Inzwischen mehren sich die Hinweise, dass Anti-HPA-1a-Antikörper heterozygot in Be-

zug auf ihre Epitope sind (Stafford et al., 2008; Zhi et al., 2018). Valentin et al. postulier-

ten, dass für die Bindung mancher, jedoch nicht aller Anti-HPA-1a-Antikörper neben 

Resten in der PSI-Domäne auch Reste in der I-EGF1-Domäne wichtig sind und bezeich-

neten diese Antikörper als Typ-II-Antikörper. Antikörper, deren Epitop nur durch die 

PSI-Domäne gebildet wird, wurden als Typ-I-Antikörper definiert (Stafford et al., 2008; 

Valentin et al., 1995). Typ-I-Antikörper (wie zum Beispiel der monoklonale Antikörper 

SZ21) benötigen die Aminosäuren 30, 32, und 39 rund um Leu33, um zu binden. Typ-II-

Antikörper (wie B2G1 und 26.4) benötigen zusätzlich die Aminosäuren H446 und Q470 

in der I-EGF1-Domäne (Zhi et al., 2018). 

Neben Anti-HPA-1a-Antikörpern, die lediglich die β-Kette für eine Bindung benötigen, 

gibt es zudem einen dritten Subtyp von Anti-HPA-1a-Antikörpern: komplex-spezifische 

Antikörper gegen αvβ3 (Fiore et al., 2020; Santoso et al., 2016). Weil die α-Kette weit 

entfernt vom zentral gelegenen Leu33-Rest liegt, ist die αv-Kette wahrscheinlich nicht 

direkt am Epitop beteiligt (Thinn et al., 2018), sondern beeinflusst die Konformation der 

β-Kette und damit das HPA-1a-Epitop indirekt (Santoso et al., 2016). Abbildung 3 gibt 

einen Überblick über die verschiedenen Epitope. 
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Abbildung 3: Übersicht über die Epitope der Anti-HPA-1a-Antikörper 

Das Epitop von Typ I-Anti-HPA-1a-Antikörpern wird von der PSI-Domäne gebildet, Typ II-Anti-HPA-

1a-Antikörper benötigen zur Bildung zusätzlich zur PSI- die I-EGF1-Domäne. Zudem gibt es komplexspe-

zifische Antikörper, deren Epitop durch die αv- und β3-Kette gebildet werden. Eigene Darstellung unter 

Verwendung von (Tang et al., 2008) 

 

Im Serum immunisierter Mütter befindet sich nicht nur die Spezifität eines Antikörpers, 

sondern eine polyklonale Mischung aus Antikörpern mit verschiedenen Anti-HPA-1a-

Epitopen (Zhi et al., 2018). Womöglich unterlaufen die Antikörper im Laufe der Erkran-

kung einen Reifungsprozess und ändern ihre Spezifität (Kroll et al., 2005; Williamson et 

al., 1998). 

 

1.2.5 Effekte der Anti-HPA-Antikörper im fetalen Organismus 

Die Effekte der Anti-HPA-1a-Antikörper sind komplex und unterscheiden sich je nach 

Subpopulation. 

Anti-HPA-1a-Antikörper binden über Fc-Rezeptoren an fetale Plättchen und führen 

durch Phagozytose zu einer Plättchendestruktion. Alternativ können sie das Komple-

mentsystem aktivieren (Bakchoul et al., 2013). Zusätzlich scheinen Antikörper im Rah-

men der FNAIT die Megakaryopoese und damit den Nachschub an neuen Plättchen für 

die fetale Zirkulation zu hemmen (Liu et al., 2015) – alles Faktoren, die zu einer Throm-

bozytopenie beitragen. 

Kroll et al. wiesen darauf hin, dass manche Anti-HPA-1a-Antikörper durch Bindung an 

ihr Zielantigen zudem die Fibrinogenbindung und damit die für die Blutgerinnung wich-

tige Rezeptorfunktion des GPIIb/IIIa hemmen (Kroll et al., 2005). Inhibierende Seren 

waren mit ausgeprägten Blutungen assoziiert. Funktionell inhibierende Antikörper könn-

ten einen Erklärungsansatz für ausgeprägte klinische Präsentationen von FNAIT bieten. 
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Für die Rezeptorfunktion von αIIbβ3 und αvβ3 ist eine Aktivierung nötig. Es konnte 

gezeigt werden, dass Typ-II-Antikörper (binden die PSI- und I-EGF1-Domäne) die ge-

beugte, inaktive Form des β3 stabilisieren können (Thinn et al., 2018).  Es ist deshalb 

möglich, dass sich Typ-I- und Typ-II-Antikörper in ihrer Fähigkeit, die Rezeptorfunktion 

zu hemmen und damit in der Schwere des resultierenden klinischen Bildes unterscheiden. 

Anti-HPA-1a-Antikörper, die spezifisch gegen den αvβ3-Komplex auf Endothelzellen 

gerichtet sind, können über eine Hemmung von αvβ3 als Vitronektinrezeptor die endothe-

liale Integrität zerstören (van Gils et al., 2009), eine Apoptose der Endothelzellen indu-

zieren und die Angiogenese hemmen (Yougbaré et al., 2015). Es ist vorstellbar, dass der-

art geschädigte zerebrale Gefäße eher zu Blutungen neigen. Das Vorkommen von anti-

αvβ3-Antikörpern ist deutlich mit ICHs des Feten assoziiert (Santoso et al., 2016). Der 

direkte Endothelschaden könnte auch erklären, warum FNAIT so oft intraparenchymale 

ICHs verursacht und nicht vorrangig intraventrikuläre Blutungen, wie sie bei Frühgeburt-

lichkeit vorrangig beobachtet werden (Althaus et al., 2005). 

 

1.2.6 Diagnostik 

Die Diagnose FNAIT beruht auf serologischen und molekulargenetischen Untersu-

chungstechniken. Da in den meisten Ländern keine Screeningprogramme etabliert sind, 

fallen die meisten Fälle von FNAIT erst durch ein thrombozytopenes Neugeborenes auf. 

Bei isolierter neonataler Thrombozytopenie ist FNAIT zwar mit etwa 10% der häufigste 

Grund (Uhrynowska et al., 1997), trotzdem sollten weitere Differentialdiagnosen abge-

klärt werden. Bei schwerer Thrombozytopenie und einem kritisch kranken Kind stehen 

dabei die disseminierte Intravasalgerinnung (DIC) und Sepsis im Vordergrund, bei milder 

Thrombozytopenie eine Plazentainsuffizienz (Sachs et al., 2012). Kommerzielle Testsys-

teme testen auf die häufigsten Antigene, seltene Antigene werden von diesen Testverfah-

ren meist übersehen. Als Goldstandard in der Diagnostik gelten Antigen capture assays, 

die auf dem 1987 von Kiefel et al. vorgestellten monoklonalen antikörper-spezifischen 

Immobilisationstest für plättchen-spezifische Antigene (MAIPA) beruhen (Kiefel et al., 

1987; Sachs, 2013). Bei diesem Test werden die relevanten Glykoproteine von Spender-

zellen mit bekanntem Antigenmuster immobilisiert und mit dem mütterlichen Serum ge-

testet. Dieses Verfahren erlaubt zudem eine sogenannte Crossmatch-Analyse zwischen 

mütterlichem Serum und väterlichen Thrombozyten, bei der auch seltene Antigene, wie 

das des Patienten Nummer 1, erfasst werden können.  
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Wenn Frauen ein Kind mit FNAIT zur Welt bringen, ist manchmal trotzdem kein throm-

bozytärer Antikörper nachweisbar. In diesen Fällen empfiehlt sich eine Wiederholung des 

Tests einige Wochen später (Killie et al., 2008). Ein weiterer Grund für Schwierigkeiten 

bei der Antikörperdetektion können sogenannte niedrig-affine Antikörper sein, die trotz-

dem schwere Verläufe von FNAIT verursachen können. Sensitive experimentelle Ver-

fahren wie die Oberflächenplasmonresonanz können in manchen Fällen hier doch Anti-

körper gegen Thrombozyten nachweisen (Socher et al., 2009). 

Zur Sicherung der serologischen Ergebnisse sollte eine molekulargenetische Antigenty-

pisierung der Mutter und des Kindes erfolgen. Gerade in Bezug auf das FNAIT-Risiko 

für mögliche Folgeschwangerschaften sollte im Verlauf auch der Vater genotypisiert wer-

den, um zu wissen, ob er homozygot oder heterozygot für das jeweilige Allel ist. Dies 

findet heute meist durch PCR mit sequenz-spezifischen Primern (Phuangtham et al., 

2017) oder Real-time-PCR statt (Ficko et al., 2004). 

Bei einer Folgeschwangerschaft bietet die Untersuchung zellfreier fetaler DNA in der 

mütterlichen Zirkulation eine nichtinvasive Diagnostik, um zu klären, welche HPA-Al-

lele beim Feten vorliegen (Scheffer et al., 2011; Wienzek-Lischka et al., 2015). Hat bei-

spielsweise eine HPA-1a-Inkompatibilität eine vorherige Schwangerschaft verkompli-

ziert, kann beim Genotyp HPA-1bb beim Feten Entwarnung gegeben und auf eine The-

rapie verzichtet werden. 

 

1.2.7 Therapie 

Bei der Therapie der FNAIT gilt es, die Nebenwirkungen einer Therapie gegen das Kom-

plikationsrisiko der unbehandelten Erkrankung abzuwägen – in Anbetracht wenig ver-

lässlicher Risikoprädiktoren keine leichte Aufgabe und fortwährendes Diskussionsthema 

in der Literatur (Kiefel et al., 1994; Lieberman et al., 2019; Peterson et al., 2013; Rayment 

et al., 2005; Winkelhorst, Murphy, et al., 2017).  

Zur Therapie stehen verschiedene Substanzen zur Verfügung. Als Erstlinientherapie bei 

Schwangerschaft mit FNAIT gilt die wöchentliche Gabe von intravenösem IgG (IVIG) 

an die Mutter, teilweise mit zusätzlicher täglicher Kortikosteroidgabe (Rayment et al., 

2005; Sachs, 2013; Winkelhorst, Murphy, et al., 2017). Mit einer Gabe von IVIG in einer 

Dosis von 1g pro kg Körpergewicht ist es in rund 97% aller Fälle möglich, eine intrakra-

nielle Blutung zu verhindern (Winkelhorst, Murphy, et al., 2017).  
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Van der Lugt et al. schlugen eine Risikostratifizierung je nach Vorhandensein einer Hirn-

blutung in einer vorausgegangenen Schwangerschaft vor, um den Startzeitpunkt der 

IVIG-Therapie zu determinieren. Die Hochrisikogruppe mit betroffenem Geschwister-

kind startet dabei die Therapie in der 16. Gestationswoche, während die Standardrisiko-

gruppe erst ab Woche 28 behandelt wird (van der Lugt et al., 2015). 

Insgesamt wird die Therapie mit intravenösem IgG gut vertragen, weniger als 5% der 

Patienten berichten von Nebenwirkungen wie Kopfschmerzen, Übelkeit, Erbrechen, 

Hautausschlägen und febrilen Reaktionen (Kazatchkine & Kaveri, 2001). Da es sich bei 

IVIG um ein gepooltes Spenderpräparat handelt, besteht ein Infektionsrisiko mit Hepati-

tis C und HIV, durch rigoroses Spenderscreening und neue Verfahren zur Virusinaktivie-

rung ist dieses Risiko in den meisten Ländern inzwischen jedoch sehr gering (Negi et al., 

2007; Rayment et al., 2005). So wurde in Deutschland seit 1995 keine HCV-Infektion 

durch intravenöse Immunglobuline gemeldet und seit der Einführung routinemäßigen 

Screenings aller Blutspender auf anti-HIV-Antikörper 1985 wurden keine Berichte einer 

HIV-Übertragung durch intravenöse Immunglobuline veröffentlicht (Funk et al., 2020; 

Schiano et al., 1995; Unkelbach et al., 2014; Yap, 1996). 

Interessanterweise ist trotz belegter Wirksamkeit von intravenösem IgG der genaue Wirk-

mechanismus nach wie vor ungeklärt. Diskutiert wird, dass es zu einer Fc-Rezeptorblo-

ckade auf Makrophagen mit daraus resultierender behinderter Eliminierung der antikör-

perbeladenen fetalen Thrombozyten kommt, die mütterliche Antikörperproduktion supp-

rimiert wird oder weniger pathologische Antikörper diaplazentar zum Fetus transportiert 

werden (Rayment et al., 2005). 

Als Therapie der Ultima Ratio gelten intrauterine Thrombozytentransfusionen. Die dafür 

notwendige Nabelschnurpunktion geht besonders bei fetaler Thrombozytopenie mit einer 

hohen Komplikationsrate von 6-11% pro Schwangerschaft einher (Berkowitz et al., 2006; 

Winkelhorst, Oepkes, et al., 2017). Mögliche Komplikationen bestehen in fetaler 

Bradykardie, Nabelschnurtamponade, sowie fetalen Blutungskomplikationen. Jede dritte 

Komplikation resultiert in fetalem oder neonatalem Tod (Winkelhorst, Murphy, et al., 

2017). 

In Hochrisikoschwangerschaften sollte eine Schnittentbindung erwogen werden, da eine 

Thrombozytenzahl unter 50 x 109/l nicht sicher auszuschließen ist. Belastbare Evidenz 

zum Entbindungsmodus bei FNAIT steht jedoch noch aus (Sachs, 2013). 
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Bei Geburt wird das Kind von der Zufuhr der pathologischen Antikörper getrennt, trotz-

dem zirkulieren maternale Antikörper weiterhin im kindlichen Organismus und können 

zu Thrombozytopenie und ICHs führen. Die meisten postnatalen ICHs ereignen sich in 

den ersten 24 h nach der Geburt (Ghevaert et al., 2007), weshalb tägliche Blutbildkon-

trollen und eine kraniale Bildgebung zum Ausschluss einer ICH empfohlen werden. Plätt-

chentransfusionen werden empfohlen, wenn die Thrombozytenzahl unter 30 x 109/l fällt, 

bei Blutungszeichen kann die Transfusionsschwelle bei 50 x 109/l angesetzt werden 

(Chakravorty & Roberts, 2012; Sachs, 2013). 

Dabei sollten mütterliche Plättchen oder HPA-1bb- und HPA-5aa-Plättchen unausge-

wählten Spenderkonserven vorgezogen werden (Baker et al., 2019). Stehen diese nicht 

zur Verfügung (z.B. bei einem unerwarteten Fall von FNAIT), können auch unausge-

wählte Spenderkonserven verwendet werden, um einen Zeitverzug zu vermeiden (Kiefel 

et al., 2006). 

Supportiv kann auch postnatal IVIG gegeben werden, benötigt aber 24 bis 48 h bis zum 

Wirkeintritt und kann dadurch Thrombozytentransfusionen bei Neugeborenen mit 

FNAIT nicht ersetzen.  

Um eine Immunisierung HPA-1b-homozygoter Frauen gegen HPA-1a zu vermeiden, ist 

eine Prävention analog zur Anti-D-Prophylaxe beim Morbus haemolyticus neonatorum 

(MHN) denkbar. Sowohl gepooltes Spender-IgG mit Anti-HPA-1a-Spezifität (Kjær et 

al., 2020), als auch monoklonale Antikörper gegen HPA-1a (Bakchoul et al., 2013; Eks-

teen et al., 2015; Ghevaert et al., 2013) wurden hierfür vorgeschlagen, es fehlen jedoch 

klinische Studien zur Wirksamkeit und Unbedenklichkeit. 

 

 

1.3 Thrombasthenie Glanzmann 
 
Thrombasthenie Glanzmann ist eine seltene Störung der primären Hämostase, bei der 

αIIbβ3 auf der Thrombozytenoberfläche vermindert oder nicht funktionstüchtig ist. Dies 

führt zu einer eingeschränkten Plättchenaggregation und mukokutanen Blutungen, wie 

Purpura, Epistaxis und Zahnfleischbluten (Botero et al., 2020; Nurden et al., 2011). 

Thrombasthenie Glanzmann ist eine autosomal-rezessiv vererbte Erkrankung und wird 

durch Punktmutationen oder Deletionen in den für αIIbβ3 kodierenden Genabschnitten 

verursacht. 
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Betroffene benötigen häufig Transfusionen und entwickeln danach oft Anti-αIIbβ3-An-

tikörper (Fiore et al., 2020). Deshalb sind diese Glanzmann verursachenden Mutationen 

hilfreich, um Epitope von Antikörpern zu studieren, die gegen Plättchen gerichtet sind 

und in der Pathogenese von FNAIT involviert sind. 

 

 

1.4 Zielsetzung 
 
Die vorliegende Arbeit gliedert sich in zwei Teile. Im ersten Teil wird untersucht, ob die 

Mutation Gln132Arg in der βA-Domäne des β3-Integrins verantwortlich für das Woa-

Epitop ist. Die Mutation fiel bei einem Patienten mit Neonataler Alloimmunthrombozy-

topenie auf, nach dem Familiennamen wurde das Antigen als Woa benannt. 

Um diese Frage zu beantworten, wurde ein β3-Plasmid generiert, das die Mutation trägt. 

Dieses wurde zusammen mit einem αIIb-WT-Plasmid in HEK-293F-Zellen eingebracht. 

Anschließend wurde in einem antigen capture assay getestet, ob die mutationstragenden 

Zellen mit dem mütterlichen Serum reagieren. 

 

Im zweiten Teil wird untersucht, ob die Mutation Cys460Trp in der I-EGF1-Domäne das 

Epitop für Anti-HPA-1a-Antikörper verändert. Die Mutation fiel bei einem Patienten mit 

Glanzmann Thrombasthenie auf, liegt jedoch in einer Region des β3-Integrins, die zum 

Anti-HPA-1a-Epitop beiträgt und deshalb Bedeutung bei der Immunisierung im Rahmen 

von FNAIT haben kann. 

Dazu wurde auch hier ein β3-Plasmid generiert, das die Mutation trägt und zusammen 

mit einem αIIb-WT-Plasmid in HEK-293F-Zellen eingebracht. Weil bekannt ist, dass das 

β3-Integrin im Komplex mit αv eine andere Konformation annimmt, wurden auch αvβ3-

Transfektanten, die die Mutation tragen, generiert und vergleichend in die Untersuchun-

gen eingeschlossen. Die Expression der Heterodimere wurde durchflusszytometrisch 

überprüft und anschließend das Bindungsverhalten mit verschiedenen Antikörpern in der 

Durchflusszytometrie und in einem antigen capture assay getestet. 

Es soll die Frage beantwortet werden, ob sich mit Hilfe der Mutation verschiedene Anti-

körper-Subtypen unterscheiden lassen. 
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2 Material und Methoden 
 

 

2.1 Klinische Präsentation 
 

Der Patient Nr. 1 kam als zweites Kind einer 38-jährigen Patientin (hier als „Wo“ be-

zeichnet) zur Welt. Das in der 39. Schwangerschaftswoche reif geborene Kind fiel mit 

einer Thrombozytenzahl von 31 x 109/l ohne Blutungszeichen auf. Behandelt wurde es 

am ersten Lebenstag mit einer unausgewählten Thrombozytentransfusion. Die Throm-

bozytenzahl stieg auf 170 x 109/l und blieb ohne weitere Transfusion bei über 50 x 109/l. 

Am 28. Lebenstag erreichte die Thrombozytenzahl den Normalbereich.  

Bereits die zwei Jahre ältere Schwester fiel bei der Geburt mit einer Thrombozytenzahl 

von 29 x 109/l (bis auf 20 x 109/l fallend) auf. Eine Neonatale Alloimmunthrombozyto-

penie (NAIT) wurde vermutet, in der serologischen Aufarbeitung konnten allerdings 

keine anti-thrombozytären Anitkörper nachgewiesen werden (Testung mit PAK Lx von 

Immucor Medizinische Diagnostik). Auch die Genanalyse zeigte keine HPA-1, -2, -3, -

4, -5, -6, -9 oder -15-Inkompatibilität. 

Zur Abklärung wurden beim zweiten Kind weitere immunologische Tests durchgeführt. 

Ein MAIPA (monoclonal antibody-specific immobilization of platelet antigens) mit 

Fremdspenderzellen konnte keine thrombozytären Antikörper nachweisen. Jedoch zeigte 

eine MAIPA-Cross-Match-Analyse zwischen maternalem Serum und paternalen Plätt-

chen eine positive Reaktion mit αIIbβ3, was auf eine Alloimmunisierung gegen ein sel-

tenes Antigen hindeutet.  

 

Der Patient Nr. 2 wurde als drei Monate altes männliches Neugeborenes vorgestellt (Ge-

stationsalter 41+1 SSW). Er fiel durch spontane petechiale Hautblutungen bei einer 

Thrombozytenzahl von 284 x 109/l und bilateralen Hämatomen nach i.m.-Impfung in 

beide Oberschenkel auf. 

Die Thrombozytenfunktionsanalyse mit dem PFA-100 zeigte eine verlängerte Blutungs-

zeit, die Thrombozytenaggregation war durchweg bei allen getesteten Stimuli (Adeno-

sindiphosphat (2%), Kollagen (24%), Arachidonsäure (13%) und Epinephrin (13%)) be-

einträchtigt. Bei Testung mit Ristocetin war die Aggregation beinahe normal (67%, mit 

70% als unteres Limit des Normbereichs). Weiterhin wurde eine reduzierte Expression 
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des Integrins αIIbβ3 auf den neonatalen Thrombozyten festgestellt, was zur Diagnose 

Thrombasthenie Glanzmann führte. Molekulargenetische Untersuchungen ergaben eine 

compound heterozygote Misssense-Mutation im ITGB3-Gen (siehe Kapitel 3.2.1, S. 36). 

Im Alter von elf Monaten wurde der Patient mit Schleimhautblutungen vorgestellt. Die 

Blutungen konnten nicht durch Verabreichung von Tranexamsäure oder rekombinant her-

gestellten Faktor VII gestoppt werden, jedoch durch Thrombozyten- und Erythrozyten-

transfusion. 

Für die Arbeiten lag ein positives Votum der Ethikkommission vor (AZ 82/09 mit 

Amendment vom 8. April 2014). 

 

 

2.2 Vorarbeiten 
 
2.2.1 Sequenzierung der Patienten-DNA 

Zur Sequenzierung der Patienten-DNA wurde genomische DNA aus peripheren Blutzel-

len oder Wangenabstrich nach den Herstellerangaben des BioRobot EZ1 Advanced XL 

(Quiagen, Hilden, Deutschland) gewonnen. Die αIIb- und β3-kodierenden Regionen 

(ITGA2B und ITGB3-Gene) der genomischen DNA wurden bidirektional mit Primern, 

die in intronischen Sequenzen rund um die Exons binden, mittels PCR amplifiziert (siehe 

Tabelle 2.1 für ITGB3-Primer, Tabelle 2.2 für ITGA2B). Dafür wurde das Fast-Start 

High Fidelity PCR-System (Roche Diagnostic Corporation, Indianapolis, IN, USA) ge-

nutzt und anschließend die PCR-Produkte mit dem QIAquick PCR Purification Kit (Qi-

agen Sciences, Valencia, CA, USA) aufgereinigt. 

Die Sequenzierung erfolgte mittels des enzymatischen Kettenabbruchprinzips nach San-

ger. Bei diesem Verfahren werden unterschiedlich lange Fragmente des zu sequenzieren-

den DNA-Abschnittes hergestellt. Das Reaktionsgemisch enthält neben den vier natürli-

chen DNA-Nukleotiden auch fluoreszenzmarkierte Didesoxynukleotide. Im Laufe der 

Synthese kann es zu zwei unterschiedlichen Ereignissen kommen: (1) Es wird ein dNTP 

eingebaut, dann endet der Strang auf eine 3’-Hydroxygruppe und weitere Nukleotide kön-

nen angefügt werden. (2) Ein fluoreszenzmarkiertes Didesoxynukleotid wird eingebaut, 

das keine 3’-Hydroxygruppe enthält und die Kettensynthese bricht ab. Dadurch entstehen 

unterschiedlich lange Fragmente, an deren Ende immer ein Nukleotid steht, das durch 

unterschiedliche Fluoreszenzfarbstoffe markiert ist. Anschließend werden die Ketten-

fragmente ihrer Größe nach mittels Kapillarelektrophorese aufgetrennt. Je länger das 
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Syntheseprodukt, desto langsamer läuft der DNA-Strang durch die Kapillare. Durch die 

fluoreszierenden Reportergruppen kann nachvollzogen werden, welche verschiedenen 

Basen an welcher Stelle der Sequenz stehen. Die Automatische Sequenzanalyse nach 

Sanger wurde bidirektional mit einem Genetic Analyzer (ABI 3100, Applied Biosystems, 

Foster City, CA, USA) durchgeführt. 

 
Tabelle 1: Für Sequenzierung der Patienten-DNA verwendete ITGB3-Primer 

S = Vorwärtsorientiert, R = Rückwärtsorientiert. 

Primername Sequenz Annealing-Temperatur 

Sur 1S 5’- CGT CTG TGG TAT GGT TAG GGT GTG -3’ 70,4°C 

Sur 1R 5’- GTT AGT ATT CCC AGC AAC ATC CCC ATG 

ACA GC -3’ 

83,1°C 

Sur 2S 5’- CTC CAA TGT ACG GGG TAA ACT CTT AGC -3’ 73,3°C 

Sur 2R 5’- TGG AGC ACC TAC TAT GTC TGA AGG G -3’ 69,3°C 

Sur 3S 5’- GGA GGG TCA AGA GAT TAG AAG AGT AAT 

AG -3’ 

69,3°C 

Sur 3R 5’- CTT AGG CTC CAT TGA CAC AAC ACT CCA 

GAT CC -3’ 

81,9°C 

Sur 4S 5’- GGA GTC TGA ACT GTC TGG GTA ACT GTG G 

-3’ 

75,3°C 

Sur 4R 5’- GGA ACA TCT GAG ACC ACT GAG GTT C -3’ 70,2°C 

Sur 5S 5’- GAA GAG AAT GAA ACT CCT GAA CTG G -3’ 68,1°C 

Sur 5R 5’- GTG ACA GTG AAG GCA GTG ATA ACA CC -3’ 71,3°C 

Sur 6-7S 5’- TTG TAG AGA TGG GGT CTT GCT ATG TTG C -

3’ 

76,0°C 

Sur 6-7R 5’- GAG CAC ACG GAG AAG GCA GTA AGA C -3’ 73,0°C 

Sur 8S 5’- TAG ACG CAA GTG GAG ATG GAA AGA GG -3’ 74,7°C 

Sur 8R 5’- CTT ACG CAA CAG AAG CCT CAG -3’ 57,7°C 

Sur 9S 5’- TTC ATA TAG GGA AGG CTG AGG AAC TCC -

3’ 

74,5°C 

Sur 9R 5’- CGT GAA AAG GGG ATT GGT CC -3’ 56,1°C 

Sur 10S 5’- ATC TTT TGC TCT ACA GTG GCT CCG -3’ 59,0°C 
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Tabelle 2: Für Sequenzierung der Patienten-DNA verwendete ITGA2B-Primer 

S = Vorwärtsorientiert, R = Rückwärtsorientiert 

Sur 10R 5’- GGA GGT TTG TAG TAG TTT CAC AGA GTG 

TCC -3’ 

59,8°C 

Sur 11S 5’- AAT GAA GGA CCT GGG AGG CTT CTG GCT G 

-3’ 

65,4°C 

Sur 11R 5’- ACT TGC TCC CTT TGC TTT GCA GGC TC -3’ 63,7°C 

Sur 12S 5’- TAC ATC AGT GAG TGT CAG TGA GTG GC -3’ 60,0°C 

Sur 12R 5’- GTA GAG ACA GGG TTT CAC CAT GTT GG -3’ 59,2°C 

Sur 13S 5’- GAC TTC TGA TTT GAG CCA CTC AGT G -3’ 57,6°C 

Sur 13R 5’- ATA GTG AGA CCA TCT CTC CCA GTT TCC -3’ 59,2°C 

Sur 14S 5’- GAA ACG GTG GCA GGA TGG CAT TCT ACC -

3’ 

63,2°C 

Sur 14R 5’- CAC AGA CCC ACA CTT CCA CAT ACT GAC AT 

-3’ 

61,5°C 

Primername Sequenz 
Annealing-Tempera-

tur 

GPIIb Sur 1S 5’- GCC AGA GCT TTG TGT CCA CTG C -3’ 61,1°C 

GPIIb Sur 1R 5’- TGT AGT TTT CAG TGC CCA TCA GCC -3’ 59,5°C 

GPIIb Sur 2-4S 5’- TGA TTG CCC TCG CTG AGA GTC GGT TTC -3’ 63,9°C 

GPIIb Sur 2-4R 5’- AGG AGA CAA GGA GGA GGG GTC AG -3’ 61,8°C 

GPIIb Sur 5-7S 5’- GGA ACA CCC TGA GCC GCA TTT ACG -3’ 62,3°C 

GPIIb Sur 5-7R 5’- GCA AAT TAG TCT TTT CCA GGG GAG G -3’ 57,9°C 

GPIIb Sur 8-

10S 
5’- GCT CCC TTC CAC TGC GGA CTC GTA GC -3’ 66,3°C 

GPIIb Sur 8-

10R 
5’- GTG CA GCC ACT GAA TGC CCA AAA TAC G -3’ 61,8°C 

GPIIb Sur 11-

12S 
5’- GGG TAC AAG AAT GAT GCT CTC GCC -3’ 59,7°C 

GPIIb Sur 11-

12R 
5’- CTC AGC ACC CCA TCT GTC TAA GCC AC -3’ 63,1°C 

GPIIb Sur 13-

18S 

5’- AAC AAT CCT ACT TGG CAG GTC CCT CTC CC 

-3’ 
64,5°C 
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GPIIb Sur 13-

14R 
5’- GTC TTG GTC TGA GGT AGG ACA CAG C -3’ 70,5°C 

GPIIb Sur 15-

17S 
5’- GAT CCC ATG CCC TAATCG CCA ATT C -3’ 78,3°C 

GPIIb Sur 15-

17R 

5’- ATC TTG CTA CCA TAC ACA TCC CAC CTT C -

3’ 
74,9°C 

GPIIb Sur 18S 
5’- CTG AAC CTG GAT CTG GGC GGA AAG CAC AG 

-3’ 
85,6°C 

GPIIb Sur 13-

18R 

5’- CAA TCT GCC TGC CTC GGT CTC CCA AAG TGC 

-3’ 
67,2°C 

GPIIb Sur 19-

20S 
5’- CTC TGA TGT AAA TTG ACA AAC CCT GAC -3’ 56,0°C 

GPIIb Sur 19-

20R 
5’- TGA CAG CAA AGC AGA AGA GAA GAG G -3’ 58,8°C 

GPIIb Sur 21-

22S 

5’- CAC TAG CAT GTG ACA GTC CCT TGA GAC C -

3’ 
61,9°C 

GPIIb Sur 21-

22R 

5’- TCC AAC TCC TGA CCT CCA GTG ATC CTT C -

3’ 
62,7°C 

GPIIb Sur 23-

26S 
5’- GCC TGG TTC CCT TTC TTC CTC AGA G -3’ 61,0°C 

GPIIb Sur 23-

26R 
5’- TGC TCC TCC ATG TTC ACT TGA AG -3’ 57,1°C 

GPIIb Sur 27-

29S 
5’- CAT CTC TGG GAC TAT GTG AGC AAG C -3’ 59,1°C 

GPIIb Sur 27R 5’- TGA AAG CCG TTT ACA CCC ACA AGA GG -3’ 77,2°C 

GPIIb Sur 28S 5’- CAC TTT GCT CTG GGA GGG GCG GGG TTT -3’ 86,5°C 

GPIIb Sur 28R 
5’- AGC ACA CCC ACC AGC ACC CAC CAG ATT G -

3’ 
85,6°C 

GPIIb Sur 29S 
5’- AGT CAG TGC CCA GCC ACA AAA GTC TGA GG 

-3’ 
81,6°C 

GPIIb Sur 27-

29R 
5’- CAA AGT GCT GGG ATT ACA GGT GTG AGC -3’ 61,5°C 

GPIIb Sur 30S 
5’- CTC TGT ACT CCC TGA CAC TCC CCA AAG ACA 

G -3’ 
63,8°C 

GPIIb Sur 30R 5’- AGG CAT CCA TTT GTG AGT ACA GTG GGC -3’ 62,6°C 
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2.2.2 Quantifizierung der αIIb-Oberflächenexpression auf Thrombozyten 

mittels Durchflusszytometrie 

Die Expressionslevel der αIIbβ3-Integrine wurden im Rahmen der Routinediagnostik 

mithilfe der Durchflusszytometrie bestimmt. Bei diesem Messverfahren fließt ein lami-

narer Strom, der die zu messenden Zellen enthält, durch einen Laserstrahl hindurch. 

Durch die Ablenkung des Lichts können Aussagen über die Zellgröße (durch das Vor-

wärtsstreulicht, FSC) und Granularität (durch das Seitwärtsstreulicht, SSC) getroffen wer-

den. Passiert eine Zelle die Messküvette, nehmen Messdioden die Änderung im Streulicht 

wahr. Weitere Informationen können gewonnen werden, wenn die Zellen zuvor mit ei-

nem fluoreszierenden Farbstoff markiert wurden. Der fluoreszierende Farbstoff ist an ei-

nen Sekundärantikörper gebunden, mit dem Primärantikörper detektiert werden können. 

Primärantikörper können gegen verschiedene Epitope auf Zelloberflächenprotein gerich-

tet sein, dadurch erlaubt die Durchflusszytometrie Rückschlüsse auf die Integrinexpres-

sion der gemessenen Zellen. 

Der Laser regt den an den Sekundärantikörper konjugierten Farbstoff bei einer bestimm-

ten Wellenlänge an. Die Elektronen des Farbstoffes werden dadurch auf ein höheres Ener-

gieniveau gehoben und fallen nach einer kurzen Zeit wieder auf ihr ursprüngliches Ener-

gieniveau ab, wobei sie Licht einer spezifischen anderen Wellenlänge aussenden. Dieses 

Emissionsspektrum kann durch Detektoren (photomultiplier tubes) registriert, amplifi-

ziert und in digitale Signale umgewandelt werden. Mit Computersoftware können aus den 

Daten Histogramme erstellt werden, die die Zellzahl gegen die Fluoreszenz und damit die 

Expressionsrate auftragen.  

Die Expressionslevel des αIIbβ3-Integrins auf Thrombozyten des Patienten wurde aus 

thrombozytenreichen Plasma bestimmt. Hierfür wurde Citratblut des Patienten bei 800 g 

für 20min bei Raumtemperatur zentrifugiert. Die Messung erfolgte mithilfe verschiede-

ner monoklonaler Antikörper nach Herstellerangaben an einem FACSCanto II der Firma 

Becton-Dickinson. Die Daten wurden durch die Software FACS DivaTM Software ausge-

geben. Die weitere Analyse erfolgte mit der Flowing Software Version 2.5.1 (Perttu 

Terho, Turku Bioimaging). 

 

 
 



21 

 

2.3 Herstellung von Expressionsvektoren für αv, αIIb 
und β3 
 

Die Punktmutationen ITGB3 p.Gln132Arg und ITGB3 p.Cys460Trp wurden mittels Site-

directed Mutagenesis in die β3-cDNA im Expressionsvektor pcDNATM3.1/V5-His-

TOPO® (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) eingebracht. Es wurden Primer mit einer 

Länge von 31 Nukleotiden definiert, die die zu mutierende Base in der Mitte der Sequenz 

enthalten (siehe Tabelle 2.2). 

 

Tabelle 3: Mutagenese-Primer 

Die mutagene Base ist unterstrichen. Alle Primer stammen von Eurofins MWG Operon, Ebersberg, Ger-

many. 

 

In einer PCR (Initiale Denaturierung für 30 s bei 95 °C, 12 Zyklen mit Denaturierung für 

30 s bei 95 °C, Annealing für 1min. bei 55 °C, Elongation für 12 min. bei 65 °C) wurden 

anschließend nach den Herstellerangaben des QuikChange II Kits (Agilent Technologies, 

Santa Clara, USA) Oligonukleotide anhand des Templates synthetisiert, die die Substitu-

tion enthalten. Anschließend wurde die cDNA mit der eingebrachten Mutation jeweils in 

pcDNA4/HisMax©-TOPO® (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) umkloniert. 

Dazu wurde 4 µl des PCR-Produktes zusammen mit je 1 µl Salt Solution und Topovector 

für 5 min. bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss wurden 2 µl dieses Ansatzes zu 

50 µl One Shot TOP10 chemisch kompetenter Escherichia-coli-Zellen (Life Technolo-

gies, Carlsbad, CA, USA) pipettiert und für 30 min. auf Eis gelagert. Im 42 °C-Wasserbad 

wurden die Zellen nun für 30 s einem Hitzeschock ausgesetzt, damit die Bakterien das 

AS-Substi-

tution 
Nukleotid-

Substitution 
Orientierung Sequenz 

Annealing-

Temperatur 

Gln132Arg c.473A>G 
Vorwärts 

5’-ATCTGTGGAGCATCCG-

GAACCTGGGTACCAA-3’ 
70,8°C 

Rückwärts 
5’-TTGGTACCCAGGTTCCG-

GATGCTCCACAGAT-3’ 
70,8°C 

Cys460Trp c.1458C>G 
Vorwärts 

5’-TGAGTGTGGGG-

TATGGCGTTGTGGGCCTGGC-3’ 
74,8°C 

Rückwärts 
5’-GCCAGGCCCACAAC-

GCCATACCCCACACTCA-3’ 
74,8°C 
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Plasmid aufnehmen. Sofort danach wurden die Zellen wieder auf Eis gelagert, 500 µl 

S.O.C.-Medium (ThermoFisher Scientific, Carlsbad, USA) zugegeben und für eine 

Stunde bei 225 rpm bei 37 °C auf dem Schüttler inkubiert. Im Anschluss wurde die Zell-

suspension auf LB-Platten mit Ampicillin ausplattiert und bei 37 °C über Nacht inkubiert. 

Dadurch wurden die Zellen selektiert, die das Plasmid aufgenommen hatten, da der Vek-

tor ein Gen für Ampicillinresistenz enthält. 

Die richtige Orientierung, das Vorhandensein der Mutation und die Abwesenheit von re-

levanten anderen Mutationen wurde mittels Sequenzierung nach Sanger (ausführliche Er-

klärung siehe Kap. 2.2.1) überprüft. Die Sequenzen wurden mit publizierten DNA-Se-

quenzen abgeglichen. Für ITGAV war dies die Referenzsequenz ENSG00000138448, für 

ITGA2B ENSG00000005961 und für ITGB3 ENSG00000259207. Es fanden sich keine 

zusätzlichen Polymorphismen im eingebrachten β3-DNA-Molekül, die in einem Amino-

säurenaustausch resultieren. Expressionsvektoren für das Wildtyp-αv und -αIIb waren im 

Labor vorhanden (Wihadmadyatami et al., 2015). 

 
2.4 Generierung stabiler Transfektanten 
 
2.4.1 Zellkultur 

HEK293F-Zellen (American Type Tissue Collection) wurden in supplementiertem 

DMEM (Dulbecco’s modified eagle medium, Glucose 4,5 g/l, Capricorn Scientific, Ebs-

dorfergrund, Deutschland) mit 10% fetalem Kälberserum (FCS) und 1% Penicillin/Strep-

tomycin (PAN-Biotech, Aidenbach, Germany) bei einer konstanten Temperatur von 

37 °C, 5 % CO2 und mindestens 95 % Luftfeuchtigkeit kultiviert. Alle zwei bis drei Tage 

wurde das Medium erneuert, bevor eine Kultur vollständige Konfluenz erreicht hatte. 

 

2.4.2 Kotransfektion 

Die Kotransfektion wurde mit dem jetOPTIMUS Transfektionskit (Polyplus, Illkirch, 

Frankreich) nach Herstellerangaben durchgeführt. Unter stabiler Transfektion wird das 

dauerhafte Einbringen von fremder DNA in das Genom eukaryonter Zellen verstanden. 

Bei Kotransfektionen werden gleichzeitig zwei Plasmide eingebracht, in diesem Fall, um 

die Ausbildung des αIIbβ3- bzw. αvβ3-Heterodimers zu ermöglichen. Zusammen mit 

dem β3-allelischen pcDNA3.1-Konstrukt (Wildtyp oder mutiert) wurde deshalb in 
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äquimolarer Menge ein αIIb- oder αv-Wildtyp-Plasmid (pcDNA4 mit Zeocinresistenz) 

eingebracht.  

Auf einer 100 mm-Petrischale wurden 2,25 Mio. Zellen ausgesäht und über Nacht im 

CO2-Butschrank inkubiert. Nach Erreichen von 60-80 % Konfluenz konnte am folgenden 

Tag transfiziert werden. Dazu wurde das Zellmedium durch jetOPTIMUS Medium Se-

rum ersetzt. Der Transfektionsmix, bestehend aus 1 ml jetOPTIMUS Puffer, 10 µg DNA 

und 10 µl jetOPTIMUS wurde nach 10 min. Inkubation bei Raumtemperatur tröpfchen-

weise zu den Zellen gegeben. Die Petrischale wurde anschließend für 4 h im Zellkulturin-

kubator bei 37 °C, 5 % CO2 inkubiert. Danach wurde die Transfektionsreaktion durch 

Zugabe FCS-haltigen Mediums gestoppt. 

Um die Zellen, die beide Plasmide und damit auch beide Resistenzgene aufgenommen 

haben, zu selektieren, wurde nach 24-48 h antibiotikahaltiges Medium (Zeocin 200 µg/ml 

und Geneticin 400 µg/ml) zugegeben. Tabelle 2.3 gibt einen Überblick über die verwen-

deten Zelllinien. 

 

Tabelle 4: Verwendete Zelllinien 

Alle Zellen sind Humane Embryanolae Nierenzellen (HEK293F) aus der American Tissue Collection. 

 

 

 

Zelllinie α-Allel β-Allel Resistenz 

HEK293F 

untransfiziert 
- - Keine 

αIIbβ3 Wildtyp 
Wildtyp-αIIb in 

pcDNA4 
Wildtyp-β3 in pcDNA3.1 Geneticin und Zeocin 

αvβ3 Wildtyp 
Wildtyp-αv in 

pcDNA3.1 
Wildtyp-β3 in pcDNA3.1 Geneticin 

Wo αIIb/β3(Arg132) 
Wildtyp-αIIb in 

pcDNA4 
Arg132-β3 in pcDNA3.1 Geneticin und Zeocin 

Wo αv/β3(Arg132) 
Wildtyp-αv in 

pcDNA4 
Arg132-β3 in pcDNA3.1 Geneticin und Zeocin 

GT2 αIIb/β3(Trp460)  
Wildtyp-αIIb in 

pcDNA4 
Trp460-β3 in pcDNA3.1 Geneticin und Zeocin 

GT2 αv/β3(Trp460)  
Wildtyp-αv in 

pcDNA4 
Trp460-β3 in pcDNA3.1 Geneticin und Zeocin 
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2.4.3 Fluoreszenzaktiviertes Zell-Sorting 

Vor den immunologischen Tests wurden die Zellen, wenn sie mehrere Populationen un-

terschiedlich hoher Integrinexpression in der Durchflusszytometrie aufwiesen, gesortet. 

Dies war der Fall bei folgenden Zelllinien: αIIbβ3 Wildtyp, Wo αIIb/β3(Arg132) und 

GT2 αIIb/β3(Trp460). 

Unter Sorten versteht man das Separieren lebender Zellen nach spezifischen Merkmalen, 

in diesem Fall der Expressionsrate des αIIbβ3-Heterodimers. Die Vorbereitung der Zellen 

entsprach den Vorbereitungen für Messungen am Durchflusszytometer und beinhaltete 

das Ablösen der Zellen, Waschschritte, Bindung von Primär- und Sekundärantikörper 

und Aufnahme in Cellfix (siehe Kap. 2.2.2, S. 22). Gesortet wurde mit dem monoklonalen 

Antikörper Gi5 (markiert mit AlexaFluor 488) an einem BD FACS ARIA III mit FACS-

Diva Version 6.1.3. 

Im Unterschied zur herkömmlichen Durchflusszytometrie wird die Zellsuspension beim 

Sorten in einer Vibrationskammer in kleine Tröpfchen zerstäubt, sodass sie idealerweise 

eine einzelne Zelle enthalten. Diese Tröpfchen passieren einen Laser mit einer Wellen-

länge von 488 nm. Durch diese Messung wird die Zugehörigkeit der enthaltenen Zelle zu 

den zu sortenden Populationen identifiziert und das Tröpfchen erhält je nach Messwert 

eine elektrische Ladung. Anschließend werden die Zellen abhängig von ihrer elektrischen 

Ladung in einem elektrischen Feld aufgetrennt und in verschiedene Sammelgefäße gelei-

tet. 

 

 

2.5 Immunologische Analyse der Oberflächenproteine 
 

2.5.1 Durchflusszytometrie von Thrombozyten und HEK-Zellen 

Die Expressionslevel der Proteine wurden mithilfe der Durchflusszytometrie bestimmt. 

Für das Prinzip der Durchflusszytometrie siehe Kap. 2.2.2: Quantifizierung der αIIb-

Oberflächenexpression auf Thrombozyten in der Durchflusszytometrie. 

Die Testung der Thrombozyten zur Quantifizierung der αIIbβ3-Expression folgte einem 

anderen Protokoll (s. Kap. 2.2.2, S. 22) als die Testung mit anti-HPA-1a-Antikörpern. Im 

Folgenden wird der Versuchsablauf für die Testung mit anti-HPA-1a-Antikörpern darge-

stellt. Die Thrombozyten wurden aus EDTA-Blut gewonnen. Jeweils 20 x 106 gewa-

schene Thrombozyten wurden mit 0,4 μg des jeweiligen monoklonalen Antikörpers in 50 
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μl Rinderalbumin (Dulbecco PBS von Thermo Fisher Scientific, Langenselbold, Ger-

many und 0,2 % BSA von Serva, Heidelberg, Germany) für 30 min. bei 4 °C inkubiert. 

Nach einem Waschschritt (Zugabe von 300 µl Rinderalbumin, Zentrifugation bei 6200 

rpm für 1 min.) wurden die Thrombozyten mit Fluoresceinisothiocyanat(FITC)-markier-

tem Ziege anti-human IgG (Dianova, Hamburg, Deutschland, Verdünnung 1:50) für 30 

min bei 4 °C angefärbt. Anschließend wurden die markierten Zellen in 200 µl Cellfix 

(Becton and Dickinson) resuspendiert und an einem FACSCanto II durchflusszytomet-

risch analysiert. Die Ausgabe der Daten erfolgte mit FACSDiva (Becton and Dickinson), 

die Auswertung mit Flowing Software Version 2.5.1 (Perttu Terho, Turku Bioimaging). 

 

Die HEK293F-Zellen wurden mit 1 ml Accutase aus den Kulturflaschen abgelöst und mit 

PBS gewaschen. Pro Versuchsansatz wurden 300 000 Zellen in 50 µl Rinderalbumin auf-

genommen. Anschließend wurden 20 µl monoklonale Antikörper (Konzentration: 20 

µg/ml), respektive 20 µl Überstand, von antikörperproduzierenden Zellen zum Ansatz 

gegeben und für 30 min. bei 4 °C inkubiert. Weitere Details der verwendeten monoklo-

nalen Primärantikörper finden sich in Tabelle 5. Nach der Inkubationszeit wurden unge-

bundene Antikörper durch einen Waschschritt (Zugabe von 500 µl Rinderalbumin, Zent-

rifugation bei 8000 rpm für 1 min. und Absaugen des Überstandes) entfernt. Anschlie-

ßend wurde der Sekundärantikörper zugegeben (mit Alexa Fluor 488 konjugierter Esel-

anti-Maus-IgG (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) oder FITC-markierter Ziege anti-

human IgG (Dianova, Hamburg, Deutschland); 1:50 verdünnt in 50 µl Rinderalbumin) 

und die Ansätze für 30 min. bei 4 °C inkubiert. Anschließend folgte ein weiterer Wasch-

schritt. Nun wurden die Zellen durch Zugabe von 100 µl Cellfix fixiert. Anschließend 

wurde 200 µl Cellfix in Glasröhrchen vorgelegt und die Zellsuspension zugegeben. Für 

die weitere durchflusszytometrische Analyse siehe oben. 

 

Tabelle 5: Bei der Durchflusszytometrie verwendete monoklonale Primärantikörper 

Für verwendete Sekundärantikörper siehe Text. 

 

Antikörper Zielantigen Herkunft 

Gi5 αIIbβ3-Komplex 
Institut für Klinische Immunologie und Transfu-

sionsmedizin Gießen 
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23C6 αvβ3-Komplex Millipore (Temecula, CA, USA) 

AP3 β3-Integrin (AS 348-421) 
Hybridoma-AP3-Zelllinie (ATCC HB-242, We-

sel, Deutschland) 

SZ21 β3-Integrin (AS 30, 32, 33, 39) Beckman Coulter (Marseille, Frankreich) 

26.4 β3-Integrin (AS 30, 32, 33, 39, 470) 
Dr. Bjørn Skogen (Prophylix Pharma AS, 

Tromsø, Norwegen) 

B2G1 
β3-Integrin (AS 30, 32, 33, 39, 446, 

470) 
Dr. Celdric Ghevaert (NHS Blood and Trans-

plant, Cambridge, Vereinigtes Königreich)  

 

 

2.5.2 Präparation von Gesamtproteinextrakten 

Zur Herstellung der Proteinlysate aus HEK-Zellen wurden diese mit Accutase abgelöst, 

mit PBS gewaschen (Zentrifugation bei 1200 rpm für 5 min) und in ein 1,5 ml-Tube 

überführt. Auf ca. 2 Mio. Zellen wurden jeweils 100 µl Lysepuffer (bestehend aus 95,7 

µl IBP (siehe Tabelle 2.5), 3,3 µl Protease Inhibiting Cocktail (Sigma-Aldrich, Darm-

stadt, Deutschland), 1 µl 100-millimolares Phenylmethylsulfonylfluorid (ThermoFisher 

Scientific, Carlsbad, USA)) pipettiert und nach kurzem Vortexen für 30 min auf Eis in-

kubiert. Anschließend wurden die Zelltrümmer bei 13 000 rpm bei 4°C für 30 min ab-

zentrifugiert und der proteinhaltige Überstand in ein neues Tube überführt. Um einheitli-

che Probenverdünnungen herstellen zu können, wurde ein BCA-Assay zur Proteinkon-

zentrationsbestimmung nach Herstellerangaben (PierceTM BCA Protein Assay Kit, 

ThermoFisher Scientific, Rockford, USA) durchgeführt. 

 

Tabelle 6: Herstellung von IPB 

 Konzentrationsangaben Hersteller 

3,03 g Tris 50 mM Roth, Karlsruhe, Deutschland 

4,38 g NaCl 150 mM Roth, Karlsruhe, Deutschland 

In 400 ml destilliertem Wasser lösen, mit rauchender HCl auf 7,4 einstellen 

5 ml Triton X-100 1 % Janssen, Neuss, Deutschland 

Triton X-100 zugeben und mit destilliertem Wasser auf 500 ml auffüllen 
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2.5.3 SDS-Page 

Zur Auftrennung der Proteine nach ihrer Molekülmasse wurde im Anschluss eine Sodi-

umdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) durchgeführt. Das ver-

wendete diskontinuierliche Elektrophoresesystem bestand aus einem 5 %igen Sammelgel 

(zum Konzentrieren der Proteine) und einem 7,5 %igen Trenngel (zum Auftrennen der 

Proteine). Die Proteinlysate wurden mit PBS auf eine Konzentration von 1 µg/µl in 10 µl 

verdünnt, mit 10 µl 2x nicht-reduzierendem Probenpuffer versetzt, für 5 min. bei 99 °C 

denaturiert und anschließend in die Probenslots des Gels aufgetragen. Als Standard wur-

den 7 µl PageRuler Prestained Protein Ladder (ThermoFisher Scientific, Produktnummer 

26616, Carlsbad, USA) verwendet. Die Auftrennung erfolgte bei 30 mA für 90 min. in 

1x Laufpuffer (Rotiphorese, Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland). 

 

2.5.4 Immunblot mit HEK-Zellen 

Hierfür wurden die im Gel aufgetrennten Proteine unter halbtrockenen Bedingungen (se-

midry) auf eine PVDF-Membran (Polyvinylidenfluorid-Membran; Roth, Karlsruhe) 

transferiert und mit Hilfe von Antikörpern nachgewiesen. Die Membran wurde in Metha-

nol aktiviert und mit dem Gel für 5 min. in Puffer B äquilibriert. Der Western-Blot be-

stand aus drei mit Puffer A befeuchteten Filterpapieren, darauf drei mit Puffer B befeuch-

teten Filterpapieren, der Membran, dem Gel und drei mit Puffer C befeuchteten Filterpa-

pieren. Zur Zusammensetzung der Transferpuffer siehe Tabelle 2.6. 

 

Tabelle 7: Transferpuffer für Semidry-Blot 

Puffer A 36,3 g Tris 800 ml Aqua dest. 200 ml Methanol 

Puffer B 3,03 g Tris 800 ml Aqua dest. 200 ml Methanol 

Puffer C 5,2 g ε-Aminocapronsäure 800 ml Aqua dest. 200 ml Methanol 

 

Um verbliebene Luftblasen zu entfernen, wurde ein Polyröhrchen über den Stapel gerollt. 

Der Transfer erfolgte bei einer Spannung von 90 mA für 45 min. Im Anschluss wurde die 

Membran für eine Stunde bei Raumtemperatur in Blockierlösung (1,5% BSA in ECL-

Waschlösung, siehe Tabelle 2.7) inkubiert, um die nicht-besetzten Bindungsstellen der 

Membranoberfläche zu blockieren. Danach wurde die Membran über Nacht bei 4 °C mit 

dem Primärantikörper verdünnt in Blockierlösung (20 µl Serum, bzw. 5 µg moAb oder 

100 µl Überstand für 2 ml Blockierlösung) inkubiert. Details zu den verwendeten 
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monoklonalen Primärantikörper finden sich in Tabelle 2.8. Nach fünf Waschschritten mit 

ECL-Waschpuffer folgte die Inkubation der Membran für 45 min. mit dem HRP-mar-

kierten Sekundärantikörper (Esel-anti-Maus-Antikörper; Dianova (Hamburg, Deutsch-

land)) 1:50 000 verdünnt in Blockierlösung inkubiert. 

 

Tabelle 8: Herstellung des ECL-Puffers 

 Konzentrationsangaben Hersteller 

2,423 g Tris 20 mM Roth, Karlsruhe, Deutschland 

9 g NaCl 155 mM Roth, Karlsruhe, Deutschland 

pH mit rauchender HCl auf 7,4 einstellen 

Tween-20 0,05 % Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Mit destilliertem Wasser auf 1 l einstellen 

 

Um unspezifisch gebundene Antikörper zu entfernen, folgte ein weiterer Waschschritt. 

Die gebundenen Sekundärantikörper wurden mit Hilfe eines Chemolumineszenz-Nach-

weises (Pierce ECL Plus WB ReagenzKit, Pierce/Thermo Scientific, Rockford, US) nach 

Herstellerangaben nachgewiesen. Der Standard wurde mit dem WesternBright ChemiPen 

(Katalognr. R-07055-001, Advansta Inc., San José, USA) markiert, anschließend die 

Membran für 5 min in 6 ml Detektionslösung inkubiert, die überschüssige Lösung ent-

fernt und die Membran zwischen Klarsichtfolienblätter gelegt. Die Membran wurde für 

14 min. an einem FluorChem2-Gerät (FluorChem FC2 Imaging System, Alpha Innotech, 

Kasendorf, Deutschland) entwickelt. 

 
Tabelle 9: Im Immunblot verwendete monoklonale Primärantikörper 

 

 

Antikörper Zielantigen Herkunft 

AP3 β3-Integrin (AS 348-421) 
Hybridoma-AP3-Zelllinie (ATCC HB-242, 

Wesel, Deutschland) 

SZ21 β3-Integrin (AS 30, 32, 33, 39) Beckman Coulter (Marseille, Frankreich) 

SZ22 αIIb-Integrin Beckman Coulter (Marseille, Frankreich) 

GAPDH 
Glycerinaldehyd-3-phosphate-De-

hydrogenase 
Halcyon (South Logan, UT, USA) 
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2.5.5 Antigen Capture Assay 

Um die Reaktivität der Oberflächenproteine auf den Kulturzellen mit verschiedenen Se-

ren zu überprüfen, wurde ein Antigen Capture Assay nach einem modifizierten MAIPA-

Protokoll (Monoclonal antibody-specific immobilization of platelet antigens) durchge-

führt (Kiefel et al., 1987). Dafür wurde am Vortag eine Mikrotiterflachbodenplatte mit 

Ziege-anti-Maus-IgG (100 µl pro Well; Verdünnung: 3 µg/ml in Beschichtungspuffer 

(bestehend aus 0,3975 g Na2CO3, 0,7325 g NaHCO3, 0,05 g NaN3, in 250 ml Aqua dest. 

Lösen und pH auf 9,6 einstellen)) beschichtet und bei 4 °C über Nacht inkubiert. 

Am nächsten Tag wurden die HEK-Zellen geerntet und mit 0,2 % BSA (Serva, Heidel-

berg, Deutschland) enthaltendem Dulbecco’s PBS (Thermo Fisher Scientific, Langensel-

bold, Deutschland) auf 3 x 106 Zellen/ml eingestellt. Nun wurden 50 µl Patientenserum 

und 100 µl HEK-Zellen kurz gevortext und für 30 min. bei 37 °C inkubiert. Nach einem 

Waschschritt mit PBS/0,2 % BSA wurden 50 µl PBS/2 % BSA und 10 µl monoklonaler 

Antikörper (AP3 bzw. Gi5 als Capture Antibody; 0,02 mg/ml) zugegeben. Nach erneuten 

30 min. Inkubation und drei weiteren Waschschritten mit PBS/0,2 % BSA wurde 100 µl 

Lysepuffer (siehe Tabelle 2.9, mit 5 % Proteaseinhibitorcocktail von Sigma-Aldrich, 

Darmstadt, Deutschland) zum Pellet gegeben, resuspendiert und anschließend für 30 min. 

bei 4 °C inkubiert. Hiernach Abzentrifugation bei 13000 rpm für 30 min. und Überfüh-

rung von 70 µl Überstand in 180 µl 4 °C temperierten MAINA-Waschpuffer mit 0,2 % 

BSA (siehe Tabelle 2.10). 

 

Tabelle 10: Herstellung des Lysepuffers 

1,2 g Tris Roth, Karlsruhe, Deutschland 

4,38 g NaCl Sigma Aldrich, Darmstadt, Deutschland 

4,75 ml Triton x-100 Janssen, Neuss, Deutschland 

0,93 g Titriplex Merck, Darmstadt, Deutschland 

In 500 ml Aqua dest. lösen, pH auf 7,4 einstellen. 
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Tabelle 11: Herstellung des MAINA-Waschpuffers 

1,21 g Tris Roth, Karlsruhe, Deutschland 

9,5 ml Triton x-100 Sigma Aldrich, Darmstadt, Deutschland 

4,5 ml Tween 20 Roth, Karlsruhe, Deutschland 

72,5 mg CaCl22H2O Sigma Aldrich, Darmstadt, Deutschland 

In 1 l NaCl lösen, pH auf 7,4 einstellen. 

 

In der Zwischenzeit wurde die am Vortag beschichtete Flachbodenplatte mit 200 µl 

PBS/0,2 % BSA pro Well für eine Stunde bei 4 °C blockiert und fünf Mal mit PBS/0,05 

% Tween 20 gewaschen. Auf diese Platte wurden anschließend jeweils zweimal 100 µl 

der Lysatverdünnung pipettiert und MAINA-Waschpuffer als Leerwert verwendet. An-

schließend wurde die Platte über Nacht bei 4 °C inkubiert. 

Am folgenden Tag wurde die Mikrotiterplatte fünf Mal mit PBS/0,05 % Tween 20 gewa-

schen und der Sekundärantikörper zugegeben (100 µl Ziege-anti-human-Antikörper; 

1:4000 verdünnt in MAINA-Waschpuffer/0,2 % BSA). Nach 2 h Inkubation bei 4 °C und 

sechs Waschschritten wurden 100 µl Substratpuffer (3 ml Aqua dest., 1 o-Phenylenedia-

min-dihydrochlorid-Tablette, 1,25 µl H2O2) pro Well zugegeben und bei Raumtempera-

tur für 15 min. bei Dunkelheit inkubiert. Anschließend wurde die Reaktion mit 50 µl 4N 

H2SO4 abgestoppt und die optische Dichte bei 490/620 nm photometrisch bestimmt. Alle 

Experimente wurden doppelt, bzw. dreifach durchgeführt, und die Ergebnisse wurden als 

arithmetisches Mittel der optischen Dichte angegeben. 
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3 Ergebnisse 
 

3.1 Punktmutation ITGB3 c.473A>G  
 
Im folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse zur Untersuchung der Punktmutation 

c.473A>G im β3-Integrin bei einem Patienten mit Neonataler Alloimmunthrombozyto-

penie vorgestellt. 

 

3.1.1 Nachweis eines Nukleotidaustausches (c.473A>G) 

Nachdem der MAIPA zwischen mütterlichem Serum und väterlichen Plättchen eine po-

sitive Reaktion mit dem Integrin αIIbβ3 gezeigt hatte, wurden die kodierenden Genab-

schnitte für die Integrine αIIb und β3 (ITGA2B bzw. ITGB3) des Vaters, der Mutter und 

des Patienten vollständig sequenziert. Ein Einzelnukleotid-Polymorphismus in diesen 

Genen mit resultierendem Aminosäureaustausch kann eine Alloimmunisierung gegen ein 

bisher unbekanntes seltenes Antigen verursachen. Um Rückschlüsse ziehen zu können, 

ob beim Patienten „Wo“ ein Einzelnukleotid-Polymorphismus vorliegt, wurde das Ergeb-

nis mit publizierten Sequenzen verglichen. 

Dabei zeigte sich sowohl beim Vater als auch beim betroffenen Kind eine heterozygote 

Punktmutation im Exon 4 von ITGB3. Diese Mutation ist in Abbildung 4 dargestellt. Der 

Nukleotidaustausch c.473A>G wandelt das natürlich vorkommende Basentriplet CGG 

(kodierend für Arginin; vorhanden bei Woa-positiven Individuen) zu CAG (kodierend für 

Glutamin; vorhanden bei Woa-negativen Individuen) um und führt damit zum Aminosäu-

reaustausch ITGB3 p.Gln132Arg. Die Sequenzvariation wurde unter der Zugangsnum-

mer MN624129 bei GenBank hinterlegt, unter rs_748901429 ist die Variation in der SNP-

Datenbank zu finden. Im ITGA2B wurde keine Sequenzvariation festgestellt. 
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Abbildung 4: Nukleotidsubstitution c.473A>G 

Statt der Base Arginin findet sich Guanin im Exon 4 in der Sequenz. Sequenzanalyse nach Sanger aus 

paternaler Plättchen-DNA. Die Nummerierung innerhalb von ITGB3 bezieht sich dabei auf die Referenz-

sequenz ENSG00000259207. 

 

 

3.1.2 Anti-Wo(a) erkennt spezifisch ITGB3 p.Gln132Arg 

Um zu bestätigen, dass der aus dem Einzelnukleotid-Polymorphismus c.473A>G resul-

tierende Aminosäureaustausch p.Gln132Arg ursächlich für die Reaktion des mütterlichen 

Immunsystems auf die kindlichen Zellen war und das Wo(a)-Epitop bildet, wurde ein 

glykoproteinspezifischer Enzymtest durchgeführt. Dafür wurden durch Transfektion 

HEK-293F-Zellen hergestellt, die das αIIbβ3-Integrin mit dem Aminosäureaustausch auf 

der Zelloberfläche exprimieren. Zellen, die entweder dieses mutierte αIIbβ3 (Arg132; 

Wo(a)) oder Wildtyp-αIIbβ3 (Gln132) auf ihrer Oberfläche exprimierten, wurden auf Re-

aktivität mit mütterlichem Serum untersucht. Das mütterliche Serum reagierte spezifisch 

mit den mutierten HEK-293F-Zellen, jedoch nicht mit den Wildtyp-Zellen. Damit ließ 

sich bestätigen, dass das Wo(a)-Epitop durch die Gln132Arg-Mutation gebildet wird. 
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Abbildung 5: Serologische Bestätigung des Wo(a)-Epitops 

Inkubation von HEK-293F-Zellen, die das mutierte oder Wildtyp-Oberflächenprotein exprimieren, mit dem 

mütterlichen Serum (anti-Wo(a)) oder Serum, das anti-HPA-1a-Antikörper enthielt. Als Kontrolle wurde 

Serum eines gesunden Blutspenders mit der Blutgruppe AB verwendet. Nach Zelllyse wurde das αIIbβ3-

Integrin mit dem komplexspezifischen monoklonalen Antikörper Gi5 auf einer Platte immobilisiert. Der 

Antikörper Gi5 wurde nun durch einen HRP-markierten Sekundärantikörper gebunden und nachgewiesen. 

Die optische Dichte (OD) wurde bei 492 nm bestimmt. Wildtyp-HPA-1a-HEK-293F-Zellen (Gln132, grau) 

und mutierte HPA-1a-HEK-293F-Zellen (Arg132, schwarz) reagierten beide mit anti-HPA-1a-Serum (OD 

4,19 ± 0,19, beziehungsweise 4,32 ± 0,16). Im Gegensatz dazu reagierten nur die mutierten Zellen auf das 

anti-Wo(a)-Serum (OD 4,11 ± 0,47), nicht jedoch die Wildtyp-Zellen (OD 0,14 ± 0,19). Alle Daten sind 

Mittelwerte ± 1 SD, n = 3 unabhängige Experimente. 
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3.2 Punktmutation ITGB3 c.1458C>G 
 
Im folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse zur Untersuchung der Punktmutation 

c.1458C>G im β3-Integrin bei einem Patienten mit Thrombasthenie Glanzmann vorge-

stellt. Die molekulargenetische Charakterisierung dieses Patienten wurde 2014 von Sand-

rock-Lang et al. unter der Bezeichnung GT2 publiziert (Sandrock-Lang et al., 2015). 

 

3.2.1 Molekulare Analyse der αIIb(ITGA2B)- und β3(ITGB3)-Gene 

Die Erkrankung Thrombasthenie Glanzmann wird durch homozygote oder compound he-

terozygote Mutationen in den Genabschnitten, die für die Integrine αIIb und β3 kodieren-

den, verursacht. Deshalb wurden diese Genabschnitte (ITGA2B und ITGB3) des Patienten 

mit Vorwärts- und Rückwärtsprimern vollständig sequenziert. Das Ergebnis verglichen 

wir mit den publizierten DNA-Sequenzen (NM_000212.2 für ITGB3 und NM_000419.5 

für ITGA2B). 

Im ITGA2B-Gen wurde keine Sequenzvariation festgestellt. 

Die Sequenzierung der für die β3-Untereinheit kodierenden Exone zeigte zwei Missense-

Mutationen: Eine Mutation c.31T>C fand sich im Exon 1, sie führt zum Aminosäuren-

austausch Trp11Arg (nicht abgebildet). Diese Mutation befindet sich im Signalpeptid des 

Integrins β3. Es ist deshalb denkbar, dass sie mit der Translokation in oder durch Zell-

membranen interferiert und zu einer Abwesenheit der betroffenen Proteine auf der Zell-

oberfläche führt. 

Eine Mutation c.1458C>G fand sich zudem im Exon 10. Sie befindet sich in der I-EGF1-

Domäne und führt zum Aminosäurenaustausch p.Cys460Trp (Abbildung 6). Bei Sequen-

zierung der elterlichen DNA fand sich die Trp11Arg-Mutation bei der Mutter und die 

Cys460Trp-Mutation beim Vater, was darauf hindeutet, dass alle αIIbβ3-Kopien des Pa-

tienten eine der beiden Mutationen tragen. In der direkten Umgebung der Cys460Trp-

Mutation finden sich Aminosäuren, die für einige HPA-1a-Epitope unerlässlich sind. Das 

Cys460 geht im Wildtyp-Protein mit dem Cys448 eine Disulfidbrücke ein, die bei Sub-

stitution durch Tryptophan nicht entstehen kann. Es ist möglich, dass diese Änderung in 

der Primärstruktur weitreichende Auswirkungen auf die Sekundärstruktur von HPA-1a-

Epitopen hat. Deshalb wurde die Mutation Cys460Trp bei einem Patienten mit Throm-

basthenie Glanzmann für weitere Untersuchungen ausgewählt. 

Die Sequenzanalyse zeigte, dass der Patient an Position 176 in Exon 3 homozygot für 

Cytosin ist, das für Leu33 kodiert. Damit ist der Patient HPA-1aa (siehe Abbildung 6). 
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Abbildung 6: Sequenzierung des ITGB3-Gens: Leu33-Polymorphismus und Nukleotidsubstitution 

c.1458C>G 

Sequenzanalyse nach Sanger aus DNA des Patienten. In der Sequenz fand sich statt der Base Cytosin Gu-

anin in Exon 10. Die Positionen der drei Disulfidbrückenbindungen C437-C457, C448-C460 und C462-C471 sind 

dargestellt. Im Exon 3 fand sich das Basentriplet CTG, das für Leucin33 kodiert. Damit ist der Patient 

homozygot für HPA-1a. Im ITGA2B-Gen befanden sich keine Mutationen. 

 

 

Anschließend wurde überprüft, ob die Mutationen die Expression des Glykoproteins 

αIIbβ3 auf Thrombozyten des Patienten und seines Vaters im Vergleich zu einem Nor-

malspender quantitativ verändern (siehe Abbildung 7). Der Patient zeigte eine reduzierte 

Expression von αIIbβ3, der Vater im Vergleich zu einem gesunden Spender eine normale 

Expression. Dies lässt vermuten, dass die Trp11Arg-Mutation verhindert, dass αIIbβ3-

Kopien mit dieser Mutation exprimiert werden, αIIbβ3-Kopien mit der Cys460Trp-Mu-

tation jedoch auf der Zelloberfläche exprimiert werden können. Aufgrund dieser Ergeb-

nisse kann die Erkrankung des Patienten als Thrombasthenie Glanzmann Typ 2 klassifi-

ziert werden. 
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Abbildung 7: αIIbβ3-Expression auf den Thrombozyten des Patienten 

Durchflusszytometrische Quantifizierung von αIIbβ3 auf der Thrombozytenoberfläche mit dem monoklo-

nalen Antikörper AP3. Der Patient zeigte mit 11662 αIIbβ3-Kopien eine reduzierte Expression, während 

der Vater mit 41583 Kopien eine normale αIIbβ3-Expression aufweist. Die Plättchen der gesunden Spender 

exprimierten 41000 – 65000 αIIbβ3-Kopien. Isotypenkontrolle (Normalspenderplättchen mit Maus-IgG) 

in schwarz. 

 

 

 
3.2.2 Auswirkungen der ITGB3 p.Cys460Trp-Mutation auf die Expression 

des β3-Integrins 

Um die Auswirkungen der Cys460Trp-Mutation weiter untersuchen zu können, wurden 

cDNA-Vektoren für das β3-Integrin hergestellt, die die Cys460Trp-Mutation enthalten 

und zusammen mit Wildtyp-αIIb bzw. Wildtyp-αv in HEK-293F-Zellen eingebracht. 

(siehe Kapitel 2.4). 

Die stabil exprimierenden Zellen wurden durchflusszytometrisch mit monoklonalen An-

tikörpern gegen die β3-Untereinheit, den αIIbβ3- bzw. αvβ3-Komplex (AP3, Gi5 und 

23C6 respektive) analysiert, um zu untersuchen, ob die eingebrachte Mutation die Ober-

flächenexpression der Integrine verändert. 

Dabei zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den mutierten Zellen und den 

Wildtypzellen (siehe Abbildung 8). 
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Abbildung 8: Durchflusszytometrische Analyse von HEK-293F-Zellen, die mit mutiertem und 

Wildtyp-αIIbβ3 bzw. αvβ3 transfiziert wurden 

Die Mutation beeinträchtigt die Oberflächenexpression nicht signifikant. Sowohl die Wildtyp-Zellen, als 

auch Zellen mit der eingebrachten Mutation Trp460 reagierten vergleichbar mit AP3 (monoklonaler AK 

gegen das β3-Integrin), Gi5 (gerichtet gegen αIIbβ3-Komplex) bzw. 23C6 (gerichtet gegen αvβ3-Kom-

plex). Maus-IgG (mIgG) wurde als Negativkontrolle verwendet. 

 

 

Um auch Aussagen über intrazelluläre Proteine treffen zu können, wurden die αIIbβ3-

HEK-293F-Zellen lysiert und im Immunblot untersucht (siehe Abbildung 9). Auch hier 

zeigte sich eine vergleichbare Expression des mutierten und des Wildtyp-β3. Ähnliche 

Ergebnisse fanden sich auch bei Analyse der αvβ3-Zellen. Zudem fiel auf, dass die Bande 

der mutierten β3-Proteine langsamer durch das Gel migrierte als die Bande des Wildtyp-

Proteins, was darauf schließen lässt, dass die Mutation die Proteinstruktur des β3-

Moleküls verändert. Es lässt sich zusammenfassen, dass die Mutation Cys460Trp die 

Oberflächenexpression der αIIbβ3- und αvβ3- Proteine nicht bedeutend verändert. 
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Abbildung 9: Immunblot von HEK-293F-Zellen, die mit mutiertem αIIbβ3 und Wildtyp-αIIbβ3 

transfiziert wurden 

Im Immunblot mit AP3 (monoklonaler AK gegen das β3-Integrin) migriert die Bande mit dem mutierten 

Protein (1, Trp460) langsamer als die Bande des Wildtyp-Proteins (2, Cys460). Maus-IgG (mIgG) wurde 

als Negativkontrolle verwendet, es wurde nicht-reduzierender Puffer verwendet. 

 

 

 

3.2.3 Auswirkung der Mutation auf HPA-1a-bestimmende Antigene 

Die Mutation Cys460Trp zerstört eine Disulfidbrücke in der I-EGF1-Domäne. Da die I-

EGF1-Domäne nötig für die Bindung mancher anti-HPA-1a-Antikörper ist, könnte diese 

Mutation immunologische Auswirkungen haben. Um diese Hypothese zu testen, wurden 

Plättchen des Patienten (exprimieren αIIbβ3 mit der Mutation auf ihrer Oberfläche), des 

Vaters und eines gesunden Spenders mit den monoklonalen anti-HPA-1a-Antikörpern 

SZ21, 26.4 und B2G1 in der Durchflusszytometrie analysiert. Die Antikörper SZ21, 26.4 

und B2G1 benötigen zur Bindung in dieser Reihenfolge jeweils mehr Anteile der I-EGF1-

Domäne und werden damit in dieser Reihenfolge in zunehmendem Maße spezifisch (De-

tails zu involvierten Aminosäuren siehe Tabelle 2.8). Dabei zeigte sich, dass die Throm-

bozyten des Patienten im Vergleich zu Wildtyp-Thrombozyten signifikant schwächer mit 

SZ21, nur minimal mit 26.4 und nicht mit B2G1 reagierten (siehe Abbildung 10). Auch 

paternale Plättchen reagierten im Vergleich zu den Thrombozyten des gesunden Spenders 

schwächer mit 26.4 und B2G1. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Csy460Trp-

Mutation das Bindungsverhalten einiger monoklonaler Antikörper gegen HPA-1a verän-

dert. 
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Abbildung 10: Durchflusszytometrische Messung von Thrombozyten mit monoklonalen HPA-1a-

Antikörpern 

Nur der monoklonale AK SZ21 reagierte mit Thrombozyten des Patienten (GT), nicht jedoch 26.4 und 

B2G1. Paternale Thrombozyten (FA) reagierten mit allen drei AK, jedoch im Vergleich zu den Throm-

bozyten eines gesunden Spenders (NS) schwächer mit 26.4 und B2G1. Ktr: Thrombozyten eines Normal-

spenders mit Maus-IgG 

 

Diese Ergebnisse bestätigten sich auch bei durchflusszytometrischer Analyse der HEK-

293F-Zellen, in die ein αIIb-Wildtypplasmid und β3(Trp460)-Plasmid eingebracht wurde 

(siehe Abbildung 11). Hier reagierten die Zellen mit dem mutierten Protein mit SZ21 und 

schwach mit 26.4. Es fand keine Reaktion mit B2G1 statt. Es lässt sich festhalten, dass 

die Cys460Trp-Mutation in der I-EGF1-Domäne das HPA-1a-Epitop verändert und vor-

wiegend die Bindung von Typ II- anti-HPA-1a-AK (e. g. 26.4 oder B2G1) stört und we-

niger die Bindung von Typ I-anti-HPA-1a-AK (e. g. SZ21). 

Kürzlich stellten Strukturanalysen dar, dass das β3-Integrin in einer anderen Konforma-

tion vorliegt, wenn es mit αv statt αIIb einen Komplex bildet. Es ist deshalb möglich, 

dass die αvβ3-Zellen mit den monoklonalen anti-HPA-1a-Antikörpern anders als die 

αIIbβ3-Zellen reagieren. Deshalb wurden auch mutierte-(Trp460)- und Wildtyp-

(Cys460)-αvβ3-Transfektanten mit verschiedenen monoklonalen anti-HPA-1a-Antikör-

pern getestet (siehe Abbildung 11, untere Diagramme). Hier zeigte sich bei allen drei 

Antikörpern ein verändertes Bindungsmuster: Wenn die mutierte β3-Untereinheit mit der 
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αv-Untereinheit im Komplex vorliegt, reagiert sie nicht mit 26.4 und B2G1 und nur 

schwach mit SZ21. 

 
Abbildung 11: Durchflusszytometrische Messung der stabilen αIIbβ3- und αvβ3-Transfektanten mit 

monoklonalen HPA-1a-Antikörpern 

Die mutierten αIIbβ3-Zellen (Mu) reagierten nur mit dem Antikörper SZ21, nicht jedoch mit den spezifi-

scheren Antikörpern 26.4 und B2G1. Die mutierten αvβ3-Zellen reagierten mit allen Antikörpern signifi-

kant schwächer als die Wildtyp-Zellen, leichte Reaktion mit SZ21. Wildtyp-HEK-293F-Zellen (WT) rea-

gierten mit allen drei AK. Ktr: Maus-IgG 

 

 

3.2.4 Auswirkung der Mutation auf das Bindungsverhalten einiger anti-

HPA-1a-Antikörper 

Um die Existenz dieser beiden Subtypen von anti-HPA-1a-Antikörper weiter zu bestä-

tigen, wurden HEK-293F-Zellen, die das mutierte oder Wildtyp-αIIbβ3 bzw. αvβ3 auf 

der Oberfläche tragen, mit mütterlichen Seren von FNAIT-Fällen in einem glykopro-

teinspezifischen Enzymtest inkubiert. 

Bei Testung mit dem anti-HPA-1a-Standardserum NIBSC 03/152 (als Typ-I-Antikörper, 

Säule 1) reagierten alle vier Zelllinien vergleichbar. Vier der fünf FNAIT-Seren (Säulen 
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3, 4, 6 und 7) reagierten mit den Wildtyp-αIIbβ3-Zellen, jedoch nicht mit den Cys460Trp-

mutierten Zellen. Dies weist darauf hin, dass die meisten Seren vorwiegend aus Typ II-

anti-HPA-1a-Antikörpern bestehen. Lediglich Serum Nummer 5 reagierte sowohl mit 

den Wildtyp-αIIbβ3-Zellen, als auch den mutierten αIIbβ3-Zellen vergleichbar, was auf 

Typ I-anti-HPA-1a-Antikörper in diesem Serum schließen lässt. 

Ähnliche Ergebnisse fanden sich auch beim Testen mit αvβ3-Zellen. 

 

 
Abbildung 12: Analyse von anti-HPA-1a-Antikörpern mit Wildtyp und mutierten αIIbβ3- und αvβ3-

transfizierten HEK-293F-Zellen in einem modifizierten MAIPA 

Inkubation von HEK-293F-Zellen, die den mutierten (Trp460) oder Wildtyp (Cys460) αIIbβ3-, bzw. αvβ3-

Komplex auf der Oberfläche exprimieren, mit fünf verschiedenen maternalen Seren von FNAIT-Fällen 

ohne ICH. Als Kontrolle wurde anti-HPA-1a-Standardserum (National Institute for Biological Standards 

and Control 03/152, Säule 1), sowie AB-Serum eines gesunden Blutspenders mitgeführt. Untransfizierte 

HEK293F-Zellen wurden als Negativkontrolle verwendet. Nach Zelllyse wurde das αIIbβ3- bzw. αvβ3-

Integrin mit dem β3-spezifischen monoklonalen Antikörper AP3 auf der Platte immobilisiert. Nachweis 

von AP3 durch HRP-markierten Sekundärantikörper. Die optische Dichte wurde bei 492 nm bestimmt. 

Vier von fünf FNAIT-Seren (#3, #4, #6 und #7) reagierten mit den mutierten Zellen jeweils signifikant 

schwächer, als mit den Wildtypzellen, Serum #5 reagierte mit beiden mutierten und Wildtypzellen jeweils 

vergleichbar. Alle Daten sind Mittelwerte der Optischen Dichte +1 SD, n = 2 unabhängige Experimente. 
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4 Diskussion 
In einem Fall von schwerer neonataler Alloimmunthrombozytopenie konnten wir eine 

Immunisierung gegen ein neues Antigen auf dem β3-Integrin feststellen. Durch Ge-

nomsequenzierung und Analyse mit Transfektanten wurde die Mutation ITGB3 c.473A 

> G (p.Gln132Arg) als Ursache identifiziert. 

Das neue Antigen wurde nach der internationalen Plättchennomenklatur Wo(a) benannt. 

Anti-HPA-1a-Antikörper reagierten sowohl mit Wildtypzellen, als auch mit mutierten 

Zellen, was darauf hinweist, dass die Wo(a)-Mutation nicht das HPA-1a-Epitop verän-

dert. 

 

Bei einem Patienten mit Thrombasthenie Glanzmann konnten wir die Punktmutation 

ITGB3 c.1458C > G (p.Cys460Trp) nachweisen. Diese Mutation verhindert nicht die Ex-

pression von αIIbβ3 und αvβ3 auf der Oberfläche von HEK-Zellen, verändert jedoch die 

dreidimensionale Struktur des β3-Integrins. 

Bei Testung mit anti-HPA-1a-Antikörpern zeigte sich, dass αIIbβ3-Zellen mit dieser Mu-

tation zwar Typ-I-Antikörper (Epitop auf PSI-Domäne) binden, aber keine Typ-II-Anti-

körper (Epitop gebildet durch PSI- und I-EGF1-Domäne). 

 

4.1 Punktmutation ITGB3 c.473A>G 
Wir stellen Untersuchungen zur Punktmutation ITGB3 c.473A>G vor, die das Antigen 

Wo(a) bildet und bei einem Fall von neonataler Alloimmunthrombozytopenie aufgefallen 

ist. 

Alloimmunerkrankungen wie die neonatale Alloimmunthrombozytopenie sind Systemer-

krankungen, für deren Verständnis diverse Organsysteme berücksichtigt werden müssen. 

Dazu gehört zum Beispiel die Plazenta, die nur ausgewählte, nicht schädliche Stoffe zum 

fetalen Kreislauf vordringen lässt; das Gerinnungssystem mit der Produktion multifunk-

tionaler Blutplättchen, gefüllt mit Gerinnungsaktivatoren; sowie das Immunsystem, das 

auf Angriffe innerhalb kurzer Zeit hochspezialisierte Zellen und Antikörper bilden kann. 

Experimentelle Studien, wie auch die vorliegende, müssen (1) immer in der Perspektive 

dieser Komplexität gesehen werden und (2) für eine gute externe Validität den natürli-

chen, humanen Verhältnissen möglichst nah sein. 
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Das Zellkultursystem kann diese Komplexität nur bedingt nachbilden. So ist eine Limi-

tation dieser Arbeit, dass wir an nur einer Zelllinie gearbeitet haben (HEK-293F-Zellen), 

in vivo aber verschiede Gewebeformen koexistieren und sich gegenseitig beeinflussen. 

 

Auch das ältere Geschwisterkind von Patient Nr. 1 (s. Fallbeschreibung in Kapitel 2.1) 

war zur Geburt thrombopen. Eine Neonatale Alloimmunthrombozytopenie wurde vermu-

tet. In der initialen Diagnostik dieses Kindes, bei der keine Cross-Match-Analyse 

stattfand, fiel der Antikörper nicht auf. Dieser Fall unterstreicht die Wichtigkeit, beim 

Verdacht auf Fetale/neonatale Alloimmunthrombozytopenie serologische Cross-Match-

Analysen zwischen paternalen Plättchen und maternalem Serum durchzuführen. Kom-

merzielle In-House-Testverfahren, wie PCR-Genotypisierungen oder Luminex-Beads-

basierte Analyseverfahren, beschränken sich auf die häufigsten HPA-Inkompatibilitäten 

(Porcelijn et al., 2020). In der Aufarbeitung können dadurch seltene Anti-HPA-Antikör-

per übersehen und Diagnosen verpasst werden. 

Deshalb ist der MAIPA als spezifisch auf Glykogene gerichtetes Diagnostiktool mit guter 

Sensitivität und Spezifität (Kaplan et al., 2007) bei Verdacht auf FNAIT wichtig. MAI-

PAs benötigen aber viel Erfahrung und Sachkenntnis der Ausführenden, weshalb HPA-

Antikörperdiagnostik erfahrenen Laboren vorbehalten bleiben sollte.  

 

4.2 Punktmutation ITGB3 c.1458C > G 
4.2.1 Auswirkungen der Mutation p.Cys460Trp auf die Expression der β3-

Proteine 

In früheren Studien konnte nachgewiesen werden, dass Mutationen im ITGB3-Gen, ins-

besondere solche, die Disulfidbrücken zerstören, die αIIbβ3- und αvβ3-Expression redu-

zieren oder verhindern können (Laguerre et al., 2013; Mor-Cohen et al., 2012; Nurden et 

al., 2015). Ein Beispiel dafür stellt die Disulfidbrücke zwischen C437 und C457 in der I-

EGF1-Domäne des ITGB3-Gens dar, deren Zerstörung zu einer reduzierten αIIbβ3- und 

αvβ3-Oberflächenexpression, aber konstitutiven Aktivierung der Rezeptoren führt (Mor-

Cohen et al., 2012). 

Die Mutation p.Cys460Trp in der I-EGF1-Domäne des ITGB3-Gens zerstört die Disul-

fidbrücke zwischen C448 und C460, verändert aber die αIIbβ3- und αvβ3-Expression 

nicht. HEK-293F-Zellen, in die wir cDNA-Vektoren mit der p.Cys460Trp-Mutation 
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einbrachten, exprimierten vergleichbare Mengen αIIbβ3 und αvβ3 auf der Zelloberfläche 

wie WT-Zellen. Die Thrombozyten des Patienten, bei dem wir die p.Cys460Trp-Muta-

tion fanden, exprimieren jedoch weniger αIIbβ3 auf der Zelloberfläche. Dies ist aber nicht 

der p.Cys460Trp-Mutation, sondern der maternal vererbten p.Trp11Arg-Mutation zuzu-

schreiben (Sandrock-Lang et al., 2015). Diese Missense-Mutation liegt im Signalpeptid, 

das im reifen Peptid nicht vorhanden ist. Es ist bekannt, dass Mutationen im Signalpeptid 

des β3-Proteins eine Thrombasthenie Glanzmann auslösen können (Kannan et al., 2009; 

Nurden et al., 2015; Sandrock-Lang et al., 2015). 

Der Vater des Patienten hat ebenfalls die p.Cys460Trp-Mutation im ITGB3-Gen und hat 

eine normale αIIbβ3-Expression auf seinen Thrombozyten. Zusammenfassend lässt sich 

sagen, dass die p.Cys460Trp-Mutation die Oberflächenexpression von αIIbβ3 und αvβ3 

nicht verändert. 

 
4.2.2 Auswirkungen der Mutation p.Cys460Trp auf die Proteinstruktur 

Die C448-C460-Disulfidbrücke in der I-EGF1-Domäne des ITGB3-Gens wird durch die 

Mutation p.Cys460Trp zerstört. Die Wichtigkeit von intakten Disulfidbrücken für die 3D-

Strukturdefinition von EGF-Domänen ist bekannt (Xiong et al., 2009). Auch durch die 

Zerstörung der C448-C460-Disulfidbrücke ändert sich die Sekundärstruktur des β3-Pro-

teins. 

Trennt man Proteinlysat von Zellen unter nicht-reduzierenden Bedingungen in der SDS-

Gelelektrophorese auf, bleiben im Gegensatz zum Lauf in reduzierenden Bedingungen 

die Disulfidbrücken der Proteine bestehen. Dadurch werden die Proteine nach ihrem hyd-

rodynamischen Radius aufgetrennt, der sich je nach Sekundärstruktur unterscheiden 

kann.  

Das mutierte β3-Protein migriert unter nicht-reduzierenden Bedingungen in der Gelelekt-

rophorese langsamer durch das SDS-Polyacrylamid-Gel als das WT-β3-Protein. Dies 

steht auch in Übereinstimmung mit anderen Veröffentlichungen (P. Chen et al., 2001; 

Milet-Marsal et al., 2002; Ruan et al., 1999) und spricht für eine veränderte Sekun-

därstruktur durch die Mutation. 

 

Auch das In-silico-Modell (siehe Abbildung 13) sagt eine Strukturänderung durch die 

p.Cys460Trp -Mutation voraus.  
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Im WT-β3-Protein ist die Disulfidbrücke zwischen C448 und C460 intakt, dadurch be-

finden sich die Aminosäuren Q470 und L33, die beide wichtig für die Bildung des HPA-

1a-Epitops sind, in unmittelbarer Nähe. Durch die p.Cys460Trp-Mutation wird Cystein 

durch den deutlich größeren Tryptophanrest ersetzt und die C448-C460-Disulfidbrücke 

zerstört. Dadurch ist im mutierten β3-Protein die I-EGF1-Domäne zum WT-Protein ge-

dreht und Q470 weiter entfernt von L33. 

 

  
 

Abbildung 13: Mögliche sterische Auswirkungen der Cys460Trp-Mutation auf das HPA-1a-Epitop 

Abgebildet sind die I-EGF1- und PSI-Domäne, die das HPA-1a-Epitop bilden, in einer Aufsicht. Die zu 

erwartende Konformation durch die Cys460Trp-Mutation im β3-Integrin wurde mit der Software PyMol 

in silico simuliert und ist rechts abgebildet. Links ist die Kristallstruktur des Wildtyp-β3-Moleküls darge-

stellt. Die für die Bildung des HPA-1a-Epitops bedeutenden Aminosäurereste sind blau markiert, Disulfid-

brückenbindungen grau. Die Cys460Trp-Mutation kann womöglich durch die sperrige Seitenkette direkt 

das HPA-1a-Epitop stören oder indirekt die Konformation der I-EGF-Domäne verändern, weil die C448-

C460-Disulfid-Bindung gestört ist. 
 

Zusammengenommen zeigen diese Ergebnisse, dass die p.Cys460Trp-Mutation die Pro-

teinstruktur des β3-Proteins verändert. 

 

Kamata et al. stellten fest, dass eine Substitution des Cys460 durch Serin Einfluss auf den 

Aktivierungszustand des αIIbβ3-Integrins hat (Kamata et al., 2004). Da die Aktivierung 

des αIIbβ3-Integrins wichtig für die primäre Hämostase ist, wäre in einer weiteren Un-

tersuchung der Einfluss der Cys460Trp-Mutation auf die Funktion und den Aktivierungs-

zustand des αIIbβ3 von Interesse.  
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4.2.3 Auswirkungen der Mutation p.Cys460Trp auf die Immunogenität des 

HPA-1a-Epitops 

 

Eines der Ziele der vorliegenden Arbeit war, in einem in vivo-System Rückschlüsse auf 

die Beteiligung der I-EGF1-Domäne am HPA-1a-Epitop und damit die Existenz von Typ 

II-AKs zu ziehen. 

Um den Faktor der Speziesdifferenz möglichst gering zu halten und den humanen Ver-

hältnissen nah zu kommen, haben wir eine bei einem Patienten mit Thrombasthenie 

Glanzmann natürlich vorkommende Mutation in eine humane Zelllinie eingebracht. 

Zwar konnte auch schon in einer vorherigen Studie gezeigt werden, dass Mutationen in 

der I-EGF1-Domäne das Bindungsverhalten mancher anti-HPA-1a-Antikörper beeinflus-

sen können. Bislang fanden diese Versuche jedoch im Mausmodell an murinen β3-In-

tegrinen statt, in denen einige Aminosäuren ersetzt wurden, um dem humanen β3-Integrin 

näher zu kommen (Zhi et al., 2018). 

Hier präsentieren wir Ergebnisse von Versuchen an humanem β3-Integrin mit einer na-

türlich vorkommenden Mutation. Dies kommt den Verhältnissen in der Natur sehr viel 

näher als vorherige Untersuchungen, die Ergebnisse sind daher belastbarer. 

 

Für die Bindung mancher Anti-HPA-1a-AKs ist nicht nur die Aminosäure Leu33 not-

wendig (Flug et al., 1991; Kunicki & Aster, 1979). So identifizierten Zhi et al. mit Hilfe 

genveränderter Mäuse Aminosäuren in der I-EGF1-Domäne, die für die Bindung einiger 

Anti-HPA-1a-Antikörper (Typ II-AKs) bedeutend sind (Zhi et al., 2018). Vertreter dieser 

postulierten Typ II-Antikörper sind beispielsweise die monoklonalen Antikörper 26.4 

und B2G1 (Eksteen et al., 2015; Griffin & Ouwehand, 1995; Zhi et al., 2018). In unseren 

Experimenten untersuchten wir das Bindungsverhalten von Typ I- und Typ II-AKs mit 

transfizierten HEK-Zellen, die jeweils Wildtyp- oder mutiertes αIIbβ3 oder αvβ3 auf ihrer 

Oberfläche exprimieren. 

Aus den Untersuchungen des Labors von Huiying Zhi ist bekannt, dass der monoklonale 

Antikörper 26.4 die Aminosäure Q470 in der I-EGF1-Domäne und B2G1 zusätzlich zu 

Q470 die Aminosäure H446 zur Bindung benötigt (Zhi et al., 2018). Dementsprechend 

stört die Mutation p.Cys460Trp zwar auch das Bindungsverhalten von 26.4, aber stärker 

das von B2G1, da es für die Bindung mehr Aminosäuren, deren Position durch die 



47 

 

Mutation potenziell verändert ist, benötigt. Dies spiegelt sich auch in den Ergebnissen 

unserer durchflusszytometrischen Untersuchungen wider (siehe Kapitel 3.2.3). Das Bin-

dungsverhalten von SZ21, einem Antikörper, der nur die PSI-Domäne zur Bindung be-

nötigt, unterscheidet sich nicht, wenn dieser mit WT- oder mutierten αIIbβ3-Zellen zu-

sammengebracht wird. 

Wir konnten unsere Ergebnisse mit Thrombozyten des Patienten, des Vaters und eines 

Normalspenders bestätigen. 

Mit der Mutation p.Cys460Trp im ITGB3 konnte in einem humanen in-vivo-System die 

Existenz von Typ-I- und Typ-II-AKs bewiesen werden. 

Im folgenden Schritt testeten wir, ob die Transfektanten genutzt werden können, um Typ-

I- und -II-AKs im Serum HPA-1a-immunisierter Mütter mit FNAIT mit einem glykopro- 

teinspezifischen Enzymtest zu unterscheiden. Dabei konnten wir in unserer FNAIT-Ko-

horte in vier von fünf Seren Typ-II-AKs finden. Die Frage, ob Typ-I- und Typ-II-AKs 

sich in ihren klinischen Auswirkungen auf die Hämostase betroffener Feten unterschei-

den, ist für die Diagnostik und Risikostratifizierung von großem Interesse. In der Literatur 

zeigt sich ein heterogenes Bild über die klinische Bedeutung. In einer Serie mit 140 

FNAIT-Seren stellten Stafford et al. 2008 keinen Unterschied im Schweregrad der 

Thrombozytopenie und ICH-Risiko zwischen Typ-I- und Typ-II-AKs fest, jedoch lag der 

Schwerpunkt der Arbeit auf der Entwicklung der Domän-depletierten β3-Peptide (Staf-

ford et al., 2008). Auf der anderen Seite zeigt sich in vitro, dass Typ-II-AKs die Funktion 

von αIIbβ3 (und damit die Blutgerinnung) signifikant stärker hemmen als Typ-I-AKs 

(Zhi et al., 2018). In einer Serie von 43 anti-HPA-1a-AK-haltigen Seren stammten alle 

Antikörper mit αIIbβ3-hemmender Wirkung aus Seren von FNAIT-Fällen mit schweren 

Blutungskomplikationen (Kroll et al., 2005). 

Interessanterweise unterschied sich in unseren Untersuchungen – anders als bei αIIbβ3-

Zellen – das Bindungsverhalten des Typ-I-AK SZ21 je nachdem, ob das mutierte β3 im 

Komplex mit αIIb oder αv vorliegt (siehe Abbildung 11). Dies ist ein Hinweis darauf, 

dass die α-Kette durch unterschiedliche Konformationen des β3 einen entscheidenden 

Einfluss auf das HPA-1a-Epitop hat. Neben Typ-I- und Typ-II-anti-αIIbβ3-AKs existiert 

ein weiterer anti-HPA-1a-AK-Subtyp: Anti-αvβ3-Antikörper. Dieser ist mit ICHs asso-

ziiert und ist in vitro in der Lage, Endothelzellen durch eine Caspase-3/7-Aktivierung in 

die Apoptose zu führen (Santoso et al., 2016).  
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Auch pathophysiologisch ist die These, dass ICHs durch Anti-αvβ3-Antikörper verur-

sacht werden, überzeugend. Zwischen der 19. und 24. SSW kommt es zu extensiver An-

giogenese von Markvenen, auf deren Endothel αvβ3 vorkommt. Damit wird besonders 

viel αvβ3 als Angriffsfläche für Antikörper präsentiert (Kjeldsen-Kragh & Bengtsson, 

2020). 

 

 

4.3 Fazit und Ausblick 
In der vorliegenden Arbeit stellen wir Untersuchungen zu zwei natürlich vorkommenden 

Punktmutationen auf dem β3-Integrin vor. 

Die Mutation ITGB3 c.473A > G (p. Gln132Arg), aufgetreten bei einem Kind mit neona-

taler Alloimmunthrombozytopenie, führt zur Bildung eines neuen Antigens, genannt 

Wo(a). Diese Mutation kann durch eine Immunisierung gegen αIIbβ3 zu einer Fetalen/ne-

onatalen Alloimmunthrombozytopenie führen. Als seltenes Antigen liegt die Mutation 

außerhalb der Reichweite kommerzieller Luminex-Beads-basierter Tests oder gängiger 

vorgefertigter Genanalyse-Kits. Der Fall weist auf die Wichtigkeit von Cross-Match-

Analysen im Abarbeitungsalgorithmus von FNAIT-Verdachtsfällen hin. 

 

Die Mutation ITGB3 c. 1458C > G (p. Cys460Trp) bei einem Kind mit Thrombasthenie 

Glanzmann beweist die Bedeutung der I-EGF1-Domäne für die Bindung von Typ-II-anti-

HPA-1a-Antikörpern. Die hergestellten Transfektanten bieten erstmals ein Diagnos-

tiktool, um zuverlässig Typ I- und Typ II-Antikörper zu unterscheiden. 

 

Die genaue Kenntnis der HPA-1a-Epitope hat Bedeutung für zukünftige Diagnostik. 

Bislang werden für die Durchführung von MAIPAs typisierte Spenderthrombozyten be-

nötigt. Um von Blutspenden unabhängig zu werden, wären synthetische, rekombinante 

Proteine geeignete Alternativen. Für HPA-2, ein Antigen auf dem Von-Willebrand-Fak-

tor-Rezeptor war die Herstellung solch rekombinanter Proteine bereits erfolgreich (C. 

Q. Li et al., 2000). Dafür fehlte beim HPA-1-Antigen bislang ein genaues Verständnis 

des Epitops. Zu diesem wird mit dieser Studie beigetragen. 

 

Die Erkenntnisse über das HPA-1a-Epitop und die zwei unterschiedlichen Antikörper-

Subtypen haben Bedeutung für zukünftige Therapiestrategien. Denkbar ist beispielsweise 
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der Einsatz kompetitiver Antikörper mit inaktivierter Fc-Domäne, die die HPA-1a-

Epitope besetzen und damit die Bindung zerstörerischer Antikörper verhindern (Griffin 

& Ouwehand, 1995; Stafford et al., 2008). Im Mausmodell konnte ein monoklonaler anti-

β3-Antikörper bereits erfolgreich eine Immunisierung verhindern (Tiller, Killie, Chen, et 

al., 2012). 

Der Einsatz eines monoklonalen AKs reicht beim Menschen vermutlich nicht aus, um die 

volle prophylaktische Wirkung zu entfalten (Kjær et al., 2020). Mehrere monoklonale 

Antikörper zu poolen, die die verschiedenen HPA-1a-Epitope erkennen, kann dieses 

Problem umgehen. Aussichtsreiche Typ-II-Kandidaten in solch einem Antikörper-Cock-

tail könnten unter anderem die in dieser Arbeit verwendeten monoklonalen Antikörper 

26.4 und B2G1 sein (Eksteen et al., 2015; Ghevaert et al., 2013). 

 

Beim Krankheitsbild FNAIT bleibt die Immunisierung ein interessantes Forschungsfeld. 

Besonders die Rolle verschiedener anti-HPA-1a-AK-Subtypen in der Pathogenese von 

FNAIT und ihre Anwendbarkeit in der Risikostratifizierung von FNAIT-gefährdeter 

Schwangerschaften sollten weiterverfolgt werden. 

Die vorliegende Arbeit stellt Reagenzien und Testmethoden für die Durchführung dieser 

Forschung vor. 
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5 Zusammenfassung 
Fetale/neonatale Alloimmunthrombozytopenie (FNAIT) ist eine Erkrankung, bei der fe-

tale oder neonatale Plättchen durch diaplazentar übertragene Antikörper zerstört werden. 

FNAIT betrifft 1 von 1500 Schwangerschaften und kann zu völlig asymptomatischen 

Verläufen, aber auch zu schweren Komplikationen einschließlich intrakranieller Blutun-

gen bis hin zu fetalem Tod führen. Bislang sind die genauen Mechanismen, die zu einer 

Immunisierung gegen das auf den Thrombozyten vorkommende αIIbβ3 führen, noch un-

genügend geklärt. Zudem steht ein verlässliches Diagnostiktool zur frühzeitigen Unter-

scheidung von ungefährdeten und gefährdeten Schwangerschaften bislang noch aus. In 

dieser Arbeit wurden zwei natürlich vorkommende Punktmutationen auf ihre Auswirkun-

gen auf die Immunogenität des HPA-1a-Epitops untersucht. 

In einem ersten Teil haben wir die bei einem Patienten mit Neonataler Alloimmunthrom-

bozytopenie entdeckte Punktmutation ITGB3 c.473A > G (p.Gln132Arg) daraufhin un-

tersucht, (1) ob sie zur Bildung eines neuen Epitops auf dem Integrin αIIbβ3 führt und 

(2) das HPA-1a-Epitop verändert. Dafür wurde die Punktmutation in HEK-293F-Zellen 

eingebracht und in einem glykoproteinspezifischen antigen capture assay getestet, ob die 

mutationstragenden Zellen mit dem mütterlichen Serum reagieren. Es konnte festgestellt 

werden, dass die p.Gln132Arg-Mutation ein bisher unbekanntes Epitop bildet. Diesem 

wurde analog der internationalen Plättchennomenklatur die Bezeichnung Wo(a) zugeteilt. 

Die Mutation p.Gln132Arg verändert nicht das HPA-1a-Epitop. 

In einem zweiten Teil haben wir untersucht, ob die Mutation ITGB3 c.1458C > G 

(p.Cys460Trp), die zu einem Aminosäurenaustausch in der I-EGF-Domäne und dadurch 

zur Zerstörung einer Disulfidbrücke führt, das HPA-1a-Epitop verändert. Auch hier ha-

ben wir die Mutation in HEK-293F-Zellen transfiziert, das Zelllysat im Western Blot un-

tersucht sowie anschließend mit monoklonalen anti-HPA-1a-Antikörpern unterschiedli-

cher Spezifität das Bindungsverhalten der Zellen in der Durchflusszytometrie getestet. 

Hierbei unterschied sich die Migration der Proteine im Western Blot, was auf eine Ände-

rung der Konformation durch die Mutation p.Cys460Trp hinweist. Es bestätigte sich die 

Existenz zweier Subtypen von anti-HPA-1a-Antikörpern: Typ I- und Typ II-Antikörper, 

die sich darin unterscheiden, ob sie Zellen mit der Cys460Trp-Mutation binden und damit 

für eine Bindung auf die I-EGF-Domäne angewiesen sind. Die hier generierten Zellen 

lassen sich als Diagnostiktool einsetzen, um mütterliche Seren daraufhin zu untersuchen, 
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ob sie Typ I- oder Typ II-anti-HPA-1a-Antikörper beinhalten. Die vorliegende Arbeit legt 

mit dem Nachweis unterschiedlicher Subtypen von anti-HPA-1a-Antikörpern eine mög-

liche Erklärung für unterschiedliche klinische Präsentationen bei identischen Antikörper-

titern vor und ist ein weiterer Schritt auf dem Weg zum besserem Verständnis der Patho-

genese von FNAIT. Zukünftige Studien sind notwendig, um die Auswirkungen der un-

terschiedlichen Antikörpersubtypen auf die Entstehung von intrakraniellen Blutungen 

besser zu beleuchten. 
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6 Summary 
FNAIT is a condition in which fetal or neonatal platelets are destroyed by diaplacentally 

transferred antibodies. 1 in 1500 pregnancies is affected, however clinical severity varies 

from completely asymptomatic courses to severe complications, including intracranial 

hemorrhage and fetal death. However, underlying mechanisms leading to immunization 

against αIIbβ3 on thrombocytes remain not fully understood. In addition, a reliable diag-

nostic tool for the early differentiation of non-threatened and threatened pregnancies is 

still lacking. In this study, two naturally occurring point mutations were examined for 

their effect on the immunogenicity of the HPA-1a epitope. 

In a first part, we investigated the point mutation ITGB3 c.473A > G (p.Gln132Arg) found 

in a patient with neonatal alloimmune thrombocytopenia to determine (1) whether it leads 

to formation of a new epitope on integrin αIIbβ3 and (2) whether it modifies the HPA-1a 

epitope. For this purpose, we transfected the point mutation into HEK 293F cells and 

tested in a glycoprotein specific antigen capture assay, whether mutation-bearing cells 

react with maternal serum. We could demonstrate that the point mutation p.Gln132Arg 

creates a previously unknown epitope, termed Wo(a). The mutation p.Gln132Arg does 

not alter the HPA-1a epitope. 

In a second part, we investigated whether the mutation ITGB3 c.1458C>G (p.Cys460Trp) 

leading to an amino acid exchange in the I-EGF domain and disrupting a  disulfide bridge, 

is altering the HPA-1a epitope. We transfected the mutation into HEK 293F cells and 

analyzed the cell lysate by Western blot for its migration behavior. Migration for mutated 

proteins was significantly slower in western blot than for wild type proteins, indicating a 

conformational change due to the p.Cys460Trp mutation. Subsequently, we tested the 

cells with monoclonal anti-HPA-1a-antibodies of differing specificities by flow cytome-

try. We could proof the existence of two subtypes of anti-HPA-1a-antibodies: type I and 

type II antibodies, differing in whether they bind cells with the p.Cys460Trp mutation 

and thus rely on the I-EGF domain for binding. The generated cells can be used as a 

diagnostic mean to test maternal serum for the existence of type I and type II anti-HPA-

1a antibodies. 

By proving the existence of anti HPA-1a antibody subtypes, this study presents a possible 

explanation for differing clinical presentations in patients with the same anti HPA-1a an-

tibody concentration and adds one further puzzle piece for understanding the 
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pathogenesis of FNAIT. Future studies are needed to better elucidate the effects of dif-

ferent anti-body subtypes on the development of intracranial hemorrhage. 
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7 Abkürzungsverzeichnis 
AK   Antikörper 

AU   Arbitrary Unit, Willkürliche Einheit 

DNA   Deoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsäure 

dNTP   Desoxynukleosidtriphosphat 

ECL   Enhanced Chemiluminescence 

EDTA   Ethylendiamintetraacetat 

et al.   et alia, und andere 

FITC   Fluoresceinisothiocyanat 

FNAIT   Fetale/neonatale Alloimmunthrombozytopenie 

FSC   Forward Scatter, Vorwärtsstreulicht 

FCS   Fetal Calf Serum, Fetales Kälberserum 

GAPDH  Glycerinaldehyd-3-phosphate-Dehydrogenase 

HEK   Humane embryonale Nierenzellen 

HPA   Humanes Plättchenantigen 

HRP   Horseraddish Peroxidase 

I-EGF   Integrin  epidermal  growth  factor 

ICH   Intracranial Hemorrhage, Intrakranielle Blutung 

i.m. intramuskulär 

IVIG Intravenöses IgG 

Ktr. Kontrolle 

MAIPA Monoclonal antibody-specific immobilization of platelet antigens, 
monoklonalen antikörper-spezifischen Immobilisationstest für 
plättchen-spezifische Antigene 

MHN   Morbus haemolyticus neonatorum 

Mu   mutiert 

NAIT   Neonatale Alloimmunthrombozytopenie 

NS   Normaler Spender 
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OD   Optische Dichte 

Pat.   Patient 

PBS   Phosphatgepufferte Salzlösung 

PBS/BSA   Rinderalbumin in PBS 

PSI   Plexin-Semaphorin-Integrin 

SDS-PAGE  Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

SNP Single Nucleotide Polymorphism, Einzelnukleotid-Polymorphis-
mus 

SSC   Sidewards Scatter, Seitwärtsstreulicht 

SSW   Schwangerschaftswoche 

WT   Wildtyp 
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