
 

 

 

Quantitative Bestimmung der in vitro Phagozytose opsonierter 

Thrombozyten 

 

 

 

 

Inauguraldissertation 

zur Erlangung des Grades eines Doktors der Humanmedizin 

des Fachbereiches Medizin 

der Justus-Liebig-Universität Gießen 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

vorgelegt von Ole Lause 

aus Itzehoe 

 

Gießen (2023) 



 

 

Aus dem Institut für Klinische Immunologie, Transfusionsmedizin 

und Hämostaseologie 

Des Fachbereiches Medizin der Justus-Liebig-Universität Gießen 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. Gutachter: Prof. Dr. G. Bein 

2. Gutachter: Prof. Dr. I. H. Akintürk 

 

Tag der Disputation: 08.10.2024 



 

 

1 Einleitung ............................................................................. 1 

1.1 Fetale und neonatale Alloimmunthrombozytopenie 

(FNAIT) .................................................................................... 1 

1.1.1 Pathogenese .......................................................... 2 

1.1.2 Klinik ...................................................................... 4 

1.1.3 Diagnostik .............................................................. 5 

1.1.4 Therapie ................................................................. 7 

1.1.5 Screening ............................................................... 9 

1.2 Thrombozyten ............................................................. 10 

1.2.1 Integrine ............................................................... 11 

1.2.2 Humane Plättchenantigene (HPA) ........................ 15 

1.2.3 Humanes Plättchenantigen 1 (HPA-1) .................. 17 

1.3 Antikörper .................................................................... 19 

1.3.1 Immunglobulin G .................................................. 21 

1.3.2 Anti-HPA-1a Antikörpersubtypen .......................... 22 

1.3.3 Glykosylierung ...................................................... 23 

1.4 Monozyten................................................................... 25 

1.5 Phagozytose ............................................................... 26 

1.5.1 Fcγ-Rezeptoren .................................................... 28 

1.6 Ziel der Arbeit .............................................................. 31 

2 Material und Methoden ....................................................... 33 

2.1 Material ....................................................................... 33 

2.1.1 Humane Blutzellen ............................................... 33 

2.1.2 Labormaterial ....................................................... 33 



 

 

2.1.3 Chemikalien ......................................................... 35 

2.1.4 Pufferlösungen .................................................... 37 

2.1.5 Antikörper ............................................................ 38 

2.1.6 Fluoreszenzfarbstoffe der Durchflusszytometrie .. 39 

2.1.7 Geräte ................................................................. 40 

2.1.8 Software .............................................................. 41 

2.2 Methodik ..................................................................... 42 

2.2.1 Blutentnahme ...................................................... 42 

2.2.2 Isolierung von Thrombozyten ............................... 42 

2.2.3 Markierung der Thrombozyten mit pHrodo und 

Opsonierung mit Antikörpern ............................................. 43 

2.2.4 Isolierung von Monozyten .................................... 44 

2.2.5 Phagozytose ........................................................ 47 

2.2.6 Zellernte und Präparation .................................... 47 

2.2.7 Durchflusszytometrie ........................................... 48 

2.2.8 Automatische Zellzählung im KX-21N (Sysmex) .. 51 

2.2.9 Fluoreszenzmikroskopie ...................................... 51 

2.2.10 Statistik ................................................................ 52 

3 Ergebnisse ......................................................................... 53 

3.1 Erläuterung der Versuchsstrategie .............................. 53 

3.2 Adhärente Monozyten phagozytieren opsonierte 

Thrombozyten ....................................................................... 55 

3.3 Mikroskopische Darstellung der monozytären 

Phagozytose von pHrodo markierten Thrombozyten ............. 59 



 

 

3.4 Die Methodik der Zellisolierung und Phagozytosemedien 

haben Einfluss auf die in vitro Phagozytoserate und die 

Monozytenausbeute ............................................................... 61 

3.4.1 Die doppelte Dichtegradienten-Zentrifugation zeigt 

im Vergleich zur einfachen Dichtegradienten-Zentrifugation 

eine signifikant niedrigere Monozytenausbeute .................. 62 

3.4.2 Monozyten phagozytieren opsonierte Thrombozyten 

besser in Anwesenheit von divalenten Kationen ................. 67 

3.5 Monoklonale Antikörper gegen das HPA-1a Antigen 

induzieren antigenspezifisch Phagozytose ............................. 71 

3.6 Monoklonale Antikörper gegen αVβ3 induzieren keine 

Phagozytose opsonierter Thrombozyten ................................ 76 

4 Diskussion .......................................................................... 78 

4.1 Methodische Weiterentwicklung des FMPA ................. 78 

4.1.1 Die einfache Dichtegradienten-Zentrifugation ist der 

doppelten Dichtegradienten-Zentrifugation in der 

Monozytenisolierung überlegen .......................................... 81 

4.1.2 Phagozytose wird durch Monozytenisolierung nicht 

beeinflusst .......................................................................... 83 

4.1.3 Einfluss verschiedener Medien auf die 

Phagozytoserate ................................................................ 84 

4.2 Der FMPA ist in der Lage, HPA-1a antigenspezifisch 

Phagozytose nachzuweisen ................................................... 88 

4.2.1 Anti-HPA-1a Antikörper lösen im FMPA 

dosisabhängig Phagozytose aus ........................................ 89 

4.2.2 Antikörper gegen v3 lösen keine Phagozytose aus

  ............................................................................. 99 



 

 

4.3 Anti-HPA-1a Antikörpersubtypen beeinflussen die 

klinische Ausprägung der FNAIT ......................................... 102 

4.3.1 Fetale- und neonatale Alloimmunthrombozytopenie 

(FNAIT)  .......................................................................... 103 

4.3.2 Einflussfaktoren der klinischen Ausprägung von 

FNAIT  .......................................................................... 107 

4.4 Ausblick .................................................................... 111 

5 Zusammenfassung .......................................................... 115 

6 Summary ......................................................................... 117 

7 Abkürzungsverzeichnis .................................................... 119 

8 Abbildungsverzeichnis ..................................................... 123 

9 Tabellenverzeichnis ......................................................... 124 

10 Literaturverzeichnis .......................................................... 125 

11 Ehrenwörtliche Erklärung ................................................. 150 

12 Veröffentlichungen ........................................................... 152 

13 Danksagung..................................................................... 153 

 





Einleitung 

1 
 

1 Einleitung 

 

1.1 Fetale und neonatale Alloimmunthrombozytopenie 

(FNAIT) 
 

Die fetale und neonatale Alloimmunthrombozytopenie ist 

eine seltene Erkrankung, die zu schweren 

Blutungskomplikationen des Feten oder Neugeborenen 

führen kann. Erstmals beschrieben wurde sie 1950, auch 

wenn hier die Bedeutung von mütterlichen Antikörpern 

noch nicht klar war. (Epstein et al. 1950; Robson und 

Walker 1951). Die Erkrankung tritt bei Schwangeren 

kaukasischer Herkunft mit einer Inzidenz klinisch 

manifester Fälle von 1:2500 auf (Sachs et al. 2021a). 

In der kaukasischen Bevölkerung wird das Krankheitsbild 

in den meisten Fällen durch Anti-HPA-1a Antiköper 

(humanes Plättchenantigen) (72,9 %) oder Anti-HPA-5b 

Antiköper (18,9 %) ausgelöst (Sachs et al. 2021a). Ferner 

wird die FNAIT in Einzelfällen durch Antikörper gegen 

selten vorkommende Antigene hervorgerufen (Bakchoul et 

al. 2011). Die Immunisierung gegen HPA-1a ist signifikant 

mit dem HLA (humanes Leukozytenantigen) Merkmal 

DRB3*01:01 assoziiert (Kjeldsen-Kragh et al. 2019; 
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Wienzek-Lischka et al. 2017). In der japanischen 

Bevölkerung ist das am häufigsten verursachende Antigen 

HPA-4b, gefolgt von HPA-4a. Die HPA-Allelfrequenzen 

sind – bezogen auf die Herkunft – sehr unterschiedlich 

(Kaplan 2006). 

 

1.1.1 Pathogenese 

 

Die Ursache der FNAIT ist eine Alloimmunisierung der 

Mutter gegen paternale thrombozytäre Antigene ihres 

Kindes. Die Mutter ist im häufigsten Fall HPA-1a negativ 

und der Vater des Kindes HPA-1a positiv. Das Kind erbt ein 

HPA-1a Allel – ist also heterozygot - und exprimiert dieses 

Antigen auf der Thrombozytenoberfläche. Beim Übertritt 

von fetalen Thrombozyten in den mütterlichen Kreislauf, 

bereits im ersten Trimester der Schwangerschaft (Tiller et 

al. 2013), bildet das Immunsystem der Mutter 

Alloantikörper gegen HPA-1a, da dieses als körperfremd 

erkannt wird. Eine weitere Möglichkeit der Immunisierung 

ist die Expression von β3 auf Synzytiotrophoblastzellen der 

Gebärmutter (Kumpel et al. 2008). 

Antigenpräsentieren Zellen prozessieren das Antigen und 

präsentieren es mittels eines MHC-Klasse II (Major 



Einleitung 

3 

histocompatibility complex) Moleküls an ihrer Oberfläche. 

CD4+ (Clusters of differentiation) T-Helferzellen aktivieren 

wiederum B-Zellen. Diese differenzieren sich weiter zu 

Plasmazellen, welche antigenspezifische Antikörper 

produzieren. In diesem Fall Anti-HPA-1a Antikörper. 

Die produzierten Antikörper gelangen mittels eines 

Transportmechanismus aus dem Blut der Mutter durch die 

Plazenta in den Kreislauf des Fetus. Antikörper der Klasse 

IgG (Immunglobulin G) – insbesondere die Subklassen IgG 

1 & 3 - (Ishikawa et al. 2015; Elefant 2012) werden in die 

Endosomen der Synzytiotrophoblasten aufgenommen und 

binden dort an den FcRn-Rezeptor. Über diesen werden 

sie durch Transzytose weiter auf die fetale Seite der 

Plazenta transportiert, um dort in die fetale Strombahn zu 

gelangen (Roopenian und Akilesh 2007). 

Die maternalen Alloantikörper opsonieren die HPA-1a 

positiven fetalen Thrombozyten. Dies führt zur Elimination 

durch das Monozyten-Makrophagen-System und 

konsekutiv zu einer fetalen Thrombozytopenie. Neben der 

Phagozytose durch Monozyten und Makrophagen können 

Thrombozyten auch durch das Komplementsystem 

eliminiert werden (Roos und Daha 2002). Eine verringerte 

Anzahl an Thrombozyten kann zu einer fetalen oder 
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neonatalen Blutungsneigung führen (Kiefel 2010; Kroll et 

al. 2005). 

 

1.1.2 Klinik 
 

Klinisch zeigen sich bei sonst gesunden Neugeborenen 

Blutungszeichen, allerdings können sie auch 

asymptomatisch bleiben und lediglich eine isolierte 

Thrombozytopenie aufweisen. Zu den Blutungszeichen 

gehören Hauteinblutungen, Petechien und Hämatome an 

besonders beanspruchten Körperregionen wie dem Gesäß 

(Kiefel 2010), aber auch gastrointestinale oder 

intrakranielle Blutungen (intracranial hemorrhage – ICH, 

ca. 10-20 % der Fälle) (Winkelhorst et al. 2016; Tiller et al. 

2013). Eine fetale ICH kann auch bereits im Rahmen 

vorgeburtlicher Ultraschall-Untersuchungen diagnostiziert 

werden. 

In einer retrospektiven, multizentrischen Studie von Tiller et 

al. wurden 43 Fälle von ICH bei FNAIT beschrieben, von 

denen die meisten (54 %) vor der 28. 

Schwangerschaftswoche (SSW) aufgetreten sind. Von den 

betroffenen Kindern verstarb etwa ein Drittel (35 %) in den 

ersten vier Tagen nach Geburt – die Hälfte der 
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Überlebenden (53 %) erlitt neurologische Folgeschäden 

wie z.B. spastische Lähmungen, Blindheit oder geistige 

Retardierung. Nur 5 der 43 (12 %) erlitten keine 

Folgeschäden. Interessanterweise waren 27 der 43 (63 %) 

betroffenen Kindern die Erstgeborenen der Mutter (Tiller et 

al. 2013) – dies wurde auch in anderen Studien gezeigt 

(Jenny C. Jin et al. 2014). 

 

1.1.3 Diagnostik 
 

Bei einer gesunden Mutter, die ein sonst unauffälliges Kind 

mit isoliert erniedrigter Thrombozytenzahl zur Welt bringt – 

unabhängig davon ob Blutungszeichen vorliegen oder 

nicht, ist die Diagnose FNAIT wahrscheinlich (Kiefel 2010). 

Klinische Blutungszeichen oder Auffälligkeiten in der 

Schädelsonografie (ICH) ohne erkennbare andere 

Ursache, sind ebenso hinweisend auf eine FNAIT. 

Wenn keine andere Ursache für die Thrombozytopenie 

gefunden wird, sollte das mütterliche Blut auf 

thrombozytäre Antikörper z.B. mittels „Monoclonal 

antibody-specific immobilization of platelet antigens“ 

(MAIPA) untersucht werden. In diesem Testverfahren 

werden Glykoproteinkomplexe von HPA-typisierten 
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Spendern in Form von Thrombozyten dargeboten. Diese 

werden mit dem zu testenden Serum inkubiert. 

Anschließend werden monoklonale Antikörper eingesetzt, 

um nach Solubilisierung der Thrombozyten die durch 

monoklonale Antikörper markierten Glykoproteinkomplexe 

an einer Mikrotiterplatte zu immobilisieren. Enzym-

markierte anti-human IgG Antikörper dienen dem 

Nachweis mütterlicher Antikörper, die spezifisch gegen den 

immobilisierten Glykoproteinkomplex gerichtet sind (Kiefel 

1992). Der MAIPA gilt aufgrund von hoher Sensitivität und 

Spezifität als Referenzmethode für den Nachweis von 

thrombozytären Antikörpern (Kiefel et al. 1987). 

Um die Diagnostik zu komplettieren, sollten die 

thrombozytären Merkmale von Mutter, Vater und Kind 

durch Genotypisierung bestimmt werden. Der Vater ist 

hierbei homo- oder heterozygot, das Kind heterozygot und 

die Mutter weist das betroffene Merkmal nicht auf (Sachs 

et al. 2021a). Zum Zeitpunkt der Geburt können sich 

Antikörper auch unterhalb der Nachweisgrenze befinden, 

eine Wiederholung der serologischen Tests zu einem 

späteren Zeitpunkt ist dann indiziert (Schallmoser et al. 

2006). 

Die Antigenspezifität scheint ein wichtiger Faktor für die 

Schwere der Blutungsneigung bzw. Thrombozytopenie zu 
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sein. Antikörper gegen HPA-1a rufen im Vergleich zu 

Antikörpern gegen HPA-5b schwerere Verläufe hervor 

(Alm et al. 2022; Kroll H (2000); Kaplan et al. 1991). 

 

1.1.4 Therapie 
 

Bei der Therapie der FNAIT gilt es zu unterscheiden, ob 

das Kind bei primärer Diagnose behandelt wird, oder ob 

eine Sekundärprophylaxe bei erneuter Schwangerschaft 

erfolgen soll (Kiefel 2010; Birchall et al. 2003). 

Die postnatale Therapie besteht bei intrakranieller Blutung, 

Thrombozytenzahlen unter 30.000/µl oder schnell 

abfallenden Thrombozytenzahlen aus Transfusionen mit 

kompatiblen Thrombozytenkonzentraten. Bei 

unbekanntem Antikörperstatus der Mutter hat sich eine 

Transfusion mit HPA-1a und HPA-5b negativen 

Konzentraten etabliert, da diese die häufigsten 

Immunisierungen auslösen (Bundesärztekammer 

Querschnitts-Leitlinien 2021; Allen et al. 2004). Eine 

Transfusion sollte jedoch nicht durch das Fehlen solcher 

Präparate verzögert werden. Die Gabe von nicht typisierten 

Thrombozytenkonzentraten ist dann indiziert (Sachs et al. 

2021b; Baker et al. 2019). 
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Zur Sekundärprophylaxe fetaler und neonataler 

Blutungskomplikationen wurde ursprünglich ein invasives 

Vorgehen empfohlen. Daffos et al. empfahlen z.B. eine 

Kordozentese in der 20-22 SSW, bei der je nach 

Thrombozytenzahl zugewartet (> 50.000/µl) oder 

Thrombozyten transfundiert werden (< 30.000/µl) (Daffos 

et al. 1984). Die Thrombozytenkonzentrate stammten 

entweder von der Mutter – hier muss das Plasma von 

Antikörpern bereinigt sein – oder von kompatiblen 

Spendern. Die Transfusionen sollten bei niedriger 

Thrombozytenzahl in regelmäßigen Abständen wiederholt 

werden (Daffos et al. 1984). Problematisch war das 

Komplikationsrisiko der Kordozentese bei niedrigen fetalen 

Thrombozytenzahlen; deswegen wird die beschriebene 

Methode heute nicht mehr angewandt (Winkelhorst et al. 

2017). 

Eine weniger invasive Maßnahme – derzeitiger Standard – 

ist die prophylaktische intravenöse Gabe von 

Immunglobulin G (IVIG) an die Mutter während der 

Schwangerschaft. Am häufigsten wird IVIG mit einer Dosis 

von 1g/kgKG eingesetzt (Winkelhorst et al. 2017). Die 

Funktionsweise scheint dabei eine kompetitive Hemmung 

der Fc-Rezeptoren im plazentaren Transport durch die 

IgGs zu sein (Lilienthal et al. 2018; Kiefel 2010). 
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Eine Gabe von IVIG scheint auch bei Schwangerschaften 

ohne hohes Risiko (Geschwister ohne ICH) prophylaktisch 

gerechtfertigt zu sein (Winkelhorst et al. 2017; Murphy und 

Bussel 2007; Radder et al. 2001). 

1.1.5 Screening 
 

Auch wenn die Anwendung von IVIG bei Schwangeren 

kein hohes Risiko birgt, ist der Einsatz dieser knappen 

Ressource sehr teuer und mit hohem Aufwand verbunden. 

Kjeldsen-Kragh et al. zeigen in ihrem Review auf, dass ein 

Großteil der verabreichten IVIG bei Schwangeren mit 

einem niedrigen Risiko für eine ICH nicht notwendig seien. 

Die Autoren empfehlen außerdem, dass bessere 

Prädiktoren für das Risiko einer FNAIT etabliert werden 

müssen, um ein effektives Screening von Schwangeren 

durchführen zu können. Einer Übertherapie mit IVIG 

könnte so entgegen gewirkt werden (Kjeldsen-Kragh et al. 

2023). 

Aktuell gibt es keine Möglichkeit den Schweregrad einer 

Thrombozytopenie bei Vorliegen einer FNAIT 

vorherzusagen. Der HPA-1a Antikörpertiter scheint nicht 

mit dem Schweregrad der Thrombozytopenie zu 

korrelieren – es wurde von Fällen berichtet, bei denen ein 

schwerer Krankheitsverlauf mit einem geringen Anti-HPA-
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1a Titer einherging (Vos et al. 2020; Kamphuis et al. 2014; 

Jaegtvik et al. 2000; Williamson et al. 1998). Aktuell ist der 

einzige Prädiktor die Anamnese vorausgegangener 

Schwangerschaften. Jedoch besteht auch schon ein Risiko 

für eine klinisch relevante neonatale oder fetal 

Thrombozytopenie in einer ersten Schwangerschaft. Ein 

Screening auf neonatale Thrombozytopenie, sowie ein 

mögliches maternales Screeningverfahren, ist derzeit 

international nicht etabliert (Nogués 2020; Ouzegdouh 

Mammasse et al. 2020). 

 

1.2 Thrombozyten 

 

Thrombozyten sind kernlose, korpuskuläre 

Blutbestandsteile, die aus Abschnürungen von 

Megakaryozyten im Knochenmark entstehen. Erstmals als 

Blutplättchen beschrieben wurden diese 1882 vom 

Pathologen Giulio Bizzozero (Bizzozero 1882). 

Thrombozyten spielen eine große Rolle in Hämostase 

sowie Immunreaktionen. Auf ihrer Oberfläche sind 

Rezeptoren verankert, die zur Aktivierung, Adhäsion, 

Aggregation und Differenzierung wichtig sind. αIIbβ3 – ein 

heterodimeres Glykoprotein – ist hauptsächlich über die 
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Bindung von Fibrinogen für die Interaktion zwischen den 

Blutplättchen zuständig. Außerdem ist es an der Bindung 

zu Endothelzellen und den vWF- (von Willebrand Faktor) 

beteiligt. P-Selektin vermittelt den Kontakt von aktivierten 

Thrombozyten zu Leukozyten, z.B. Monozyten (Gremmel 

et al. 2016). 

1.2.1 Integrine 

 

Integrine sind Rezeptoren, die Teile des Zytoskelettes mit 

der Extrazellulärmatrix verbinden können. Sie kommen auf 

fast allen Zellen vor. Ein wichtiges thrombozytäres Integrin, 

αIIbβ3, ist für die Adhäsion und Aggregation von 

Thrombozyten maßgeblich (Gremmel et al. 2016). 

Integrine bestehen aus je einer β- und einer α-Untereinheit, 

die nicht kovalent miteinander verbunden sind. Die 

Klassifizierung wird anhand der β-Untereinheit und die 

Spezifität durch die α-Untereinheit fest bestimmt. Die bis 

jetzt bekannten 8 β- und 14 α-Untereinheiten können auf 

diese Weise unterschiedliche funktionelle Rezeptoren wie 

z.B. den Fibrinogenrezeptor (αIIbβ3) bilden (Hynes 2002, 

1992). 

Die Rezeptoren bestehen aus drei unterschiedlichen 

Einheiten, einer aminoterminalen extrazellulären, einer 
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transmembranösen und einer carboxyterminalen 

zytoplasmatischen. Die zytoplasmatische β-Untereinheit 

reguliert die Rezeptorfunktion, sie ist der Schlüsselpunkt 

für die weitere intrazelluläre Signalkaskade. Die α-

Untereinheit besitzt mehrere Bindungsstellen für divalente 

Kationen, deren Bindung für die Interaktion mit Liganden 

erforderlich ist (Gremmel et al. 2016; Ginsberg et al. 1995). 

Durch extrazelluläre Einflüsse kann sich die Konformation 

der Rezeptoren von einem niedrigaffinen in einen 

hochaffinen Zustand ändern. Dieser Vorgang wird als 

Affinitätsmodulation bezeichnet. Die Bindung von 

Antikörpern kann eine Affinitätsmodulation hervorrufen und 

so intrazelluläre Signalwege aktivieren („outside in sign 

aling“) (Takagi und Springer 2002). 

 

1.2.1.1 Fibrinogenrezeptor αIIbβ3 

Das β3-Integrin ist in eine aminoterminale extrazelluläre 

und eine carboxyterminale zytoplasmatische Einheit 

aufgeteilt. Die extrazelluläre Einheit lässt sich aufteilen in 

α-Kopftstück und α-Beinstück. Das Kopfstück besteht 

hauptsächlich aus einem β-Propeller sowie einer 

eingefügten α-Einheit, die unterschiedliche Untereinheiten 

enthält. Das Kopfstück enthält die PSI-Domäne (plexin-
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semaphorin-integrin) sowie I-EGF-1 (epidermal growth 

factor), das Beinstück enthält I-EGF-2 bis 4 (Humphries 

und Mould 2001). Auf dem Gen des β3-Integrins (ITGB3) 

liegt eine Punktmutation, die zu einem 

Aminosäureaustausch an Position 33 führt (Leu33Pro). 

Diese Punkmutation führt zur Bildung der Epitope HPA-1a 

und HPA-1b (siehe 1.2.3). 

Der Fibrinogenrezeptor (αIIbβ3) ist der am häufigsten auf 

Thrombozyten exprimierte Glykoproteinkomplex (ca. 

60.000 Kopien/Zelle) (Veldhuisen et al. 2014; Coller und 

Shattil 2008). 

Im inaktivem Zustand sind die Bindungsstellen der 

Liganden blockiert, erst durch eine Aktivierung erfolgt eine 

Konformationsänderung und dadurch die Freigabe von 

hochaffinen Bindungsstellen für z.B. Fibrinogen (Chen et 

al. 2019). 

Der αIIbβ3 Komplex, sowie der oben beschriebene 

Mechanismus spielen somit eine wichtige Rolle in der 

Adhäsion von Thrombozyten.  

 

Relevant im klinischen Kontext ist αIIbβ3 unter anderem bei 

der Thrombasthenie Glanzmann, einer genetischen 

Erkrankung bei der dieser Glykoproteinkomplex qualitativ 
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oder quantitativ beeinträchtigt ist. Die gegebenenfalls 

verringerte Aggregation von Thrombozyten kann zu 

klinisch unterschiedlichen Blutungsereignissen führen 

(Nurden et al. 2013). 

 

1.2.1.2 Vitronektinrezeptor αvβ3  

Die β3 Untereinheit bildet zusammen mit einer anderen α-

Kette ein weiteres Heterodimer, den αVβ3-Komplex. Die β3- 

und αV- Untereinheit bilden mit ihrem aminoterminalen 

Ende den Kopf des Rezeptors (Xiong et al. 2001). Das 

αVβ3-Integrin kommt nur in geringer Anzahl auf 

Blutplättchen (ca. 400 Kopien/Zelle), allerdings vermehrt 

auf Endothel- (ca. 50.000 Kopien/Zelle) und glatten 

Muskelzellen vor (Veldhuisen et al. 2014). Der Rezeptor 

bindet neben Vitronektin auch andere RGD-haltige 

(Arginyl-glycyl-aspartic acid) Glykoproteine (Fibrinogen, 

Fibronektin, von-Willebrand-Faktor) und ist beteiligt an 

Angiogenese, Apoptose, sowie Migration von glatten 

Muskel- und Intimazellen (Charo et al. 1990). 
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Abbildung A. Schematische Darstellung des αVβ3-Komplexes. A 

Darstellung der verschiedenen Domänen. Kationenbindungsstellen sind 

mit schwarzen Punkten markiert. Rote Pfeile markiert das Gelenk des 

Glykoproteinkomplexes. B Liganden-Bindungstasche zwischen β-

Propeller und βA-Domäne. C Kopfteil mit Ligandenbindung. Modifiziert 

nach Humphries et al. 2001 (Humphries und Mould 2001). 

1.2.2 Humane Plättchenantigene (HPA) 
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Thrombozytäre Alloantigene können in zwei Typen 

eingeteilt werden. Typ I beschreibt Antigene, die auf fast 

allen Bluts- und Gewebezellen zu finden sind. Dazu 

gehören die Antigene des ABH-Systems – hauptsächlich 

auf Erythrozyten – sowie HLA-Klasse I Moleküle, die auf 

allen kernhaltigen Zellen und Thrombozyten exprimiert 

werden. Typ II Antigene befinden sich vor allem auf 

Thrombozyten und Megakaryozyten und bestehen aus 

Varianten der unterschiedlichen Glykoproteinkomplexe. 

Eine Immunisierung gegen thrombozytäre Alloantigene 

kann durch Schwangerschaft, Transfusion oder 

Transplantation erfolgen (Santoso und Kiefel 2001). 

Das HPA-System ist eine Nomenklatur zur Erfassung 

thrombozytärer Alloantigene. Nach anfänglichen 

Verwechslungen und Doppelbenennungen wurde die 

Nomenklatur international systematisiert. Borne et al. 

schlugen vor, die biallelen Antigensysteme nach der 

Reihenfolge ihrer Entdeckung zu nummerieren (Borne 

AEGK 1990). Anschließend wurden die beiden Allele der 

jeweiligen Systeme ihrer Häufigkeit nach mit dem 

Buchstaben a und b benannt. Es existieren nach heutigem 

Stand 36 humane Plättchen-Antigene (Platelet Antigen 

Database | HPA | Versiti 2022) von denen sechs 

biallelische Antigensysteme sind – darunter HPA-1, die 
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übrigen sind niedrig-frequente Antigene (Curtis und 

McFarland 2014). 

 

1.2.3 Humanes Plättchenantigen 1 (HPA-1) 
 

Antikörper gegen HPA-1a sind am häufigsten ursächlich für 

die fetale und neonatale Alloimmunthrombozytopenie 

(FNAIT). Die ersten Alloantikörper dieses Systems wurde 

von van Loghem JJ 1959 und später von Shulman 1961 

beschrieben (Shulman et al. 1961; van Loghem JJ et al. 

1959). 1989 wurde die genetische Grundlage des HPA-1 

Antigensystems aufgeklärt: Ein Austausch der Base 

Cytosin zu Thymin an der Position 176 der cDNA. Daraus 

resultiert ein Aminosäureaustausch von Leucin 33 zu Prolin 

33 (Leu33Pro) des Glykoproteins β3 (Newman et al. 1989). 

Eine Punktmutation ist in den meisten Fällen die 

genetische Grundlage der humanen Plättchen-Antigene. 

Dieser Polymorphismus definiert das Plättchenantigen 

HPA-1a (Leu33) und -1b (Pro33). In seltenen Fällen kann 

es auch zu einem Austausch von Leu33 zu Val 33 kommen 

(Santoso et al. 2006). Lokalisiert wurde das Epitop im 

Bereich der PSI-Domäne des β3-Komplexes (Zhi et al. 

2018; Zhou et al. 2018). 
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Es wird kontrovers diskutiert, ob der Leu33Pro Austausch 

einen Effekt auf die räumliche Konformation oder die 

Struktur von β3 hat (Zhou et al. 2018; Bennett et al. 2001). 

Die PSI-Domäne besteht aus einer Sequenz von 54 

Aminosäuren, diese ist in fast alle Integrinen vorhanden 

und wenig verändert (Zhu et al. 2017). EGF-1 ist eine von 

vier EGF Domänen. EGF-1 hat im Vergleich zu den 

anderen drei statt 8 nur 6 Cysteinreste, die Disulfidbrücken 

bilden. So entsteht eine erhöhte Beweglichkeit in diesem 

Bereich (Shi et al. 2005). EGF-1 und PSI befinden sich 

räumlich gesehen in direkter Nachbarschaft, deswegen ist 

eine gemeinsame Funktion als Antikörperbindungsstelle 

möglich (Luo et al. 2007). 

Abbildung B zeigt die Lokalisation der Antigene auf dem 

αIIbβ3 Glykoproteinkomplex. Eine Immunisierung gegen 

HPA-1a ist in der kaukasischen Bevölkerung mit ca. 80 % 

die häufigste Ursache für eine FNAIT (Sachs et al. 2021a).  
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Abbildung B. Schematische Darstellung des αIIbβ3 

Komplexes mit eingezeichneten Lokalisationen der HPA-

Antigene. Mit freundlicher Genehmigung von Peterson et al. 

(Peterson et al. 2013) 

 

1.3 Antikörper  
 

Antikörper gehören zu der Immunglobulin Superfamilie 

(IGSF). Sie werden von Plasmazellen produziert und 
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sezerniert. Sie übernehmen wichtige Aufgaben in der 

adaptiven Immunabwehr. 

Sie bestehen aus zwei gleichartigen schweren und zwei 

leichten Ketten in einer β-Faltblattstruktur, die über 

Disulfidbrücken miteinander verbunden sind und bilden so 

eine Y-förmige Struktur. Das N-Terminale Ende einer 

leichten und einer schweren Kette bildet die variable, 

Liganden-bindende Region. So liegen bei einem 

monomeren Antikörper zwei Bindungsstellen vor. Das C-

Terminale Ende der leichten Ketten besteht aus einer 

konstanten Region. Das C-Terminale Ende der schweren 

Kette besteht aus mehreren konstanten Regionen und 

bildet hiermit den Fc-Teil des Antikörpers (siehe Abbildung 

C) (Stanfield und Wilson 2014). Diese konstanten 

Regionen werden genutzt, um die Immunglobuline in ihre 

verschiedenen Klassen einzuteilen: IgA, IgG, IgD mit 

jeweils drei konstanten Regionen, IgE und IgM mit jeweils 

vier konstanten Regionen (Schroeder und Cavacini 2010). 

Der Fc-Teil vermittelt die Effektorfunktion des Antikörpers. 

Über diesen wird unter anderem das Komplementsystem 

über C1q aktiviert oder eine spezifische Bindung mit einem 

Fcγ-Rezeptor eingegangen (Fiedler 2011) 
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Abbildung C. Schematische Darstellung eines Antikörpers. Zu 

erkennen sind die beiden variablen Regionen am N-Termins (rot), sowie 

die konstanten Regionen am C-Terminus (blau). Anteile mit H markiert 

zählen zu den schweren Ketten, L zu den leichten Ketten. Modifiziert 

nach Murphy et al. (Murphy 2009). 

 

1.3.1 Immunglobulin G 
 

Immunglobulin G ist das einzige der Immunglobuline, 

welches die Plazentaschranke durch aktiven Transport 

Variable Region

N-Terminus

Disulfidbrücken

C-Terminus

Konstante
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CH3

CH2

CL

VL

CH1

VH
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passieren kann und so in den fetalen Kreislauf gelangt. IgG 

wird in verschiedene Subklassen IgG1 bis IgG 4 eingeteilt 

(Schroeder und Cavacini 2010). Sie unterscheiden sich 

grundsätzlich in der Länge ihrer Gelenkregion zwischen 

der konstanten Region CH1 und CH2. Die Anzahl der 

Aminosäuren sowie deren Sequenz (Primärstruktur) sind 

unterschiedlich (Papadea und Check 1989). So bilden sich 

auch mehr oder weniger Disulfidbrücken aus, wodurch die 

Flexibilität des Immunglobulins und damit die 

Effektorfunktion des Fc-Teils von Subklasse zu Subklasse 

variiert. So erklärt sich die unterschiedliche Affinität von 

Fcγ-Rezeptoren zu verschiedenen IgG-Subklassen (siehe 

1.5.1, Tabelle 1) (Bruhns et al. 2009). 

 

1.3.2 Anti-HPA-1a Antikörpersubtypen  
 

Die Unterteilung von anti-HPA-1a Antikörpern in 

verschiedene Subtypen wurde von mehreren Autoren 

beschrieben (Fiore et al. 2021; Holzwarth et al. 2020; Bayat 

et al. 2019; Zhi et al. 2018; Thinn et al. 2018; Santoso et al. 

2016). Hierbei wurden Antikörper, die das Epitop HPA-1a 

erkennen in ihrer Bindungsspezifität unterschieden. Typ I 

Antikörper gelten als komplexunabhängig (complex 
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independent) – sie binden an die PSI-Domäne der β3-

Untereineit. Typ II Antikörper benötigen zur Bindung einen 

Komplex aus PSI-Domäne und EGF-1, sie werden deshalb 

als komplexabhängig (complex dependent) bezeichnet 

(Holzwarth et al. 2020; Zhi et al. 2018). Typ III Antikörper 

beschreiben Immunglobuline, deren Epitop durch 

Verbindung einer β3-Untereineit mit einer α-Untereinheit 

gebildet wird – sie werden als bindungsabhängig 

(compound dependent) bezeichnet (Fiore et al. 2021; 

Thinn et al. 2018; Santoso et al. 2016). 

 

1.3.3 Glykosylierung 
 

Das Anhängen von Zuckerresten an Proteinstrukturen wird 

als Glykosylierung bezeichnet. Die häufigste Form - die N-

Glykosylierung – verbindet dabei enzymatisch einen 

Kohlenhydratrest mit einem Asparagin des zu 

glykosylierenden Proteins. Im Fall eines IgGs findet diese 

Glykosylierung unter anderem an den schweren Ketten des 

Fc-Teils statt (Asparagin 297). Verschiedene Zuckerreste 

können angehängt werden: N-Acetylglucosamin, N-

Acetylneuraminsäure (Sialinsäure), Galactose, Fucose, 

Mannose, Glucose. Die Glykosylierung mit 

unterschiedlicher Zusammensetzung der 
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Kohlenhydratreste hat damit Einfluss auf die Struktur, die 

Bindungsaffinität und so auf die Funktion des Antikörpers 

(Murphy 2009; Wuhrer et al. 2009). Die Kohlenhydratreste 

an dieser Position sind direkt für die Affinität zu Fc-

Rezeptoren verantwortlich (Vidarsson et al. 2014). 
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1.4 Monozyten 
 

Monozyten sind Zellen der hämatopoetischen 

Stammzellreihe. Sie gehen aus der Vorläuferzelle common 

myeloid progenitor im Knochenmark hervor (Guilliams et al. 

2018). Sie machen 10 % der Zellen im menschlichen Blut 

aus und gliedern sich in drei Subkategorien bezogen auf 

ihre CD-Antigene (Zhao et al. 2018). Den Großteil macht 

der klassische Subtyp mit etwa 90 % der zirkulierenden 

Monozyten aus (CD14++ CD16-). Einen kleinen Anteil bildet 

der intermediäre Subtyp (CD14++ CD16+), den Rest 

bezeichnet man als nicht klassischen Subtyp (CD14+ 

CD16++) (Ziegler-Heitbrock et al. 2010). 

Monozyten sind, neben anderen Zellen wie Makrophagen 

und dendritischen Zellen, Teil des monozytären 

Phagozytose-System (MPS) (Guilliams et al. 2018). 

Sie sind an vielen Abläufen der adaptiven und 

angeborenen Immunabwehr beteiligt. Sie können 

immunmodulatorisch wirken, indem sie Cytokine und 

Chemokine wie IL-1, IL-6, TNF-α oder MIP-α1 ausschütten. 

Weiterhin phagozytieren sie nicht nur Zellreste und 

körperfremde Krankheitserreger, sondern präsentieren 

auch Antigene, um das adaptive Immunsystem zu 

aktivieren (Dale et al. 2008). 
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1.5 Phagozytose 
 

Als Phagozytose wird die Aufnahme von Zellen, Erregern 

und größeren Partikeln (> 0,5µm) in spezialisierte 

Phagozyten, wie Monozyten, Makrophagen oder 

neutrophile Granulozyten beschrieben. Zuerst entdeckt 

wurde die Phagozytose durch den – zum Teil in Gießen 

ausgebildeten - Zoologen Metchnikoff. Dieser beschrieb 

den Vorgang von Immunzellen, die Fremdkörper erkannten 

und diese einschlossen (Metchnikoff E. 1884). 

Phagozytose ist ein u.a. rezeptorvermittelter Prozess, der 

die Erkennung von Zellen und Partikeln die phagozytiert 

werden sollen voraussetzt. Diese Erkennung funktioniert 

über pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) mit 

bestimmten Rezeptoren, wie den Toll-like Rezeptoren 

(TLR). Diese zur Erkennung genutzten 

Oberflächenmerkmale können z.B. Lipopolysaccharide 

(LPS) sein, die auf der Zellwand von Bakterien vorkommen 

(Uribe-Querol und Rosales 2020; Flannagan et al. 2012). 

Spezifische Fcγ-Rezeptoren der Phagozyten binden 

wiederum den Fc-Teil der IgGs, welche ein Antigen 

gebunden haben und können so die opsonierten Zellen 

oder Partikel besser aufnehmen (Nimmerjahn und Ravetch 

2008b; Jefferis und Lund 2002). 
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In Abbildung D sind die ersten Schritte der Fc-

rezeptorvermittelten Phagozytose dargestellt: Zunächst 

findet die Opsonierung des Partikels oder Erregers durch 

Antikörper statt. Anschließend binden die Fc-Teile der 

Antikörper an Fc-Rezeptoren der Phagozyten. Die Fcγ-

Rezeptoren vernetzen sich daraufhin und bilden Cluster. 

Sie  starten eine intrazelluläre Signalkaskade, die über 

verschiedene biochemische Prozesse zu einer 

Veränderung des Zytoskelettes führt – zu einer 

Polymerisation von Actin (Flannagan et al. 2012). Durch 

diese strukturelle Veränderung bilden sich Pseudopodi aus 

und die Membranoberfläche, die mit ihren Rezeptoren den 

Liganden bindet, wird vergrößert. Es kommt zu einer 

Selbstverstärkung der Signalkaskade (Triantafilou et al. 

2002), woraufhin sich eine Einstülpung in der 

Plasmamembran bildet, in die der opsonierte Partikel oder 

Erreger aufgenommen wird. Die Einstülpungen der 

Plasmamembran schnüren sich nach intrazellulär ab und 

bilden ein saures, zytoplasmatisches Phagosom (pH 3,5 – 

4)(Murphy 2009). 
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Abbildung D. Fcγ-rezeptorvermittelte Phagozytose. 

Schematische Darstellung der Fcγ-Rezeptorvermittelten 

Phagozytose. Mit freundlicher Genehmigung von Abbas et al 2015 

(Abbas et al. 2015). 

 

1.5.1 Fcγ-Rezeptoren 
 

Anderson et al. haben 1990 drei verschiedene Klassen von 

Fcγ-Rezeptoren beschrieben. Sie alle binden den Fc-Teil 

von Immunglobulinen, allerdings mit jeweils anderer 

Spezifität. Die Arbeitsgruppe charakterisierte FcγR I 

(CD64) und II (CD32), welche auf allen Phagozyten zu 

finden waren und FcγR III (CD16), welche vor allem auf 

Makrophagen und neutrophilen Granulozyten zu finden 

waren (Anderson et al. 1990). 

Die Fcγ-Rezeptoren gehören durch ihren Ig-ähnlichen 

Aufbau zur Ig-Superfamilie. Ihre extrazelluläre 

Bindungsdomäne besteht aus drei (FcγR I) bzw. zwei 

(FcγR II & III) Polypeptidketten, die sich zu einem Ig-

ähnlichen β-Faltblatt falten (Sondermann et al. 1999). Die 
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Domänen stehen in einem 70°-Winkel zueinander, sodass 

sich eine herzförmige Struktur bildet. Die konservierte 

extrazelluläre Struktur ist bei allen drei Typen ähnlich, sie 

unterscheiden sich allerdings in der membranösen 

Verankerung (GPI-Anker) und den intrazellulären 

Domänen. Die intrazellulären Domänen bei FcγR IIIB fehlt 

ganz, dieser ist mit einem GPI-Anker in der Membran 

befestigt. Die intrazellulären Bestandteile der anderen Fcγ 

Rezeptoren unterscheiden sich hauptsächlich durch 

unterschiedliche Immunrezeptordomänen (ITAM oder 

ITIM). ITAM (Immunoreceptor tyrosine-based activation 

motif) ist dabei eine Domäne die durch Phosphorylierung 

zu einer Aktivierung der Zelle führt, ITIM (Immunoreceptor 

tyrosine-based inhibition motif) bewirkt eine Inhibierung 

(Kerntke et al. 2020). FcγR I und FcγR IIIA besitzen zwei 

bzw. drei ITAM-Domänen. FcγR IIA und -C weisen je eine 

ITAM-Domäne auf. FcγR IIB ist der einzige dieser drei Fcγ 

Rezeptoren mit einer ITIM-Domäne (Dekkers et al. 2017; 

Bruhns et al. 2009). 

Hinzukommen unterschiedliche Isoformen, wie FcγRIIIA 

und B, sowie unterschiedliche Allel-Varianten, z.B. NA1 

und NA2 des FcγRIIIB (Nimmerjahn und Ravetch 2008a; 

Radaev et al. 2001). 
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Ein wichtiger Aspekt ist die unterschiedliche Expression 

der Fcγ-Rezeptoren auf Leukozyten. Auf klassischen 

Monozyten sind die beiden FcγR I und IIa in ähnlicher 

Menge exprimiert. Nicht klassische Monozyten bilden 

überwiegend FcγR III aus, allerdings auch FcγR IIa. 

Neutrophile Granulozyten expremieren primär FcγR IIIB 

und genau wie Eosinophile auch eine geringe Menge an 

FcγR IIa. B-Zellen sind die einzigen Leukozyten, die FcγR 

IIb exprimieren (Kerntke et al. 2020). Die Affinität zu 

verschiedenen Liganden der einzelnen Fcγ-

Rezeptorklassen unterscheidet sich trotz der homologen 

Extrazellulärstruktur. FcγR I hat eine wesentlich höhere 

Affinität zu IgG, als Fcγ II oder III, dies wird der dritten Ig-

ähnlichen Bindungsdomäne zugesprochen (Sondermann 

et al. 1999). Zudem unterscheiden sich ihre Affinitäten zu 

den unterschiedlichen IgG-Subklassen, wie in Tabelle 1 

gezeigt (Ackerman et al. 2011; Hulme und Trevethick 2010; 

Bruhns et al. 2009). 
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Tabelle 1 Affinität der verschiedenen Fcγ-Rezeptoren. Gezeigt sind 

die Affinitäten von humanen IgG-Subklassen (komplexgebunden) 

gegenüber humaner Fcγ-Rezeptoren. Modifiziert nach Bruhns (Bruhns 

et al. 2009). 

 

1.6 Ziel der Arbeit 
 

Ziel der Arbeit ist es die methodische Grundlage für einen 

funktionellen Test zu entwickeln, der es möglich macht, die 

Ausprägung der fetalen Thrombozytopenie bei 

vorliegender maternaler Immunisierung gegen HPA-

Antigene vorherzusagen. Bisher konnte ausgehend von 

serologischen Tests keine sichere Aussage über den 

Schweregrad der Thrombozytopenie getroffen werden 

(Kjaer et al. 2019; Mawas et al. 1997). 

Als Grundlage wurde der von Takahashi et al. 

beschriebene in vitro Thrombozyten-Phagozytosetest zum 

Rezeptor IgG - Affinität 

FcγR I IgG1 = IgG3 = IgG4 

FcγR IIa IgG3 = IgG1 > IgG4 ≥ IgG2 

FcγR IIb IgG3 > IgG1 = IgG4 

FcγR IIIa IgG3 ≥ IgG1 > IgG4 > IgG2 

FcγR IIIb IgG3 = IgG1  
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Nachweis von anti-HLA Klasse I Antikörpern eingesetzt 

(flow cytometric monocyte-based phagocytosis assay - 

FMPA) (Takahashi et al. 2018, 2017). Mit diesem 

Monozyten-basierten Phagozytoseassay soll die Antigen-

spezifische Phagozytose von verschiedenen anti-HPA-1a 

Antikörpersubtypen untersucht werden, um eine Aussage 

über deren Rolle bei der Induktion einer fetalen 

Thrombozytopenie treffen zu können.  
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2 Material und Methoden 

2.1  Material 

2.1.1 Humane Blutzellen 
  

Die Gewinnung der untersuchten Monozyten und 

Thrombozyten erfolgte aus Restblut von Vollblutspendern 

und Thrombozytenspendern des UKGM Gießen, Institut für 

klinische Immunologie und Transfusionsmedizin. Die 

Entnahme von Blutresten wurde durch das Ethikkomitee 

der Justus-Liebig-Universität Gießen, Medizinische 

Fakultät genehmigt (Ethikvotum: #05/00). 

 

2.1.2 Labormaterial 
 

Tabelle 2 Labormaterial  

Name Hersteller 

96 – Mikrotiterplatte, flat 

Bottom 

Sarstedt, Nürnbrecht, D 

Pipettenspitzen 1000 µl; 200 

µl 

Sarstedt, Nürnbrecht, D 

Pipettenspitzen 100 µl; 10 µl Sarstedt, Nürnbrecht, D 
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Pipettenspitzen 10 µl; 1 µl Sarstedt, Nürnbrecht, D 

FACS Röhrchen Sarstedt, Nürnbrecht, D 

Eppendorf Röhrchen Sarstedt, Nürnbrecht, D 

Transferpipetten 3,5 ml Sarstedt, Nürnbrecht, D 

Falcon Röhrchen (15 ml und 

50 ml) 

Greiner Bio-One, 

Kremsmünster, A 

Röhrchen 13 ml Sarstedt, Nürnbrecht, D 

Polypropylen Röhrchen 4,5 

ml 

Sarstedt, Nürnbrecht, D 

Pipetten 1000 µl; 200 µl; 20 µl; 

10 µl 

Eppendorf, Hamburg, D 

HandyStep Multipipette BRAND, Wertheim, D 
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2.1.3 Chemikalien 

 

Tabelle 3 Chemikalien  

Name Hersteller 

Prostaglandin E1 Sigma-Aldrich, Missouri, US 

PBS 1x Anprotec, Bruckberg, D 

HBSS 1x Anprotec, Bruckberg, D 

Titriplex  Merck, Darmstadt, D 

HEPES Buffer Solution Gibco Life Technologies, 

Carlsbad, US 

RPMI 1640 Anprotec, Bruckberg, D 

RPMI 1640 ohne Phenol-Rot Thermo Fischer, Waltham, US 

Fetales Kälberserum (FCS) Anprotec, Bruckberg, D 

Trypsin (Tryp LE) Life Technologies, Carlsbad, 

US 

HBSS + CaCl2 + MgSO4 PAN Biotech, Aidenbach, D 

pHrodo Red, SE Thermo Fischer, Waltham, US 

Lymphocyte Seperation 

Media 

Anprotec, Bruckberg, D 

FC Block: Gamunex 10 % 

(100 mg/ml) 

Grifols, Barcelona, ES 

Anticoagulant Citrate 

Dextrose Solution A (ACD-A) 

Terumo BCT, Inc., Lakewood, 

US 
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Sytox Blue Nucleic Acid 

Stain 

Thermo Fischer, Waltham, US 

pHrodo E.Coli BioPaticles Thermo Fischer, Waltham, US 

Hoechst 33342 Staining Dye 

Solution 

Abcam, Cambridge, UK 

Percoll Sigma-Aldrich, Saint Louis, US 
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2.1.4 Pufferlösungen  
 

Tabelle 4 Pufferlösungen 

Name Zusammensetzung  

Prostaglandin E1/PBS/EDTA 

(P/E/P) 

500 ml PBS 1x 

1,86 g Titriplex 

50 µl PGE1 (1 mg/ml) 

PBS/EDTA/Trypsin 1M PBS/EDTA 

0,5 % Trypsin 

RPMI1640/HEPES/FCS 36 ml RPMI1640 

1 % HEPES Buffer Solution 

10 % FCS 
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2.1.5 Antikörper 
 

Tabelle 5 Antikörper 
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2.1.6 Fluoreszenzfarbstoffe der 

Durchflusszytometrie 
 

Tabelle 6 Genutzte Fluoreszenzen mit dem zugehörigen FACS-Kanal 

 

 

  

Fluoreszenzfarbstoffe Kanal im FACS 

Sytox-Blue Pacific-Blue 

APC  APC 

pHrodo PE 
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2.1.7 Geräte  
 

Tabelle 7 Geräte 

Name Hersteller 

FACS Canto II BD Biosciences, 

Heidelberg, D 

Automatischer Hämatologie-

Analysator KX-21N 

Sysmex Deutschland, 

Norderstedt, D 

Zentrifuge Rotina 380 Hettich, Kirchlengern, D 

Zentrifuge Rotina 380R Hettich, Kirchlengern, D 

Zentrifuge Biofuge primo Thermo Fischer, Waltham, 

US 

Fluoreszensmikroskop XI 81 Olympus, Hamburg, D 

 

  



Material und Methoden 

41 

2.1.8 Software 
 

Tabelle 8 Software 

Name Hersteller 

FlowJo BD Biosciences, Heidelberg, D 

BD FACS Diva  BD Biosciences, Heidelberg, D 

Office 2016 Microsoft, Redmond, US 

Prism 7 bzw. 8 GraphPad Software, La Jolla, 

US 

cellSens Dimension 1.6 Olympus, Hamburg, D 
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2.2 Methodik 

2.2.1 Blutentnahme 
 

Die Blutproben konnten dankenswerter Weise von 

gesunden Spendern des Instituts für Klinische 

Immunologie, Transfusionsmedizin und Hämostaseologie, 

UKGM Gießen gewonnen werden. Es wurde ACD-A (Acid-

Citrate-Dextrose Solution A) Blut entnommen.  

 

2.2.2 Isolierung von Thrombozyten 
 

Ein Röhrchen mit ACD-A antikoaguliertem Blut (ca. 8,4 ml 

Vollblut) wurde bei 450 g für 5 Minuten zentrifugiert. 1 ml 

Überstand Plättchenreiches Plasma (PRP) wurde 

vorsichtig abgehoben (um Erythrozyten-Kontamination zu 

vermeiden) und in ein neues Röhrchen überführt. Eine 

Probe (ca. 70 µl) wurde für die Zellzahlbestimmung 

(automatischer Hämatologie-Analysator) entnommen. 

Anschließend wurden ca. 930 µl PRP mit 5-7 ml 

Prostaglandin E1/EDTA/PBS (Ethylene diamine tetraacetic 

acid) (P/E/P) Puffer gewaschen und für 10 Minuten bei 800 

g zentrifugiert. Nach diesem Waschschritt wurde die 

Konzentration der Thrombozyten mit P/E/P Puffer auf 
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7,5x108/ml eingestellt um sie mit dem Farbstoff „pHrodo 

Red SE“ zu markieren. 

 

2.2.3 Markierung der Thrombozyten mit pHrodo und 

Opsonierung mit Antikörpern 
 

pHrodo ist ein Zellmembran-durchdringender Farbstoff, der 

im pH neutralen Bereich nicht fluoresziert. Im sauren pH-

Bereich jedoch emittiert pHrodo Licht im 

Wellenlängenbereich 585nm, nach Anregung mit Licht der 

Wellenlänge 560nm. pHrodo markierte Thrombozyten 

fluoreszieren erst nach Aufnahme (Phagozytose) in das 

saure Milieu (pH 3,5-4) der Lysosomen (siehe Abbildung I) 

Ein Aliquot von 540 µl gewaschenen Thrombozyten 

(7,5x108/ml) wurde mit 60 µl pHrodo (insgesamt 1:3.000 

verdünnt) gemischt und für 30 Minuten im Dunkeln bei 

Raumtemperatur inkubiert. Die markierten Thrombozyten 

wurden mit 5-7 ml P/E/P Puffer gewaschen (10 Min bei 

800g), danach wurde die Konzentration mit P/E/P Puffer 

auf 1x108/ml eingestellt.  

Die Testantikörper (0,2 mg/ml) wurden in 10 µl, 1 µl, 0,1 µl 

und 0,1 µl (1:10 verdünnt) Portionen aufgeteilt und jeweils 

mit pHrodo gefärbter Thrombozytensuspension auf 200 µl 
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aufgefüllt. Die Endkonzentrationen der eingesetzten Test-

Antikörper entspricht somit 10 µl/ml; 1 µl/ml; 0,1 µl/ml; und 

0,01 µl/ml. Die Kontroll-Antikörper W6/32 (Positivkontrolle 

Subklasse: IgG2a) (0,1 mg/ml) und Isotyp IgG2a 

(Negativkontrolle) (0,01 mg/ml) wurden jeweils in 20 µl 

Portionen zu je 180 µl pHrodo gefärbter 

Thrombozytensuspension pipettiert (Endkonzentration 

W6/32: 10 µg/ml; Isotyp: 1 µg/ml). Die Ansätze inkubierten 

dann für 30 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln. 

Danach wurden die beladenen Thrombozyten zweimal mit 

3 ml P/E/P Puffer gewaschen (10 Minuten bei 800 g). Nach 

dem zweiten Waschschritt wurde der Überstand abgesaugt 

und das Pellet mit je 100 µl HBSS-Puffer (Hanks balanced 

salt solution) (CaCl2: 4,6 mmol/L und mit MgSO4: 4 mmol/L) 

resuspendiert, um eine Endkonzentration von 2x108/ml zu 

erreichen. 

 

2.2.4 Isolierung von Monozyten 
 

Einfache Dichtegradienten-Zentrifugation 

Die übrigen Blutproben wurden nun vorsichtig auf zwei 50 

ml-Röhrchen mit je 15 ml Trennmedium (Ficoll) 

geschichtet. Nach Zentrifugation für 20 Minuten bei 400 g 
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entstanden drei Schichten. Zwischen der zweiten und 

dritten Schicht befand sich die weiße PBMC-Fraktion 

(Peripheral blood mononuclear cells). Diese Fraktion 

wurde vorsichtig mit einer Pasteur-Pipette abgenommen, in 

ein neues 50 ml-Röhrchen überführt, und mit 50 ml PBS 

(Phosphate buffered saline) bei 400 g für 5 Minuten 

gewaschen. Dieser Waschvorgang wurde mit 30 ml PBS 

wiederholt. Die PBMC wurden in 1 ml RPMI1640 Medium 

mit 10 %FCS (Fetal calf serum) und 1 %HEPES (2-(4-(2-

Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure) 

resuspendiert und nach Bestimmung der 

Monozytenausbeute auf eine Zellzahl von 2x107 Zellen/ml 

eingestellt. Anschließend wurden die PBMC in einer 96-

Mikrotiterplatte (Flachboden) ausgesät (200 µl pro 

Vertiefung). Bei 10 % Anteil Monozyten der PBMC enthält 

jede Vertiefung ca. 400.000 Monozyten. Nach einer Stunde 

Inkubation im Brutschrank (37°C; 5 % CO2) adhärieren die 

Monozyten am Boden der Mikrotiterplatte und wurden mit 

200 µl warmem HBSS-Puffer vorsichtig gespült. Im 

darauffolgenden Schritt wurde 50 µl HBSS (mit CaCl2: 4,6 

mmol/L und MgSO4: 4 mmol/L) auf die adhärierten 

Monozyten pipettiert. 
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Doppelte Dichtegradienten-Zentrifugation 

Die Monozyten wurden durch einen zweifachen 

Dichtegradienten (Ficoll und Percoll) isoliert. Hierzu 

wurden die PBMC in einem ersten Schritt mit einem Ficoll-

Gradienten isoliert (siehe oben). Die Zellen wurden dann 

mit 20 ml RPMI1640 (ohne Phenol-Rot) resuspendiert. 

Für den zweiten Dichtegradienten wurden 23,13 ml Percoll 

(Dichte 1,131 g/ml) mit 1,87 ml 10-fach PBS vorbereitet. 

Von dieser Lösung wurden 23 ml entnommen und mit 27 

ml RPMI 1640 (mit Phenol-Rot und 10 % FCS) versetzt. 

Daraufhin wurden 25 ml der Percoll-Lösung in ein 50 ml 

Röhrchen überführt und die PBMC vorsichtig darauf 

geschichtet. Der Farbunterschied der beiden Lösungen 

zeigte eine deutliche Zweischichtung. Danach folgte eine 

Zentrifugation bei 550 g für 30 Minuten. Die PBMC wurden 

entnommen, gewaschen, und danach ebenfalls in 1 ml 

RPMI1640 Medium mit 10 % FCS und 1 % HEPES 

resuspendiert. Im Anschluss wurde die 

Monozytenausbeute bestimmt. 

 

 

 

 



Material und Methoden 

47 

2.2.5 Phagozytose 
 

Zu den adhärierten Monozyten wurden 50 µl mit 

Antikörpern beladenen und mit pHrodo markierte 

Thrombozyten (2x108/ml) gegeben. Da 50 µl HBSS-Puffer 

bereits vorgelegt wurden, lag die Endkonzentration der 

Thrombozyten pro Vertiefung bei 108 /ml (Absolut: 107 

Thrombozyten pro Vertiefung). Nach einer Stunde 

Inkubation bei 37˚C und 5% CO2 wurden die Zellen von der 

Mikrotiterplatte abgelöst. 

 

2.2.6 Zellernte und Präparation 
 

Vor dem Ablösen der Zellen wurde die Mikrotiterplatte 

ausgeschlagen, um den Restpuffer vollständig zu 

entfernen. In jede Vertiefung wurden 100 µl 1mM 

PBS/EDTA/Trypsin für 5 Minuten bei 37˚C und 5 % CO2 

zugegeben. Anschließend wurde die Reaktion durch 

Zugabe von 100 µl Serum (RPMI1640/FCS/HEPES) 

gestoppt. Durch mehrfaches, kräftiges auf und ab 

pipettieren wurden die adhärenten Zellen abgelöst und 

danach in ein FACS-Röhrchen (Fluorescence Activated 
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Cell Sorting) überführt. 10 µl Gamunex wurden hinzugefügt 

und für 10 Minuten auf Eis im Dunkeln inkubiert. Gamunex 

enthält eine breite Mischung an Immunglobulinen, die die 

Fcγ-Rezeptoren der Monozyten blockieren und so 

unspezifische Signale im Durchflusszytometer verhindern. 

Anschließend wurden die Monozyten für 30 Minuten auf 

Eis im Dunkeln mit einem fluoreszenzmarkierten anti-CD14 

Antikörper inkubiert. Nach Waschen mit 3-4 ml PBS bei 4˚C 

(450 g; 5 Minuten) wurde der Überstand abgekippt und das 

Zellpellet in ca. 100 µl PBS resuspendiert (Vortex). Danach 

wurden nicht vitale Bestandteile (Zellbestandteile, tote 

Zellen) durch Färbung mit 1 µl Sytox-Blue markiert und die 

vitale Zellpopulation mittels Durchflusszytometrie 

analysiert. 

 

2.2.7 Durchflusszytometrie 

 

Das Prinzip der Durchflusszytometrie besteht darin, die zu 

analysierenden Zellen in einem gerichteten 

Flüssigkeitsstrom einzeln an einem orthogonal dazu 

ausgerichteten Laserstrahl einer bestimmten Wellenlänge 

vorbei fließen zu lassen. Dieser Laserstrahl trifft auf jede 

Zelle und wird reflektiert bzw. gestreut. An zwei 
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verschiedenen Stellen wird nun das Streulicht des Lasers 

detektiert; das sogenannte Vorwärtsstreulicht (forward 

scatter, FSC), gibt Auskunft über die Größe und Form einer 

Zelle und das Seitwärtsstreulicht (side scatter, SSC) über 

die Granularität der Zelle. Je nach Ausstattung des Gerätes 

gibt es zusätzlich mehrere Kanäle zur Detektion von 

verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen, die genutzt 

werden, um Oberflächenmerkmale auf Zellen zu erkennen. 

Diese müssen zunächst mit fluoreszenzmarkierten 

Antikörpern markiert werden. Abbildung E zeigt die 

Funktionsweise eines Durchflusszytometers. Hier 

emittieren mit 63D3 (anti-CD14 Antikörper) markierte, 

CD14-positive Monozyten bei einer Wellenlänge von 660 

nm und die mit pHrodo markierten Thrombozyten bei 585 

nm Licht. So können einzelne Zellpopulationen 

voneinander abgegrenzt und gesondert untersucht 

werden. 
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Abbildung E. Schematische Darstellung des optischen Apparates 

eines Durchflusszytometers. Zu erkennen sind der Laser, der Licht 

einer bestimmten Wellenlänge auf die Messküvette wirft. Dahinter der 

FSC-Detektor, sowie über einen Spiegel der SSC-Detektor. Zusätzlich 

dargestellt sind vier Kanäle zu Erkennung von Fluoreszenzfarbstoffen 

(FL1 – FL4) (Durchflusszytometrie – Fabian K. (Diskussion) - Eigenes 

Werk 2022). Grafik mit Creative Commons Lizenz 3.0 UK. 
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2.2.8 Automatische Zellzählung im KX-21N 

(Sysmex) 
 

Zur Zählung der Thrombozyten und PBMC wurde der 

automatische Hämatologie-Analysator KX-21N genutzt. 

Die Messung der Zellzahl und Diskriminierung in einzelne 

Populationen basiert auf einer Impedanzmessung. Die 

Zellen werden einzeln durch einen Kanal geleitet, in dem 

eine Wechselspannung angelegt ist. Die Zellen, die diesen 

Kanal passieren weisen eine höhere Impedanz auf als die 

Suspensionsflüssigkeit, dadurch kommt es zu einer 

Spannungsänderung. Die Höhe der Spannungsänderung 

korreliert mit dem Volumen der Zelle, so können neben der 

Zellzahl auch qualitative Aussagen über die Zellen 

gemacht werden. In Arbeitsschritten, in denen die 

Bestimmung einer Zellzahl – Monozyten oder 

Thrombozyten – nötig war, wurden 60 µl der 

Zellsuspension analysiert. Eine Berechnung der 

Zellkonzentration erfolgte automatisch. 

2.2.9 Fluoreszenzmikroskopie 
 

Für die Visualisierung des Prozesses wurde die 

Phagozytose wie oben beschrieben durchgeführt und mit 
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Hilfe von Fluoreszenzmikroskopie dargestellt (100fache 

Vergrößerung). Die Zellen wurden in einer 24-

Mikrotiterplatte ausgesät. Die mit pHrodo markierten, 

phagozytierten Thrombozyten stellten sich dann durch 

Emittieren von Licht der Wellenlänge 585 nm als rot-orange 

dar. Die Monozyten wurden mit Hoechst 33342 markiert 

(ein Farbstoff, der die DNS der Zellkerne färbt) und 

emittierte blaues Licht der Wellenlänge 461 nm (siehe 

Abbildung H). 

 

2.2.10 Statistik 
 

Die statistische Auswertung der Versuche erfolgt mit dem 

Programm GraphPad Prism Version 7 bzw. 8. Zur 

Berechnung der Signifikanz wurde ein ungepaarter T-Test 

oder ein einfaktorieller ANOVA angewendet. 
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3  Ergebnisse 

3.1  Erläuterung der Versuchsstrategie 
 

In einer Mikrotiterplatte wurden nach den oben 

beschriebenen Verfahren (2.2.2 – 2.2.5) Zellen für eine 

Doppelbestimmung in 12 Vertiefungen ausgesät (siehe 

Abbildung F). In den ersten vier Reihen wurden 

Thrombozyten mit dem zu testenden Antikörper in vier 

verschiedenen Konzentrationen (10 µg/ml; 1 µg/ml; 0,1 

µg/ml; 0,01 µg/ml) vorgelegt. In der fünften (positive 

Kontrolle) und sechsten (negative Kontrolle) Reihe wurden 

die Thrombozyten mit dem monoklonalen Antikörper 
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W6/32 (IgG2a; 10 µg/ml) beziehungsweise mit der Isotyp-

Kontrolle (IgG2a; 1µg/ml) gegeben. 

Abbildung F. Versuchsaufbau. Schematische Darstellung der Aussaat auf einer 

96-Mikrotiterplatte. 

 

W6/32 ist ein muriner monoklonaler Anti-HLA Antikörper 

(Subklasse IgG2a) gegen das HLA Klasse I Molekül, 

welches auf fast allen körpereigenen Zellen exprimiert wird. 

Thrombozyten besitzen eine hohe Dichte des HLA 

Antigens auf ihrer Oberfläche. Der Antikörper W6/32 wurde 

deshalb als Positivkontrolle für diesen Versuch eingesetzt, 

um zu zeigen, dass die antikörpervermittelte Phagozytose 

in diesem Assay dargestellt werden kann. Die 
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Negativkontrolle IgG2a ist eine Isotypkontrolle für die 

Subklasse IgG2a. In dieser Isotypkontrolle sind 

Immunglobuline der Subklasse IgG2a enthalten, die keine 

spezifische Bindungsaffinität besitzen. Auf diese Weise 

kann das Ausmaß nicht Antigen-spezifischer Phagozytose 

in den durchgeführten Versuchen dargestellt werden. 

3.2 Adhärente Monozyten phagozytieren opsonierte 

Thrombozyten 

 

Für die Analyse der phagozytierenden Monozyten wurde 

eine Gating-Strategie (Auswahl von zu analysierenden 

Zellen) mit der Software BD FACS Diva entwickelt (siehe 

Abbildung G). Zuerst wurden alle gemessenen Ereignisse 

in einem Scatterplot dargestellt (Threshold FSC: 25.000) 

(Abb. G A). Danach wurden in dieser Zellpopulation, die 

vitalen Zellen und die nicht vitalen Zellen bzw. 

Zellbestandteile durch den Farbstoff Sytox-Blue 

differenziert. Die Sytox-Blue gefärbten, nicht vitalen Zellen 

bzw. Zellbestandteile sind in dem entsprechenden Kanal 

(Pacific-Blue) zu finden, und wurden im weiteren 

Prozedere nicht berücksichtigt (Abb. G B). Im nächsten 

Schritt wurden die vitalen Zellen nach dem Merkmal CD14 

differenziert. Die Monozyten, die mit einem APC markierten 
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anti-CD14 Antikörper gefärbt wurden, zeigten sich im APC-

Kanal (Abb. G C). Die Monozyten, die pHrodo markierten 

Thrombozyten phagozytiert hatten, ließen sich im PE-

Kanal detektieren. 

Hier wurde exemplarisch ein Phagozytoseexperiment mit 

dem monoklonalen Antikörper W6/32 [10 µg/ml] gegen 

HLA Klasse I (Abb. G D) und der Isotypkontrolle [1 µg/ml] 

dargestellt (Abb. G E). Die Zellpopulation, die sowohl im 

APC- als auch im PE-Kanal (Doppelmarkierung) positiv 

war, entspricht den Monozyten, die Thrombozyten 

phagozytiert haben. Das Gate in der Isotypkontrolle (siehe 

Abbildung G E) wurde in jedem Versuch so ausgerichtet, 

dass die Phagozytoserate nicht unter 0,8 % und nicht über 

1,2 % lag. Mit demselben Gate wurden dann die übrigen 

Testantikörper und die Positivkontrolle dieser 

Versuchsreihe ausgewertet. 
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Abbildung G. Adhärente Monozyten phagozytieren opsonierte 

Thrombozyten. Adhärente Monozyten wurden mit opsonierten, pHrodo 

gefärbten Thrombozyten inkubiert und nach Ablösung durchflusszytometrisch 

analysiert. A Im Forward Scatter (FSC) und Side Scatter (SSC) aufgetragene 

Punktwolke mit allen analysierten Ereignissen (violett: CD14+ Monozyten mit 

phagozytierten Thrombozyten, grün: alle CD14- Zellen). B Alle Ereignisse 

aufgetragen im FSC und Sytox Blue (rot: nicht vitale Zellen, Zelltrümmer). C Alle 

vitalen Zellen aufgetragen im FSC und CD-14-Merkmal (blau/violett: CD14+ 

Monozyten). D/E Alle CD14+ Zellen aufgetragen im FSC und pHrodo-Kanal. 

Positivkontrolle: anti-HLA Klasse I opsonierte Thrombozyten; Negativkontrolle: 

Isotypkontrolle IgG2a. (violett: CD14+ Zellen, die pHrodo markierte 

Thrombozyten phagozytiert haben; blau: CD14+ Zellen, die keine pHrodo 

markierten Thrombozyten phagozytiert haben). 
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3.3 Mikroskopische Darstellung der monozytären 

Phagozytose von pHrodo markierten 

Thrombozyten 

 

A 

B 

C 

D 
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Abbildung H. Mikroskopische Darstellung monozytärer Phagozytose von 

opsonierten Thrombozyten in 100-facher Vergrößerung. A Ausschnitt 1. B 

Ausschnitt 2. C und D Markierungen in beiden Ausschnitten von Phagozyten, die 

mehrere Thrombozyten internalisiert haben. Die Monozyten wurden mit dem 

DNA-Farbstoff Hoechst 33342 angefärbt, ihre Zellkerne stellen sich blau dar. 

Thrombozyten wurden mit pHrodo gefärbt und stellen sich rot dar, wenn sie 

phagozytiert wurden. Die mikroskopischen Aufnahmen sind aus einem 

Experiment mit zwei technischen Replikaten entstanden. 

Der dieser Arbeit zugrunde liegende Phagozytoseassay 

wurde einmalig unter mikroskopischer Kontrolle (2.2.9) 

durchgeführt (siehe Abbildung H) um den Vorgang zu 

visualisieren. 

Zu erkennen sind blau markierte Zellkerne (Monozyten, 

Lymphozyten, Granulozyten etc.) und in einigen Fällen 

eine Überlagerung dieses blauen Farbsignals mit einem 

roten. Das rote Farbsignal entspricht den phagozytierten 

Thrombozyten. Das Emissionsspektrum des Fluoreszenz-

Farbstoffs pHrodo wurde durch das saure Milieu (pH 3,5-4) 

(Murphy 2009) der Phagolysosomen verändert und konnte 

daher detektiert werden. Außerdem zu erkennen sind 

kernlose Zellen ohne Farbsignal – wahrscheinlich 

Erythrozyten -, sowie Thrombozyten, die nicht phagozytiert 
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wurden. Die Funktionsweise von pHrodo ist in Abbildung I 

dargestellt. 

 

Abbildung I. Schematische Darstellung der Funktionsweise von 

pHrodo. Zu erkennen ist ein mit pHrodo markierter Thrombozyt, der von 

einem Monozyten phagozytiert wird. Nach Aufnahme des markierten 

Thrombozyten in das saure Milieu des Phagolysosoms, emittiert pHrodo 

nach Anregung Fluoreszenz-Licht (585 nm). Modifiziert nach Abbas et 

al 2015. Mit freundlicher Genehmigung von Abbas et al 2015 (Abbas et 

al. 2015). 

 

3.4 Die Methodik der Zellisolierung und 

Phagozytosemedien haben Einfluss auf die in vitro 

Phagozytoserate und die Monozytenausbeute 

 

Um die Methode der in vitro Phagozytose zu optimieren, 

wurden zwei Verfahren zur Isolierung von Monozyten 

verglichen: Die einfache und die doppelte 

Dichtegradienten-Zentrifugation. Weiterhin wurden vier 
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Medien (HBSS mit und ohne Zusätze, sowie RPMI 1640 

mit und ohne Zusätze), in denen die Phagozytose ablief, 

verglichen.  

In den Versuchen zum Vergleich der Isolierung von 

Monozyten wurden pHrodo markierte E.coli-Bakterien statt 

der opsonierten Thrombozyten zu den adhärenten 

Monozyten gegeben (50 µl/Vertiefung bei 1 mg/ml 

Konzentration). Der Einsatz von pHrodo markierten E.coli-

Bakterien diente einer standardisierten Messung der 

Phagozytoserate – unabhängig von der Variabilität der 

Thrombozyten-Opsonierung. 

Beim Vergleich der Phagozytosemedien wurden pHrodo 

markierte Thrombozyten eingesetzt (siehe 2.2.3). 

 

3.4.1 Die doppelte Dichtegradienten-Zentrifugation 

zeigt im Vergleich zur einfachen 

Dichtegradienten-Zentrifugation eine 

signifikant niedrigere Monozytenausbeute 
 

Die Monozyten wurden entweder durch die einfach oder 

die doppelte Dichtegradienten-Zentrifugation isoliert. 

Hierzu wurden die in 2.2.4 beschriebene Methodik 

verwendet. Es wurde jeweils eine Positivkontrolle 1 mg/ml 

(E. coli) und eine Negativkontrolle (96-Mikrotiterplatte mit 
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demselben Aufbau bei 4˚C inkubiert) angelegt. Daraufhin 

wurden die Monozyten wie in 2.2.6 beschrieben geerntet 

und durchflusszytometrisch analysiert. 

Um den Einfluss der Isolationsverfahren auf die 

Monozytenausbeute zu zeigen, wurde nach der Isolierung 

die Anzahl der Monozyten im automatischen Hämatologie-

Analysator KX-21N bestimmt (siehe Abbildung J). 
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Abbildung J. Die Monozytenausbeute der doppelten Dichtegradienten-

Zentrifugation (DDGZ) ist signifikant niedriger als die der einfachen 

Dichtegradienten-Zentrifugation (EDGZ). Monozyten wurden nach zwei 

unterschiedlichen Verfahren isoliert (siehe 3.4) und in gleicher Weise weiter 

bearbeitet: Die Messung der weißen Blutzellen (WBZ) erfolgte im automatischen 

Hämatologie-Analysator KX-21N nach der Isolation. Dargestellt ist jeweils der 

Mittelwert ± SD von 10% (Monozytenanteil) der gemessenen WBZ in einem 

Gesamtvolumen von 1 ml. Die Werte wurden aus vier unabhängigen 

Experimenten erhoben (n=4). 
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Die doppelte Dichtegradienten-Zentrifugation zeigte eine 

signifikant geringere Monozytenausbeute (ungepaarter T-

Test, p=0,0011) als die einfache Dichtegradienten-

Zentrifugation. 

Um den Einfluss des Isolationsverfahrens auf die 

Phagozytoserate zu zeigen, wurden diese zwei 

Isolationsverfahren (doppelte und einfache 

Dichtegradienten-Zentrifugation) bezogen auf die 

Phagozytoserate miteinander verglichen (siehe Abbildung 

K). Die Isolationsverfahren wirken sich nicht auf die 

Phagozytoserate aus - es wurde kein signifikanter 

Unterschied festgestellt (ungepaarter t-Test, p=0,285). 

Beide Verfahren zeigen in der Positivkontrolle eine 

Phagozytoserate von ca. 80 %. 
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Abbildung K. Die Phagozytoserate der Monozyten nach einfacher 

Dichtegradienten-Zentrifugation (EDGZ) zeigt keinen signifikanten 

Unterschied zu der Phagozytoserate der Monozyten, nach doppelter 

Dichtegradienten-Zentrifugation (DDGZ). Monozyten wurden nach zwei 

unterschiedlichen Verfahren isoliert (siehe 3.4) und in gleicher Weise weiter 

bearbeitet: Aussaat in einer 96-Mikrotiterplatte, Zugabe von pHrodo gefärbten 

E.coli Bakterien (1 mg/ml), Inkubation bei 37˚C [+] bzw. 4˚C [-]. Die abgelösten 

Zellen wurden mittels Durchflusszytometrie analysiert. Dargestellt ist jeweils der 
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Mittelwert ± SD der Phagozytoserate pHrodo markierter E.coli Bakterien. Die 

Werte wurden aus drei unabhängigen Experimenten erhoben (n=3). 

 

3.4.2 Monozyten phagozytieren opsonierte 

Thrombozyten besser in Anwesenheit von 

divalenten Kationen 

 

Vier verschieden Medien (RPMI1640/HEPES mit und ohne 

FCS, sowie HBSS mit und ohne CaCl2 und MgSO4) wurden 

in zwei Versuchsreihen verglichen. Die Methodik entspricht 

der oben beschriebenen (siehe 2.2.1 – 2.2.7). Im letzten 

Schritt wurden die genannten Testmedien eingesetzt 

(siehe 2.2.5). In allen Versuchen wurden zwei technische 

Replikate angelegt. Als Positivkontrolle diente der 

monoklonale Antikörper W6/32 (1 µg/ml) und als 

Negativkontrolle Isotyp IgG2a (1 µg/ml). 

Im ersten Versuch wurde das Medium HBSS mit dem 

Zusatz Calcium (CaCl2: 4,6 mmol/L) sowie Magnesium 

(MgSO4: 4 mmol/L) untersucht. Ein Versuchsansatz mit 

HBSS ohne CaCl2 und MgSO4 und ein Ansatz mit CaCl2 

und MgSO4 wurden verglichen (siehe Abbildung L). Die 

Anwesenheit divalenter Kationen steigerte die 
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Phagozytoserate signifikant (ungepaarter t-Test, 

p=0,0079). 

 

 

Abbildung L. Monozyten phagozytieren opsonierte Thrombozyten besser in 

Anwesenheit von divalenten Kationen. Vergleich von HBSS mit und ohne 

MgSO4, CaCl2 als Phagozytosemedium. Die Monozyten wurden wie in 2.2.4 

beschrieben vorbereitet und dann in den jeweiligen Medien mit pHrodo gefärbten 

und mit Antikörpern opsonierten (W6/32 bzw. Isotypkontrolle) Thrombozyten 

(1x108/ml) für 1h bei 37˚C inkubiert. Die Zellen wurden mittels 

Durchflusszytometrie analysiert. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert ± SD aus 3 

unabhängigen Versuchen (n=3). 

 

Im zweiten Versuch wurde der Zusatz des Kälberserums 

(FCS) untersucht. Je ein Versuchsansatz mit 
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RPMI1640/HEPES Medium ohne FCS und mit FCS wurde 

verglichen (siehe Abbildung M). Die Anwesenheit von FCS 

im Phagozytosemedium beeinflusst die Phagozytoserate 

nicht (ungepaarter t-Test, p=0,98). 
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Abbildung M. Monozyten phagozytieren opsonierte Thrombozyten in 

RPMI1640 unabhängig von FCS. Vergleich von RPMI 1640 mit und ohne FCS 

als Phagozytosemedium. Die Monozyten wurden wie in 2.2.4 beschrieben 

vorbereitet und dann in den jeweiligen Medien mit pHrodo gefärbten und dem 

jeweiligen Antikörper opsonierten (W6/32 bzw. Isotyp) Thrombozyten (1x108/ml) 

für 1h bei 37˚C inkubiert. Die Zellen wurden mittels Durchflusszytometrie 

analysiert. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert ± SD aus 3 unabhängigen 

Versuchen (n=3). 
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3.5  Monoklonale Antikörper gegen das HPA-1a 

Antigen induzieren antigenspezifisch Phagozytose 

 

Die Monozyten im Phagozytoseassay eliminieren 

antigenspezifisch opsonierte Thrombozyten. In Abbildung 

N ist gezeigt, dass mit den monoklonalen anti-HPA-1a 

Antikörpern B2G1 und 26.4 opsonierte Thrombozyten mit 

der Merkmalsausprägung HPA-1a dosisabhängig und 

antigenspezifisch phagozytiert wurden (B2G1 ungepaarter 

t-Test: [10 µg/ml] p=0,0076; [1 µg/ml] p=0,0187; [0.1 µg/ml] 

p=0,278; [0,01 µg/ml] p=0,379; 26.4 ungepaarter t-Test: [10 

µg/ml] p=0,0018; [1 µg/ml] p=0,0016; [0.1 µg/ml] p=0,0324; 

[0,01 µg/ml] p=0,295). Bei Opsonierung mit einem weiteren 

anti-HPA-1a Antikörper SZ21 zeigte sich ein 

vergleichbares Ergebnis (SZ21 ungepaarter t-Test: [10 

µg/ml] p=0,009; [1 µg/ml] p=0,007; [0.1 µg/ml] p=0,92; [0,01 

µg/ml] p=0,27). Es ist eine Steigerung der Phagozytoserate 

mit steigender Antikörperdosis zu erkennen. Bei 

Thrombozyten der Merkmalsausprägung HPA-1b wurde 

durch keinen der Testantikörper Phagozytose ausgelöst.  
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Abbildung N. Monoklonale Antikörper gegen das HPA-1a Antigen 

induzieren antigenspezifisch Phagozytose. A Phagozytoserate nach 

Opsonierung von Thrombozyten mit dem humanen monoklonalen anti-HPA-1a 

Antikörper B2G1, in Abhängigkeit der thrombozytären Merkmalsausprägung 

(HPA-1a; HPA-1b). B Phagozytoserate nach Opsonierung von Thrombozyten mit 
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dem humanen monoklonalen anti-HPA-1a Antikörper 26.4, in Abhängigkeit der 

thrombozytären Merkmalsausprägung (HPA-1a; HPA-1b). C Phagozytoserate 

nach Opsonierung von Thrombozyten mit dem murinen monoklonalen Antikörper 

SZ21 mit anti-HPA-1a Spezifität, in Abhängigkeit der thrombozytären 

Merkmalsausprägung (HPA-1a; HPA-1b). Die Thrombozyten (HPA-1a sowie 

HPA-1b) wurden mit den jeweiligen Antikörpern opsoniert (10 µg/ml; 1 µg/ml; 0,1 

µg/ml; 0,01 µg/ml), mit pHrodo gefärbt und anschließend mit den isolierten, 

adhärenten Monozyten inkubiert. Die abgelösten Zellen wurden mittels 

Durchflusszytometrie analysiert. Der Mittelwert der Anzahl der CD14+ Zellen die 

Thrombozyten phagozytiert haben, ist in Prozent angegeben ± SD. Die Werte 

wurden aus je vier unabhängigen Experimenten pro Merkmal erhoben (n=4).  
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Mit denselben Daten wurde ein Vergleich zwischen 26.4, 

B2G1 und SZ21 in den einzelnen Konzentrationen 

dargestellt. 26.4 hat in den Konzentrationen 0,1 – 10 µg/ml 

signifikant mehr Phagozytose ausgelöst als die anderen 

beiden Antikörper. 26.4 im Vergleich zu B2G1: 

ungepaarter t-Test, [0,1 µg/ml] p-Wert = 0,0001, [1 µg/ml] 

p-Wert < 0,0001, [10 µg/ml] p-Wert < 0,0001. 26.4 im 

Vergleich zu SZ21: ungepaarter t-Test, [0,1 µg/ml] p-Wert 

= 0,0007, [1 µg/ml] p-Wert < 0,0001, [10 µg/ml] p-Wert = 

0,0004. 
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Abbildung O. Der monoklonale Antikörper 26.4 induziert signifikant mehr 

Phagozytose als SZ21 oder B2G1. A Phagozytoserate nach Opsonierung von 

HPA-1a Thrombozyten mit den monoklonalen anti-HPA-1a Antikörper 26.4, B2G1 

und SZ21 (0,1 µg/ml). B (1 µg/ml). C (10 µg/ml). Die Thrombozyten (HPA-1a) 

wurden mit den jeweiligen Antikörpern opsoniert (10 µg/ml; 1 µg/ml; 0,1 µg/ml) 

und anschließend mit den isolierten, adhärenten Monozyten inkubiert. Die 

abgelösten Zellen wurden mittels Durchflusszytometrie analysiert. Der Mittelwert 
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der Anzahl der CD14+ Zellen, die Thrombozyten phagozytiert haben, ist in 

Prozent angegeben ± SD. Die Werte wurden aus je vier unabhängigen 

Experimenten pro Merkmal erhoben (n=4). 

 

3.6 Monoklonale Antikörper gegen αVβ3 induzieren 

keine Phagozytose opsonierter Thrombozyten 

 

Der monoklonale Antikörper 23C6 bindet an den v3 

Komplex. Das Integrin αVβ3 kommt nur in geringer Dichte 

auf der Oberfläche der Thrombozyten vor, auf Endothel 

wird es in einer höheren Dichte exprimiert. Der Antikörper 

23C6 bindet anders als die in 3.5 verwendeten Antikörper 

nicht an den αIIbβ3 Integrin-Komplex oder die β3-

Untereinheit. In der Abbildung P zeigt sich, dass durch 

23C6 opsonierte Thrombozyten von Monozyten nicht 

phagozytiert wurden (Einfaktorieller ANOVA, p < 0,0001). 
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Abbildung P. Monoklonale Antikörper gegen αVβ3 induzieren keine 

Phagozytose. Die Vorbereitung der Zellen wurde wie in 2.2 beschrieben 

durchgeführt. Die Thrombozyten wurden mit dem monoklonalen Antikörper 23C6 

opsoniert (10 µg/ml; 1 µg/ml; 0,1 µg/ml; 0,01 µg/ml), mit pHrodo gefärbt und 

anschließend mit den isolierten, adhärenten Monozyten inkubiert. Die Zellen 

wurden mittels Durchflusszytometrie analysiert. Der Mittelwert der Anzahl der 

CD14+ Zellen die phagozytiert haben, ist in Prozent angegeben ± SD. Die Werte 

wurden aus je vier unabhängigen Experimenten ermittelt (n=4).  
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4 Diskussion 
 

4.1 Methodische Weiterentwicklung des FMPA 
 

Zu Beginn dieser Arbeit wurde der Prozess der 

Plättchenphagozytose in einer mikroskopischen 

Darstellung visualisiert (siehe 3.3, Abbildung H). Zu 

erkennen ist, dass pHrodo markierte und mit anti-HLA-

Klasse I Antikörpern (Klon W6/32) opsonierte 

Thrombozyten durch kernhaltige Zellen phagozytiert 

wurden. 

Der Farbstoff pHrodo sorgt dafür, dass nur internalisierte 

Thrombozyten ein Farbsignal emittieren und so als 

phagozytiert erkannt werden. In früheren 

Phagozytosessays wurden Thrombozyten mit 

Carboxyfluorescein-Diacetat gefärbt (Hagberg und Lyberg 

2000; MacPherson und Cornish 1986). Dies hatte den 

Nachteil, dass auch Thrombozyten, die nicht phagozytiert, 

sondern lediglich an die Phagozytenoberfläche 

adhärierten, als phagozytiert gewertet wurden. Takahashi 

et al. haben in ihrer Arbeit CFDA-SE (5(6)-

Carboxyfluorescein-Diacetate-Succinimidyl-Ester) mit 

pHrodo verglichen, und festgesellt, dass nicht nur weniger 

unspezifische Bindung von Thrombozyten detektiert 
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wurde, sondern pHrodo auch eine höhere Sensitivität in der 

Erkennung der Plättchenphagozytose zeigte (Takahashi et 

al. 2018). Eine ebenfalls häufig eingesetzte Methode, war 

die Markierung von Thrombozyten mit dem Radioisotop 

Chrom-51, dessen Aufnahme in die Phagozyten gemessen 

werden konnte (Tsubakio et al. 1983). Auch bei diesem 

Verfahren kann nicht zwischen adhärenten und 

internalisierten Thrombozyten unterschieden werden. 

In der mikroskopischen Visualisierung des Assays ist eine 

unterschiedliche Verteilung der phagozytierten 

Thrombozyten in den Phagozyten zu erkennen. Manche 

der Phagozyten haben mehrere Thrombozyten (siehe C & 

D, Abbildung H), manche nur einen internalisiert. Die 

Anzahl der phagozytierten Thrombozyten je Monozyt kann 

im Durchflusszytometer nicht differenziert werden. Die 

Anzahl der phagozytierten Thrombozyten je Monozyt ist für 

die Messung also unerheblich – wenngleich sie klinisch 

eine Auswirkung haben könnte. Eine unterschiedliche 

Dichte oder Affinität der Fcγ-Rezeptoren auf den 

Monozyten könnte eine Erklärung dieses Phänomens sein 

(Kerntke et al. 2020). 

In den weiteren Versuchen wurde der anti-HLA-Klasse I 

Antikörper W6/32 als Positivkontrolle in der Konzentration 

10µg/ml eingesetzt. Aus technischen Gründen konnte die 
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Negativkontrolle nur in der Konzentration 1µg/ml eingesetzt 

werden. Takahashi et al. konnten zeigen, dass die 

Opsonierung von Thrombozyten mit dem anti-HLA-Klasse 

I Antikörper W6/32 bereits bei einer Konzentration von 0,3 

µg/ml gesättigt war, eine Vergleichbarkeit ist also dennoch 

gegeben (Takahashi et al. 2018). 

In verschiedenen Studien wurde ein Durchflusszytometer-

basierter Phagozytoseassay bereits für unterschiedliche 

Zwecke angewendet (Takahashi et al. 2018, 2017; Meinke 

et al. 2016; Kapur et al. 2015; Hoffmeister et al. 2003). Die 

Durchführung eines FMPA unterscheidet sich in den 

jeweiligen Arbeiten in verschiedenen Punkten, je nach 

Anwendungsbereich. In meinen Untersuchungen habe ich 

verschiedene Methoden und Teilschritte des 

Phagozytoseassays miteinander verglichen. Zum einen 

wurde durch verschiedene Isolationsverfahren versucht die 

Monozytenausbeute zu maximieren, um den Assay mit 

möglichst wenig Material und möglichst vielen funktionellen 

Zellen durchführen zu können. Außerdem habe ich 

verschiedene Medien verglichen, in denen die 

Phagozytoserate propagiert werden könnte. Eine 

höchstmögliche Phagozytoserate als Zeichen einer 

optimalen Funktionalität des Assays, war hier das Ziel. 
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Außerdem wurde der Einfluss der beiden 

Isolationsverfahren auf die Phagozytoserate untersucht, 

um sicherzustellen, dass die Phagozytose an sich nicht 

beeinträchtigt wird. 

 

4.1.1 Die einfache Dichtegradienten-Zentrifugation 

ist der doppelten Dichtegradienten-

Zentrifugation in der Monozytenisolierung 

überlegen 
 

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Methodik der 

doppelten Dichtegradienten-Zentrifugation eine wesentlich 

geringere Monozytenausbeute als die der einfachen 

Dichtegradienten-Zentrifugation erbrachte (siehe 3.4.1, 

Abbildung J, ungepaarter T-Test, p=0,0009). Eine hohen 

Monozytenausbeute ist in einem Phagozytoseassay von 

großem Nutzen, da weniger Vollblut verwendet werden 

muss, wenn die Isolationsmethode effizient ist. Außerdem 

stehen mehr Zellen zur Verfügung, die den gewünschten 

Prozess durchführen und so untersucht werden können. 

Die seit langem etablierte, beschriebene einfache 

Dichtegradientenzentrifugation ist eine physikalische 

Trennmethode. Es werden mononukleäre Zellen – also 
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hauptsächlich Lymphozyten und Monozyten – von Plasma 

und anderen Blutbestandteilen getrennt. Dies geschieht 

durch die spezifische Dichte des Mediums Ficoll 

(1,077g/ml) (Böyum 1968). Unter Zentrifugation passieren 

Zellen mit höherer Dichte (z.B. Erythrozyten) die Ficoll-

Phase, Zellen mit ähnlicher Dichte sammeln sich in der 

Interphase zwischen Überstand und der Ficoll-Phase und 

können von dort geerntet werden. Es gibt verschiedene 

Ansätze die Methode zu optimieren. Eine davon ist es eine 

zweite Dichtegradientenzentrifugation mit Percoll (Dichte 

1,131 g/ml) durchzuführen, sodass die Zellen ein weiteres 

Mal physikalisch getrennt werden (siehe 2.2.4). So sollen 

Verunreinigung reduziert und die Konzentration der 

Monozyten erhöht werden (Menck et al. 2014). 

Takahashi et al. isolierten Monozyten aus Vollblut mittels 

einfacher Dichtegradientenzentrifugation, Meinke et al. aus 

Buffy-coat. Beide Arbeiten machen zu einer 

Monozytenausbeute nach Isolation keine Angabe 

(Takahashi et al. 2018; Meinke et al. 2016). Ulmer und Flad 

et al. geben nach einer einfachen 

Dichtegradientenzentrifugation eine Konzentration von 1-2 

x 106/ml PBMCs an. Dies ist mit meinen Ergebnis 

vergleichbar (Ulmer und Flad 1979). 
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Meinen Ergebnissen zufolge, führt die doppelte 

Dichtegradientenzentrifugation zu einer deutlich 

geringeren Monozytenausbeute. Durch den zweiten 

Zentrifugationsschritt scheinen mononukleäre Zellen 

verloren zu gehen. Dies könnte an den unterschiedlichen 

physikalischen Eigenschaften von Vollblut im Vergleich zu 

Buffycoat liegen, welches von Menck et al verwendet 

wurde. Buffycoat hat von vornherein weniger 

Verunreinigungen, beispielsweise wenig Erythrozyten. 

 

4.1.2 Phagozytose wird durch Monozytenisolierung 

nicht beeinflusst 
 

In einem zweiten Schritt sollte der Frage nachgegangen 

werden, ob die ausgewählten 

Monozytenisolationsverfahren die Phagozytoseleistung 

der Monozyten beeinträchtigen. In der Literatur gibt es 

hierzu keine Angaben. Aus diesem Grund wurde im 

Anschluss an beide Isolationsverfahren die 

Phagozytoserate bestimmt. Es konnte gezeigt werden, 

dass die ausgewählten Isolationsverfahren die 

Phagozytoserate adhärenter Monozyten nicht beeinflussen 

(siehe 3.4.1 Abbildung K, ungepaarter t-Test, p=0,285).  
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4.1.3 Einfluss verschiedener Medien auf die 

Phagozytoserate 
 

Ein Medium in dem vitale Zellen phagozytieren sollen, 

muss optimale Bedingungen für diesen Prozess liefern. Es 

darf nicht Zell-toxisch sein, sollte alle nötigen Supplemente 

enthalten und zudem einfach in Handhabung und 

Lagerung sein. Takahashi et al. nutzten als 

Phagozytosemedium HBSS (nicht weiter spezifiziert), 

Hoffmeister et al. beschreiben explizit den Zusatz von Ca2+- 

und Mg2+-Ionen zu HBSS, Lim et al. benutzten RPMI mit 5 

% Kälberserum als Zusatz (Takahashi et al. 2018, 2017; 

Hoffmeister et al. 2003; Lim et al. 2002). Ackerman et al. 

haben einen Phagozytoseassay entwickelt, der nicht mit 

Thrombozyten, sondern mit Antikörpern beladenen Beads 

arbeitet. Eine Methode die konstante Ergebnisse 

reproduziert, jedoch nicht den Komplexen Aufbau der 

epitopreichen Thrombozytenoberfläche widerspiegelt 

(Ackerman et al. 2011). 
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4.1.3.1 Divalente Kationen steigern monozytäre 

Phagozytose 

 

HBSS ist isoosmolar zu Blut, hat einen neutralen pH-Wert 

und enthält einzelne, monovalente Elektrolyte. In meinen 

Versuchen wurde Calciumchlorid und Magnesiumsulfat 

hinzugefügt. Die beiden Salze dissoziieren in wässriger 

Lösung zu Kationen (Ca2+ und Mg2+) und Anionen (Cl- und 

SO4
2-). In den Ergebnissen zeigt sich, dass der Zusatz 

dieser divalenter Kationen die Phagozytoserate verbessert 

hat (siehe 3.4.2, Abbildung L, ungepaarter t-Test, 

p=0,0079). 

Auf mehreren Glykoproteinen der 

Thrombozytenoberfläche sind Calcium Bindungsstellen in 

räumlicher Nähe zur Ligandenbindungstelle beschrieben 

(Zhou et al. 2018; Dong et al. 2012). Es wird diskutiert, ob 

die Anwesenheit von divalenten Kationen wie Ca2+ oder 

Mg2+ für eine Ligandenbindung notwendig ist (Kapur et al. 

2015; Gawaz 1999), oder ob diese lediglich einen 

synergistischen Effekt erzeugen (Xiong et al. 2002; Dong 

et al. 2012). Am wahrscheinlichsten verstärken sie die 

Bindung von Liganden – also die Opsonierung durch 

Antikörper – durch Konformationsänderung der 

Ligandenbindungsstelle. Möglich wäre auch ein direkter 



Diskussion 

86 

Einfluss auf die Phagozytse. Dies kann mit den hier 

angestellten Untersuchungen nicht differenziert werden. 

Meine Ergebnisse zeigen nur eine partielle Notwendigkeit 

von Ca2+ und Mg2+ im Zellkulturmedium für den Prozess der 

Fc-vermittelte Phagozytose. Dies spricht eher für einen 

synergistischen Effekt der Kationen. 

 

4.1.3.2 Fetale calf serum (FCS) beeinflusst monozytäre 

Phagozytose nicht 

 

RPMI + HEPES wird normalerweise für Zellkulturen 

eingesetzt und bietet ein optimales Milieu für vitale Zellen. 

Es besitzt -durch den HEPES Puffer - ebenfalls einen 

stabilen pH-Wert, außerdem sind Elektrolyte und Zucker 

enthalten. Der Zusatz von 10% FCS zu RPMI1640/HEPES 

hat die Phagozytoserate nicht beeinflusst (siehe 3.4.2, 

Abbildung M, ungepaarter t-Test, p=0,98). 

Fetal calf serum (FCS) enthält eine Vielzahl an 

Inhaltsstoffen, unter anderem Hormone, Aminosäuren, 

Zucker, Zytokine und Wachstumsfaktoren (Price und 

Gregory 1982). Die Wirkung und das Zusammenspiel all 

dieser Substanzen sind bis heute nicht vollständig 
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verstanden. Häufig eingesetzt wird es in Zellkulturen, da es 

Wachstum und Adhärenz von Zellen fördert (Jung et al. 

2010). Ein großer Nachteil ist jedoch, dass die Inhaltsstoffe 

- selbst innerhalb einer Charge - stark schwanken können. 

Dies macht eine Vergleichbarkeit und Reproduktion 

schwierig (Price und Gregory 1982). Enthaltende 

Calciumoxalatkristalle können die Phagozytose von 

Makrophagen beeinträchtigen (Pedraza et al. 2008), 

allerdings ist auch beschrieben, dass FCS die Fc-

vermittelte Phagozytoseleistung von Makrophagen 

deutlich steigern kann (Leu et al. 1989). 

Meinen Ergebnissen zufolge ist Phagozytose in RPMI 

möglich. Durch den Zusatz von FCS wird diese nicht 

beeinflusst. Auf Grund der schwankenden 

Zusammensetzung von FCS, sowie dem fehlenden Nutzen 

für die Phagozytose, stellt es ein Mittel der zweiten Wahl 

als Zusatz für Phagozytosemedien dar. Die divalenten 

Kationen Ca2+ und Mg2+ hingegen scheinen maßgeblich 

zur Verbesserung der Phagozytose beizutragen. 

Außerdem sind in der Literatur keinerlei Nachteile 

beschrieben, die durch ihren Zusatz entstehen könnten. 

Sie sollten deshalb in Medien zur Untersuchung der 
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Phagozytose opsonierter Thrombozyten eingesetzt 

werden. 

 

4.2 Der FMPA ist in der Lage, HPA-1a 

antigenspezifisch Phagozytose nachzuweisen 
 

Ziel der Arbeit war es HPA-1a-antigenspezifische 

monozytäre Plättchenphagozytose durch monoklonale 

Antikörper nachzuweisen. Dies ist nach Etablierung der 

methodischen Grundlagen mit allen anti-HPA-1a 

Antikörpern gelungen. Es wurden Thrombozyten mit dem 

Merkmal HPA-1a und HPA-1b verglichen. Im hier 

beschriebenen Fall besteht der Unterschied der beiden 

Antigene in einem singulären Aminosäureaustausch. Eine 

Punktmutation sorgt dafür, dass an Position 33 statt 

Leucin, Prolin im Glykoprotein β3 eingebaut wird (Thinn et 

al. 2018). Das Merkmal HPA-1a ist durch Leucin und das 

Merkmal HPA-1b durch Prolin an Position 33 

charakterisiert. 
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4.2.1 Anti-HPA-1a Antikörper lösen im FMPA 

dosisabhängig Phagozytose aus 
 

In dieser Arbeit wurde der Frage nachgegangen, ob 

Antikörper gegen HPA-1a (B2G1, 26,4 und SZ21) bei 

Thrombozyten homozygoter Ausprägung der Merkmale 

HPA-1a oder HPA-1b Phagozytose induzieren. Der 

Antikörper 26.4 zeigt in den Konzentrationen von 0,1 µg/ml 

– 10 µg/ml bei Thrombozyten mit dem Merkmal HPA-1a 

eine signifikant höhere Phagozytoserate als bei 

Thrombozyten mit dem Merkmal HPA-1b. In der 

Konzentration 0,01 µg/ml ist kein signifikanter Unterschied 

zu erkennen (ungepaarter t-Test: [10 µg/ml] p=0,0018; [1 

µg/ml] p=0,0016; [0.1 µg/ml] p=0,0324; [0,01 µg/ml] 

p=0,295). B2G1 und SZ21 zeigen etwas schwächere, aber 

grundsätzliche vergleichbare Ergebnisse. Auch diese 

Antikörper haben bei HPA-1a homozygoten Thrombozyten 

Phagozytose induziert, und bei HPA-1b homozygoten 

Thrombozyten nicht. 

Der Aminosäureaustausch der HPA-1b Variante (Prolin) 

scheint die Bindungsaffinität des Epitops so zu ändern, 

dass die drei getesteten anti-HPA-1a Antikörper kaum 

binden können. Aufgrund der Antigenspezifität der 

Antikörper wurde bei Thrombozyten mit dem Merkmal 
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HPA-1b keine Phagozytose induziert. Der FMPA ist in der 

Lage diese Antigenspezifität abzubilden (siehe 3.5, 

Abbildung N). 

Denkbar wäre auch eine Beeinträchtigung der Fc-

Interaktion mit den Monozyten durch den 

Aminosäureaustausch. Um dies zu klären, müsste eine 

Messung der Bindung von Antikörpern an die jeweiligen 

Thrombozyten durchgeführt werden. 

Die Tatsache, dass schon bei geringen Konzentrationen 

wie 0,1µg/ml ein signifikanter Unterschied in der 

Phagozytoserate sichtbar wird, zeigt die Sensitivität des 

Phagozytose Assays. 

 

Betrachtet man nun den Unterschied der Phagozytoserate 

aller drei Antikörper gegen HPA-1a in den verschiedenen 

Konzentrationen (siehe 3.5, Abbildung O), fällt auf, dass 

obwohl alle das gleiche Epitop (HPA-1a) binden, 

unterschiedlich starke Phagozytoseraten hervorgerufen 

wurden. Dies kann verschiedene Gründe habe. 

Die unterschiedliche Epitop-Spezifität 

(Antikörpersubtypen, siehe 1.3.2) könnte für die 

unterschiedliche Phagozytoserate opsonierter 

Thrombozyten verantwortlich sein. 26.4 gehört zum Subtyp 

II, wohingegen SZ21 zum Subtyp I gehört. In den 
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Konzentration von 0,1 – 10 µg/ml induziert 26.4 signifikant 

mehr Phagozytose als SZ21 in den gleichen 

Konzentrationen (siehe 3.5, Abbildung O. ungepaarter t-

Test, [0,1 µg/ml] p-Wert = 0,0007, [1 µg/ml] p-Wert < 

0,0001, [10 µg/ml] p-Wert = 0,0004). Beide Antikörper 

binden an die β3-Untereinheit. SZ21 ist dabei 

komplexunabhängig und reagiert hauptsächlich mit der 

PSI-Domäne, während 26.4 als komplexabhängig 

bezeichnet wird, da dieser die PSI-Domäne zusammen mit 

EGF-1 als Liganden bindet (Holzwarth et al. 2020; Zhi et al. 

2018; Santoso et al. 2016). Eine unterschiedliche 

Bindungsaffinität der beiden Antikörper könnte auch eine 

Erklärung für die Differenz der Phagozytoserate sein. 

26.4 zeigt im Vergleich zu B2G1 ebenfalls eine signifikant 

höhere Phagozytoserate in den Konzentrationen 0,1 – 10 

µg/ml (siehe 3.5, Abbildung O, ungepaarter t-Test, [0,1 

µg/ml] p-Wert = 0,0001, [1 µg/ml] p-Wert < 0,0001, [10 

µg/ml] p-Wert < 0,0001). 

B2G1 ist wie 26.4 ein anti-HPA-1a Antiköper des Subtyps 

II, dieser bindet also ebenfalls die PSI-Domäne zusammen 

mit EGF-1 (Holzwarth et al. 2020; Zhi et al. 2018; Santoso 

et al. 2016). Bei gleichem Subtyp aber unterschiedlicher 

Phagozytoserate müssen folglich noch andere Faktoren 

die Phagozytose beeinflussen. 
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Die Antikörper 26.4 und B2G1 sind beide humane 

monoklonaler Antikörper. Der Antikörper 26.4 wurde durch 

Hybridoma-Technologie aus B-Zellen einer immunisierten 

Schwangeren generiert (Eksteen et al. 2015), dagegen 

wurde der rekombinanten Antikörper B2G1 aus einer V 

Gen Phagen-Display Bibliothek hergestellt. Das VH Gen-

Repertoire stammte von einem alloimmunisierten 

Individuum, während das VL Gen von einem nicht-

immunen Individuum stammte (Griffin und Ouwehand 

1995). Dies könnte eine geringere Affinität des 

rekombinanten Antikörpers B2G1 im Vergleich zum 

Antikörper 26.4 erklären. 

Der Antikörper SZ21 ist ein Maus-IgG1-Antikörper, der mit 

den beiden o.g. Antikörpern nicht direkt vergleichbar ist, da 

eine unterschiedliche Affinität zu humanen Fc-Rezeptoren 

anzunehmen ist. 

 

4.2.1.1 Einflussfaktoren der Fc-vermittelten Phagozytose 

 

In dieser Arbeit wurde eine Fc-vermittelte Phagozytose 

untersucht. Die Bindung der opsonierten Thrombozyten 

erfolgt demnach über den Fc-Teil des gebundenen 

Antikörpers mit dem Fc-Rezeptor eines Monozyten. Fc-

Rezeptoren haben neben einer immunmodulatorischen 
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Wirkung einen starken Einfluss auf Phagozytose 

(Nimmerjahn und Ravetch 2008a). Wiener et al. konnten 

zeigen, dass mit anti-HPA-1a Antikörpern opsonierte 

Thrombozyten vor allem an den FcγR I und II binden 

(Wiener et al. 2000). Diese sind in etwa gleicher Quantität 

auf klassischen Monozyten exprimiert (Kerntke et al. 2020). 

In einer weiteren Untersuchung von Wiener et al., wurde 

die Phagozytose von mit anti-HPA-1a Antikörpern 

opsonierten Thrombozyten durch Monozyten untersucht. 

Durch den Zusatz von verschiedenen anti-FcγR 

Antikörpern sollte die Phagozytose inhibiert werden. Mit 

dem Antikörper H22 gegen FcγR I ist dies gelungen. 

Andere Antikörper gegen FcγR II und III konnten dieses 

Effekt nicht – oder nur deutlich vermindert - erzeugen 

(Wiener et al. 2003). In einer aktuelleren Studie mit ITP-

Seren und Makrophagen der Milz konnte gezeigt werden, 

dass FcγR I und FcγR III (keine Angabe zur Isoform IIIa 

oder IIIb) für die Phagozytose von Thrombozyten 

maßgeblich sind. Die Blockierung dieser Rezeptoren führte 

zu einer Suppression der Phagozytose (Norris et al. 2021). 

Die Ergebnisse dieser Studien lassen vermuten, dass nicht 

alle Fcγ-Rezeptoren in gleichem Maße am Prozess der 

Phagozytose beteiligt sind. Wie die IgG-Subklasse eines 

anti-HPA-1a-Antikörpers – bei gleicher variabler Region - 
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die Phagozytoserate opsonierter Thrombozyten 

beeinflusst, wäre eine wichtige Fragestellung. 

 

Eine niedrige oder hohe Affinität zu den Fc-Rezeptoren auf 

Phagozyten, kann eine entscheiden Rolle in der 

Wirksamkeit eines Antikörpers spielen (Beers et al. 2016; 

Nimmerjahn und Ravetch 2005). Bruhns et al. haben eine 

umfassende Untersuchung durchgeführt, um die Affinität 

der IgG Subklassen zu allen humanen Fcγ-Rezeptoren zu 

bestimmen (siehe 1.4.1). Die hier eingesetzten 

monoklonalen Antikörper sind von unterschiedlicher IgG 

Subklasse: SZ21 (murin) und B2G1 (human) gehören der 

Subklasse IgG1 an, wohingegen 26.4 (human) der 

Subklasse IgG3 angehört. FcγR I - welcher maßgeblich zur 

Phagozytose beiträgt (Norris et al. 2021; Wiener et al. 

2003) – zeigt zu IgG1 und IgG3 keinen 

Affinitätsunterschied. FcγR IIIa hat zu IgG3 eine höhere 

oder gleiche Affinität wie IgG1. FcγR IIIb zeigt zu IgG1 und 

IgG3 keinen Affinitätsunterschied (siehe 1.4.1,Tabelle 1) 

(Bruhns et al. 2009). 

In meinen Untersuchungen hat 26.4 (IgG3) signifikant 

höhere Phagozytoseraten ausgelöst, als B2G1 und SZ21 

(IgG1) (siehe 3.5, Abbildung O). Ein sicheren Rückschluss 

auf die IgG-Subklassifizierung als Ursache für die 
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unterschiedliche Phagozytoserate lässt sich mit den hier 

erhobenen Daten, sowie der aktuellen Literatur jedoch 

nicht ziehen. Bezogen auf FcγR IIIa gibt es, wie oben 

beschrieben, höchstens einen geringen Unterschied in der 

Affinität zwischen den beiden Subklassen (Bruhns et al. 

2009). FcγR III wird allerdings überwiegend auf nicht-

klassischen Monozyten, neutrophilen Granulozyten und 

NK-Zellen exprimiert (Kerntke et al. 2020), Zellen die in 

dieser Arbeit nicht oder nur in geringem Umfang untersucht 

wurden (nicht klassische Monozyten sind nur schwach 

CD14+). 

 

4.2.1.2 Alternative Wege der Thrombozyteneliminierung 

 

In meiner Arbeit konnte ich in einem ersten Schritt zeigen, 

dass opsonierte Thrombozyten von CD14+ Monozyten 

phagozytiert wurden. Im Kontext einer Grunderkrankung 

wie FNAIT macht dies nur einen Teil der 

Thrombozyteneliminierung aus. Andere Phagozyten oder 

sogar andere Formen der Thrombozyteneliminierung, zum 

Beispiel durch das Komplementsystem, könnten eine Rolle 

spielen. Bereits 1974 beschrieben Handin und Stossel et 

al. eine Phagozytose von Thrombozyten durch 
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Granulozyten. Zum Einsatz kamen „rabbit anti-human 

platelet serum“ oder Serum von Patienten mit ITP, um 

Thrombozyten zu opsonieren (Handin und Stossel 1974). 

Im selben Jahr veröffentlichen McMillan et al. eine Arbeit, 

in der sie eine Thrombozyteneliminierung durch Milz-

Leukozyten von ITP Patienten nachwiesen (McMillan et al. 

1974). 

Die antikörpervermittelte Phagozytose in diesem Assay 

wurde mittels Durchflusszytometrie gemessen. Betrachtet 

wurden dabei nur vitale und CD14+ Zellen (siehe 3.2). In 

anderen Arbeiten wurden Phagozyten teilweise nur anhand 

ihrer Morphologie im FSC und SSC identifiziert (Takahashi 

et al. 2018), teilweise durch ihre CD14-Expression und ihre 

Morphologie (Hoffmeister et al. 2003). Eine Betrachtung 

anderer Phagozyten (z.B. Makrophagen, Granulozyten 

oder andere Leukozyten) findet hier nicht statt. 

In meinem Modell wird außerdem nur die 

antikörpervermittelte, Fcγ-Rezeptor vermittelte 

Phagozytose untersucht. Eine in der Literatur beschrieben 

Art der antikörpervermittelten, Fc-unabhängigen 

Plättcheneliminierung, wurde nicht berücksichtigt. Es ist 

beschrieben, dass durch Antikörper gegen das 

Glykoprotein Ib, trotz Entfernung des Fc-Teils, eine 
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Thrombozytopenie in Mäusen auftrat (Nieswandt et al. 

2000). 

Ebenso wurde das Komplementsystem und dessen 

mögliche Auswirkungen auf Thrombozyten nicht 

untersucht. Van Osch et al. zeigten, dass bei 

Thrombozytentransfusionen entstandene anti-HLA und 

anti-HPA Antikörper das Komplementsystems aktivierten. 

Besonders die Kombination einiger Antikörper steigerte die 

Ausschüttung der Komplementprotease C3b (van Osch et 

al. 2022). Rijkers et al. zeigten, dass eine Aktivierung von 

Thrombozyten ebenfalls eine Komplementaktivierung 

auslösen kann. Verschiedene HLA-Antikörper führen über 

den Fcγ-Rezeptor IIa zu einer Thrombozytenaktivierung 

(Christie und Swinehart 1992) – dieser Aktivierung folgt die 

Expression von CD62P in der Thrombozytenmembran, 

dieses kann direkt durch C3b gebunden werden und führt 

so über den alternativen Weg zu einer 

Komplementaktivierung (Rijkers et al. 2019; Rijkers et al. 

2018). Eine Aktivierung von Thrombozyten kann auch 

durch eine Interaktion von P-Selektin mit C3, sowie direkt 

über C1q das Komplementsystem aktivieren (Peerschke et 

al. 2006; Del Conde et al. 2005). 

Das Komplementsystem kann über die Aktivierung von 

Antikörpern zu einer Eliminierung von Thrombozyten bei 



Diskussion 

98 

ITP Patienten führen (Hed 1998). Es zeigte sich eine 

Korrelation zwischen dem Vorhandensein von spezifischen 

Antikörpern und der Aktivierung des Komplementsystems, 

sowie eine erhöhte Anzahl an thrombozytären 

Mikropartikel. Ob diese Thrombozyteneliminierung durch 

komplementvermittelte Phagozytose oder direkte 

Zerstörung von Thrombozyten entstanden ist, wurde nicht 

untersucht (Najaoui et al. 2012). 

In der Literatur wird außerdem der Effekt von zytotoxischen 

T-Zellen auf Plättchen diskutiert, diese können zu 

Apoptose führen (Zhang et al. 2006; Olsson et al. 2003). 

Trotz anderer Wege ist die in dieser Arbeit untersuchte, 

antikörpervermittelte Phagozytose durch Monozyten, 

neben dem Komplementsystem, einer der Hauptwege für 

Thrombozyteneliminierung (Bakchoul und Sachs 2016).  
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4.2.2 Antikörper gegen v3 lösen keine 

Phagozytose aus 
 

Im Versuch 3.6 wurden Thrombozyten mit dem Antikörper 

23C6, welcher gegen v3 gerichtet ist, opsoniert. Wie in 

Abbildung P erkennbar ist, wurde durch diesen Antikörper 

keine Phagozytose ausgelöst. 

Anti-HPA-1a Antikörper des Subtypen III sind 

bindungsabhängig, sie binden die β3-Untereinheit nur in 

Verbindung mit αV. Der αVβ3-Komplex ist auf Thrombozyten 

nur wenig exprimiert (ca. 400/Zelle) (Veldhuisen et al. 

2014). Wenige Bindungsstellen für Typ III Antikörper führen 

zu weniger Antikörperbindung, und somit zu weniger Fc-

vermittelter Phagozytose. 

Die beiden Hauptintegrine die in dieser Arbeit betrachtet 

werden sind der αVβ3-Komplex, sowie der αIIbβ3-Komplex. 

Hier ist vor allem die β3-Untereinheit relevant, da auf dieser 

die Epitope PSI und EGF-1 zu finden sind. Der αIIbβ3-

Komplex, welcher für Typ I und II Antikörper als Ligand 

dient, findet sich ungefähr 60.000-mal pro Zelle auf 

Thrombozyten (Veldhuisen et al. 2014). Der αVβ3-Komplex 

ist auf Thrombozyten hingegen nur wenig exprimiert (ca. 

400/Zelle). Dieser Unterschied in Expression der Liganden 
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und Spezifität der Antikörper könnte eine Erklärung dafür 

sein, dass im Vergleich zu 26.4 und SZ21 (Typ I und II), 

23C6 (Als Surrogat für Typ III-Antikörper) keine 

Phagozytose induziert. 

In einzelnen Studien die FNAIT untersucht haben, gab es 

Fälle in denen keine – oder nur eine milde - 

Thrombozytopenie vorlag und die Patienten dennoch eine 

Blutung (z.B. ICH) entwickelten (Vos et al. 2020; Kamphuis 

et al. 2014). Dies warf die Frage auf, welcher andere 

Mechanismus neben einer Thrombozytopenie zu einer 

Blutung geführt haben könnte. Santoso et al. beschrieben 

in ihren Untersuchungen, dass Antikörper aus Blut von 

Patienten mit ICH eine signifikant höhere Bindungsaffinität 

zu αVβ3-Komplexen zeigten als Antikörper von Patienten 

ohne ICH. Durch Isolierung der Antikörpersubtypen gegen 

αVβ3 (Typ III) mittels Immunpräzipitation konnte deren 

vermehrtes Vorkommen bei Patienten mit ICH, im 

Vergleich zu Patienten ohne ICH nachgewiesen werden 

(Santoso et al. 2016). Dies legt nahe, dass anti-HPA-1a 

Antikörper vom Subtyp III weniger oder keine Phagozytose 

induzieren, aber dennoch für eine Blutung ursächlich sein 

könnten. Die Dichte des αVβ3-Komplexes auf 

Endothelzellen beträgt etwa 50.000/Zelle, also um ein 
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vielfaches höher als auf Thrombozyten (Veldhuisen et al. 

2014). Die Verteilung der Liganden des Typ III Antikörpers 

lässt vermuten, dass eine Blutung durch Endothelschäden 

auftreten könnte, ohne dass eine Thrombozytopenie 

vorliegen muss. 

Bayat et al. stellen in ihren Versuchen fest, dass anti-HPA-

1a Antikörper von ICH Patienten Angiogenese 

beeinträchtigen. Monoklonale Antikörper (z.B. 26.4) gegen 

αIIbβ3 oder β3 hingegen nicht (Bayat et al. 2019). Die 

Störung der Angiogenese durch anti-HPA-1a Antikörper 

könnte ein weiterer Mechanismus sein, der für Blutungen 

verantwortlich ist, ohne dabei Thrombozyten zu 

eliminieren. 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass der αIIbβ3-

Komplex thrombozytenspezifisch ist. Deshalb induzieren 

anti-HPA-1a Antikörper vom Typ I und II erst eine 

Opsonierung und dann Phagozytose von Thrombozyten. 

Der αVβ3-Komplex ist vermehrt auf Endothel exprimiert, 

weshalb es durch anti-HPA-1a Antikörper vom Typ III zu 

Endothelschäden kommen könnten und weniger zu einer 

Opsonierung von Thrombozyten. 
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Die Ergebnisse dieser Arbeit gehen mit den beschriebenen 

Studien einher. Phagozytose – und damit 

Thrombozytopenie – wird durch anti-HPA Antikörper vom 

Typ I und II ausgelöst. Antikörper vom Typ III lösen keine 

Phagozytose aus – und somit auch keine 

Thrombozytopenie, könnten aber über andere 

Mechanismen Blutungen verursachen (Bayat et al. 2019; 

Santoso et al. 2016). 

 

4.3 Anti-HPA-1a Antikörpersubtypen beeinflussen die 

klinische Ausprägung der FNAIT 
 

Die fetale- und neonatale Alloimmunthrombozytopenie 

präsentiert sich klinisch von asymptomatisch, über leichte 

Blutungszeichen bis hin zu schwersten intrazerebralen 

Blutungen. Interessanterweise korrelieren diese 

Symptome nicht immer mit der Anzahl der Thrombozyten 

(Vos et al. 2020; Kamphuis et al. 2014; Kroll et al. 2005). 

Eine Korrelation mit dem anti-HPA-1a Antikörpertiter wird 

in der Literatur diskutiert (Vos et al. 2020; Kamphuis et al. 

2014; Ghevaert et al. 2007; Bertrand et al. 2006; Bessos et 

al. 2005; Jaegtvik et al. 2000; Proulx et al. 1994). Andere 

Faktoren scheinen das Auslösen einer Blutung ebenfalls zu 
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beeinflussen. Anti-HPA-1a Antikörpersubtypen wurden 

schon in mehreren Studien dahingehend beschrieben 

(Bayat et al. 2019; Zhi et al. 2018; Santoso et al. 2016), 

allerdings nicht eingehend mit ihrer Wirkung auf Fc-

vermittelte Thrombozyteneliminierung untersucht. Zhi et al. 

sowie Santoso et al. sind der Auffassung, dass die 

Identifizierung und Unterscheidung von verschiedenen 

anti-HPA-1a Antikörpersubtypen ein wichtiger Schritt sei, 

um das Risiko von FNAIT abzuschätzen (Zhi et al. 2018; 

Santoso et al. 2016). In dieser Arbeit konnte gezeigt 

werden, dass der FMPA in der Lage ist, monozytäre 

Phagozytose von mit monoklonalen Antikörpern 

opsonierten Thrombozyten dosisabhängig und 

hochspezifisch nachzuweisen – eine funktionelle Methode, 

um genau diesen Sachverhalt zu untersuchen. 

4.3.1 Fetale- und neonatale 

Alloimmunthrombozytopenie (FNAIT) 
 

Trotzt vielen Untersuchungen sind die Ursachen und 

Folgen von FNAIT bis heute noch nicht vollends 

verstanden. Eine zuverlässige Vorhersage über den 

Schweregrad und Verlauf der Erkrankung ist nach 

heutigem Stand nicht möglich. Eine schwerwiegende 
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Komplikation, die intrazerebrale Blutung (ICH), wurde in 

einer großen retrospektiven Studie von Tiller et al. im 

Zeitraum von 2001 bis 2010 mit 43 bestätigten FNAIT Fälle 

aus 9 verschiedenen Ländern untersucht. Es wurde 

besonders Augenmerk auf den Zeitpunkt einer 

aufgetretenen Blutung gelegt. Die meisten Blutungen 

begannen bereits zum Ende des zweiten Trimesters. Von 

den 43 beschriebenen Fällen haben lediglich 28 überlebt – 

23 davon mit schweren neurologischen Defiziten 

(zerebrale Parese, geistige und körperliche 

Behinderungen, Blindheit oder Sehbehinderungen, sowie 

Epilepsien). Ein Großteil der Fälle (63 %) war die erste 

Geburt der Schwangeren. Schwerwiegende 

Komplikationen scheinen also auch ohne eine 

vorausgegangene, immunisierende Schwangerschaft 

aufzutreten (Tiller et al. 2013). Dies spricht dafür, dass eine 

Immunisierung frühzeitig stattfindet. Antigen und 

Antikörper müssen hierfür in jeweiliger Richtung durch die 

Plazenta transportier werden. 

Eine weitere Studie von Knight et al. aus Großbritannien 

bestätigt diese Aussage: Von insgesamt 173 

Neugeborenen mit der Diagnose FNAIT hatten 43 ältere 

Geschwister mit einer FNAIT-Anamnese, eine 



Diskussion 

105 

Prädisposition war also bekannt. Hier wurde in den meisten 

Fällen eine antenatale Therapie durchgeführt – mindestens 

mit IVIG, öfter auch zusammen mit Steroiden oder 

Thrombozytentransfusionen. Die restlichen Fälle waren 

Erstdiagnosen und eine antenatale Therapie konnte nicht 

zeitgerecht durchgeführt werden. Die Studie zeigte, dass 

die Erstdiagnosen in verschiedenen Parametern ein 

schlechteres Ergebnis erzielten als die Betroffenen mit 

einer Prädisposition. Erstdiagnosen hatten ein 20 %iges 

Risiko eine ICH zu entwickeln (Prädisponierte: 4 %), 22 % 

für allgemeine Komplikationen wie Fehlgeburten, 

Schwangerschaftsabbrüche oder Tod unter Geburt 

(Prädisponierte: 8 %). In der 1-Jahres Nachuntersuchung 

wurden in der Gruppe der Erstdiagnosen 2 Todesfälle und 

7 geistige oder körperliche Behinderungen 

(Sehbehinderung, motorische Störungen oder 

verlangsamte Entwicklung) beschrieben. In der Gruppe der 

Prädisponierten gab es weder Todesfälle, noch Fälle 

geistiger oder körperlicher Behinderung (Knight et al. 

2011). Die besseren Ergebnisse in der Gruppe der 

Prädisponierten können mit hoher Wahrscheinlichkeit 

durch die früh eingeleitete Therapie erklärt werden. Eine 

solche frühe Therapie (laut Tiller et al. am besten vor der 

20 SSW) mit IVIG kann nur eingeleitete werden, wenn die 
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Erkrankung oder eine Prädisposition schon früh erkannt 

wird. Dies kann z.B. durch eine Anamnese der früheren 

Schwangerschaften gewährleistet werden. Diese beiden 

Studien betrachtend, erscheint die Etablierung einer 

Methode sinnvoll, die in der Lage ist eine zuverlässige 

Aussage über den Schweregrad der Erkrankung zu treffen. 

In vielen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass 

Schwangere mit der Diagnose FNAIT erhöhte anti-HPA-1a 

Titer vorwiesen, jedoch korrelierte dieser Antikörpertiter 

nicht immer mit dem klinischen Schweregrad der FNAIT 

(Vos et al. 2020; Kamphuis et al. 2014; Ghevaert et al. 

2007; Killie et al. 2007). Interessanterweise fielen Patienten 

(anti-HPA-1a Antikörper nachgewiesen) beim Vorliegen 

einer ICH mit einer sehr geringen Thrombozytenzahl auf. 

Im Zusammenhang mit anti-HPA-1a Antikörpern wurde 

allerdings auch in vielen Fällen eine geringe 

Thrombozytenzahl festgestellt, ohne dass die Patienten 

eine ICH entwickelten. Ein kausaler Zusammenhang 

zwischen niedrigen Thrombozytenzahlen und Schwere der 

Komplikationen lässt sich deshalb auch nicht sicher 

herstellen (Vos et al. 2020; Kamphuis et al. 2014). 
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4.3.2 Einflussfaktoren der klinischen Ausprägung 

von FNAIT 
 

In meinen Ergebnissen zeigt sich, dass anti-HPA-1a 

Antikörper unterschiedlich stark Phagozytose auslösen 

(siehe 3.5). Antikörpersubtypen könnten ein Faktor sein, 

der die klinische Ausprägung der FNAIT beeinflusst. Je 

nachdem, welche Subtypen bei der betroffenen 

Schwangeren vorliegen, wird mehr oder weniger 

Phagozytose induziert. Gegebenenfalls werden Symptome 

wie ICH auch über andere Mechanismen wie 

Endothelschäden durch Typ III Antikörper hervorgerufen. 

In der aktuellen Forschung werden noch weitere Ursachen 

für die Variabilität der klinischen Symptome vermutet. Eine 

davon ist die unterschiedliche Glykosylierung von anti-

HPA-1a Antikörpern. Sonneveld et al. haben in einer Studie 

mit 166 FNAIT Fällen, die Glykosylierung von anti-HPA-1a 

Antikörpern im Vergleich zum Gesamt-IgG untersucht. Der 

klinische Schweregrad einer Blutung bei Neugeborenen 

wurde bestimmt. Eine Abnahme von Fucose, sowie eine 

Zunahme von Galactose in den Kohlenhydratresten der 

anti-HPA-1a Antikörper, führte im Vergleich zum Gesamt 

IgG mit einer höheren Wahrscheinlichkeit zu einer 
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schweren Blutung (Sonneveld et al. 2016). Wie es zu 

diesem Effekt kommt, wurde jedoch nicht untersucht. 

Wuhrer et al. bestätigen diese Ergebnisse. Auch sie haben 

eine Zunahme der Galactose und eine Abnahme der 

Fucose bei anti-HPA-1a Antikörpern im Vergleich zum 

Gesamt IgG bei Schwangeren mit FNAIT beobachtet 

(Wuhrer et al. 2009). Shields et al. konnten zeigen, dass 

diese Abnahme von Fucose zu einer erhöhten 

Bindungsaffinität zu Fcγ-Rezeptoren führt (Shields et al. 

2002). Dies könnte ein Grund sein, warum Schwangere mit 

gering ausgeprägter Fukosylierung der Antikörper eher 

Neugeborene mit schweren Blutungen zu Welt bringen, da 

deren Thrombozyten eher von Phagozyten erkannt 

werden. 

Kapur et al. haben ähnliche Ergebnisse publiziert. Die 

Untersuchungen zeigten, dass eine geringe Fucosylierung 

der anti-HPA-1a Antikörper von Schwangeren mit FNAIT 

zu einer höheren Bindungsaffinität dieser mit einigen Fcγ-

Rezeptoren führte (IIIa und IIb). Die Menge an Fucose 

innerhalb der Kohlenhydratketten der Antikörper korrelierte 

positiv mit der Thrombozytenzahl der Neugeborenen, 

sowie negativ mit dem Schweregrad der aufgetretenen 

Blutungen (Kapur et al. 2014). 
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Van Osch et al. haben weiterhin beschrieben, dass die 

Glykosylierung von anti-HLA und anti-HPA-1a Antikörpern 

mit Galactose und Acetylneuraminsäure, besonders wenn 

diese gemeinsam binden, die Aktivierung des 

Komplementsystems stärker fördern, als wenn diese nicht 

glykosyliert wurden (van Osch et al. 2022). 

Der HLA-Genotyp der Schwangeren scheint ebenfalls eine 

Rolle in der klinischen Manifestation von FNAIT zu spielen. 

Es ist schon lange bekannt, dass fast alle HPA-1a 

immunisierten Frauen HLA-DRB3*01:01 positiv sind. 

Dieses Gen kodiert unter anderem für HLA Klasse II 

Moleküle, die eine wichtige Rolle in der 

Antigenpräsentation spielen. Ist das Allel HLA-DRB3*01:01 

vorhanden, zeigt sich viel wahrscheinlicher (etwa 25-fach) 

eine Immunisierung gegen HPA-1a, als wenn das Allel 

nicht vorhanden ist (Kjeldsen-Kragh und Ahlen 2020). Ein 

Grund könnte das hier kodierte HLA Klasse II Molekül sein, 

mit dem eine Präsentation von HPA-1a wesentlich 

effektiver abläuft und das Immunsystem stärker reagiert. 

Das Ergebnis ist eine verstärkte Produktion von anti-HPA-

1a Antikörpern. In einer weiteren Arbeit konnte gezeigt 

werden, dass klinisch auffällige FNAIT-Fälle mit 

mütterlichen anti-HPA-1a-Antikörpern fast ausschließlich 
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bei Müttern mit dem Allel HLA-DRB3*01:01 auftreten, 

allerdings war keine Korrelation mit dem Schweregrad 

einer Thrombozytopenie oder dem Auftreten einer ICH 

erkennbar (Wienzek-Lischka et al. 2017).  



Diskussion 

111 

4.4 Ausblick 
 

Ein Hauptproblem im klinischen Management von FNAIT 

ist bis heute die Diagnostik der Erkrankung. Viele Fälle 

werden gar nicht erkannt, da es keinen etablierten 

Screeningtest gibt (Brojer et al. 2016). In einigen Ländern 

(z.B. Polen) wurde mittels eines Screenings für HPA-1b 

homozygote Frauen versucht Schwangere zu 

identifizieren, die theoretisch anti-HPA-1a Antikörper bilden 

können (Uhrynowska et al. 2015). Jedoch konnte 

anschließend keine Vorhersage über das Auftreten an sich, 

oder den Schweregrad der Erkrankung getroffen werden. 

Verschiedene Autoren haben versucht eine Korrelation 

zwischen dem anti-HPA-1a Antikörpertiter und dem 

Schwergrad der FNAIT herzustellen. Dies konnte jedoch 

nie sicher belegt werden (Kjaer et al. 2019). 

Die Etablierung eines nicht invasiven, funktionellen in vitro 

Tests, der in der Lage ist, eine Vorhersage über den 

Schweregrad der fetalen Thrombozytopenie zu treffen, 

würde die Versorgung von FNAIT-Patienten deutlich 

verbessern. 

Der in dieser Arbeit untersuchte FMPA ist in der Lage eine 

dosisabhängige, antigenspezifische monozytäre 

Phagozytose nachzuweisen. Dies macht ihn zu einem 
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nützlichen Werkzeug, um antikörperbedingte Phagozytose 

qualitativ und quantitativ zu bestimmen. Der FMPA könnte 

so als Prädiktor für die klinische Ausprägung der FNAIT 

genutzt werden: Die Phagozytoserate, welche im FMPA 

bestimmt wird, könnte mit dem Schweregrad der 

Erkrankung korrelieren. Versuche mit Serum von 

betroffenen Schwangeren, bei denen anti-HPA-1a 

Antikörper nachgewiesen wurden, würden eine sinnvolle 

Anwendung darstellen, um dies zu überprüfen. Eine 

Erkennung von Schwangeren mit einem Risiko für schwere 

Symptome, wäre hilfreich, um eine adäquate fetale 

Blutungsprophylaxe einzuleiten. 

Auch die differenzierte Begutachtung von weiteren 

Antikörpersubtypen, ist mit der etablierten Methodik 

vorstellbar. 

Wie bereits erwähnt sind wahrscheinlich noch andere 

Faktoren, wie die Ausprägung und Affinität von Fcγ–

Rezeptoren, IgG-Subklassen oder die Glykosylierung der 

Antikörper von Bedeutung für die 

Thrombozyteneliminierung. Diese Faktoren wurden in 

meiner Arbeit nicht untersucht. Der FMPA bietet jedoch 

gute methodische Grundlagen, um auch diese 

Einflussfaktoren zu untersuchen. 
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Um den FMPA als klinischen Test nutzen zu können, sollte 

die Methodik noch effizienter gestaltet werden. Die 

Bearbeitung einer Probe dauert insgesamt sechs Stunden. 

Das verwendete Material wird nicht optimal genutzt – für 

zwölf Vertiefungen mit isolierten Monozyten werden ca. 30 

ml Vollblut benötigt. Für eine entsprechende Menge 

Thrombozyten ca. 15 ml Vollblut. Die Abläufe sollten 

vereinfacht und die Materialausschöpfung erhöht werden. 

Denkbar wäre eine andere Isolationsmethode, eventuell in 

einem Flüssigmedium ohne Adhärenz der Monozyten. Die 

Aussage über die Eliminierung von Thrombozyten durch 

den FMPA ist gegebenenfalls ungenau. Im 

Durchflusszytometer wurden nicht die phagozytierten 

Thrombozyten gezählt, sondern die Monozyten, die 

phagozytiert haben – die Zahl der phagozytierten 

Thrombozyten je Monozyt wurde nicht berücksichtigt 

(siehe 3.3, Abbildung H). Ebenfalls nicht beachtet wird die 

Eliminierung von Thrombozyten im Gewebe, z.B. durch 

Makrophagen. 

Das hier etablierte in vitro-Modell der anti-HPA-1a 

induzierten Phagozytose opsonierter Thrombozyten zeigte 

eine deutliche Abhängigkeit der Phagozytoserate von der 

Antikörperkonzentration. Eine prospektive klinische Studie 
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sollte klären, ob die in vitro-Phagozytoserate mit der 

fetalen/neonatalen Thrombozytenzahl bei anti-HPA-1a-

immunisierten Schwangeren assoziiert ist. 

Zutreffendenfalls könnte ein funktioneller in vitro-Test das 

Management von anti-HPA-1a immunisierten 

Schwangeren deutlich verbessern.  
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5 Zusammenfassung 
 

Die fetale- und neonatale Alloimmunthrombozytopenie ist 

eine folgenschwere Erkrankung, deren 

Pathomechanismus noch nicht vollends geklärt ist. 

Betroffene Neugeborene zeigen ein sehr breites klinisches 

Spektrum – von asymptomatisch bis hin zu schweren 

intrazerebralen Blutungen. Als Ursache hierfür sind in den 

meisten Fälle Antikörper der Mutter gegen humane 

Plättchenantigene des Kindes gefunden worden (anti-HPA 

Antikkörper). In der kaukasischen Bevölkerung immunisiert 

sich die Mutter am häufigsten durch das Merkmal HPA-1a, 

dies auch bereits in einer ersten Schwangerschaft. 

Verschiedene Berichte über einen Zusammenhang 

zwischen Antikörpertiter oder Antikörpersubtypen und der 

klinischen Manifestation der Erkrankung werden in der 

Literatur kontrovers diskutiert. 

In dieser Arbeit wurde ein Phagozytoseassay (FMPA) 

etabliert, der zur Untersuchung monozytärer Phagozytose 

als mögliche Ursache von FNAIT genutzt werden soll. Es 

konnte gezeigt werden, dass der entwickelte Assay 

antigenspezifisch und dosisabhängig die Phagozytose von 

mit pHrodo markierten und mit Antikörpern opsonierten 
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Thrombozyten nachweisen kann. Monoklonale Antikörper 

gegen HPA-1a (Subtyp I und II) haben antigenspezifisch 

und dosisabhängig signifikant HPA-1a homozygote 

Thrombozyten opsoniert und zur Phagozytose geführt. Im 

Vergleich zu Antikörpern gegen αVβ3 (als Surrogat für 

Subtyp III) – diese habe keine Phagozytose induziert. 

Innerhalb der Antikörpersubtypen I und II kam es zu 

unterschiedlich starker Phagozytose. 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass der etablierte 

Assay monozytäre Phagozytose antigenspezifisch und 

dosisabhängig darstellen kann. Nur bestimmte Anti-HPA-

1a Antikörpersubtypen induzieren Phagozytose. Eine 

Assoziation der in vitro-Phagozytoserate mit dem 

Schweregrad der fetale/neonatalen Thrombozytopenie 

erscheint möglich. Diese Hypothese sollte in einer 

prospektiven klinischen Studie überprüft werden. 
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6 Summary 
 

Fetal and neonatal alloimmune thrombocytopenia is a 

serious disease whose pathomechanism is not yet fully 

understood. Affected newborns show a very broad clinical 

spectrum - from asymptomatic to severe intracranial 

hemorrhage. In most cases, the cause is found to be 

antibodies of the mother against human platelet antigens of 

the child (anti-HPA antibodies). In the Caucasian 

population, mothers most frequently are immunized by 

HPA-1a, even in their first pregnancy. Various reports 

discuss an association between antibody titers or antibody 

subtypes and clinical manifestation of the disease. 

In this work, a phagocytosis assay (FMPA) was established 

to investigate monocytic phagocytosis as a possible cause 

of FNAIT. It was shown that the developed assay can 

reliably detect phagocytosis of platelets labeled with 

pHrodo and opsonized with antibodies. Monoclonal 

antibodies against HPA-1a (subtype I and II) significantly 

opsonized HPA-1a homozygous platelets in an antigen-

specific and dose-dependent manner and led to 

phagocytosis. Compared with antibodies against αVβ3 

(surrogate for subtype III) - these had not induced 

phagocytosis. 
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In conclusion, the designed assay can represent monocytic 

phagocytosis in an antigen-specific and dose-dependent 

manner. Only certain anti-HPA-1a antibody subtypes 

induce phagocytosis. An association of the in vitro 

phagocytosis rate with the severity of fetal/neonatal 

thrombocytopenia appears possible. This hypothesis 

should be tested in a prospective clinical study. 
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7 Abkürzungsverzeichnis 
 

Abb. Abbildung 

ABH A-,B- und H-Transferase 

ACD-A Acid-Citrate-Dextrose Solution A 

APC Allophycocyanin 

B B-Zelle 

Ba Basophiler Granulozyt 

C1q Teil 1q des Komplementsystems 

Ca2+ Calcium zweifach positive geladen 

CaCl2 Calciumchlorid 

CD Clusters of differentiation 

cDNS c Desoxyribonukelinsäure 

CFDA-SE 5(6)-Carboxyfluorescein-Diacetate-Succinimidyl-
Ester 

CH Konstante Region, schwere Kette 

CL Konstante Region, leichte Kette 

DC Dendritische Zellen 

DNS Desoxyribonukleinsäure 

DDGZ doppelte Dichtegradienten-Zentrifugation 

DRB3 DR Beta 3 

EDGZ einfachen Dichtegradienten-Zentrifugation 

EDTA Ethylene diamine tetraacetic acid 

EGF-1 Epidermal growth factor 1 

Eo Eosinophile Granulozyten 

FACS Fluorescence Activated Cell Sorting 
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FcR Fc Rezeptor 

FCS Fetal calf serum 

FMPA Flow cytometric monocyte-based phagocytosis 
assay 

FNAIT Fetale und neonatale Alloimmunthrombozytopenie 

FSC Forward scatter 

GP Glykoprotein 

GPI Glykosylphosphatidylinositol 

HBSS Hanks balanced salt solution 

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonsäure 

HLA Humanes Leukozytenantigen 

HPA Humanes Plättchenantigen 

ICH Intracranial hemorrhage 

IgA Immunglobulin A 

IgD Immunglobulin D 

IgE Immunglobulin E 

IgG Immunglobulin G 

IgM Immunglobulin M 

IGSF Immunglobulin Superfamilie 

IL Interleukin 

ITAM Immunoreceptor tyrosine-based activation motif 

ITIM Immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif 

IVIG Intravenöse Gabe von Immunglobulin G 

LPS Lipopolysaccharide 

Ma Makrophagen 

MAIPA Monoclonal Antibody Immobilization Assay 
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Mg2+ Magnesium, zweifach positive geladen 

MgSO4 Magnesiumsulfat 

MHC Major histocompatibility complex 

MIP-β1 Macrophage inflammatory protein β1 

Mo Monozyt 

MPS Monozytäres Phagozytose-System 

n Anzahl 

Ne Neutrophile Granulozyten 

NK Natürliche Killerzellen 

P/E/P Prostaglandin E1/EDTA/PBS 

PAMPs Pathogen-associated molecular patterns 

PBMC Peripheral blood mononuclear cells 

PBS Phosphate buffered saline 

PE Phycoerythrin 

PRP Plättchenreiches Plasma 

PSI Plexin-semaphorin-integrin 

RGD Arginyl-glycyl-aspartic acid 

RPMI Roswell Park Memorial Institute 

SD Standardabweichung 

SSC Side scatter 

SSW Schwangerscahftswochen 

Thro Thrombozyten 

TLR Toll-like Rezeptor 

TNF Tumor-Nekrose Faktor 

UKGM Universität Klink Gießen und Marburg 

VH Variable Region, schwere Kette 
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VL Variable Region, leichte Kette 

VLA-2 Membran-Glykoprotein Ia-IIa 

vWF Von Willebrand Faktor 

WBZ Weiße Blutzellen 
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