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Zusammenfassung

Auf der Oberfidche von Thrombozyten befinden sich Antigen-
determinanten, die die Bildung von Thrombozyten-Antikdrpern
induzieren kdnnen. Digse richten sich spezifisch gegen Epitope
der verschiedenen Glykoprotein-Rezeptoren. Dieser Artikel
soll eine Ubersicht geben iiber die klinische Bedeutung der
thrombozytéren Antikérper und deren Nachweismdglichkeiten
im Labor. Es werden sowohl Thrombozyten-Allo- als auch
Autoantikérper und deren Bildung/Entstehung beleuchtet.

Die Heparin-induzierte Thrombozytopenie (HIT) geht mit einer
komplexen Aktivierung des Gerinnungssystems einher und ist
daher eine geféhrliche Komplikation im Rahmen der Antikoa-
gulationstherapie. Auch kénnen Allo-Antikérper gegen humane
Pléttchenantigene zu folgenden Krankheitsbildern fiihren:
fetale/neonatale Alloimmunthrombozytopenie, posttransfusi-
onelle Purpura (PTP) und/oder einem Refraktérzustand nach
Thrombozytentransfusionen. Der Nachweis und die Spezifizie-
rung von thrombozytéren AK sind z.T. methodisch schwierig
durchzufiihren und zeitaufwendig. In der Regel ist dafiir ein
Speziallabor erforderlich.

Summary

The surface of platelets comprises determinants of antigens,
that may induce the formation of platelet specific antibodies.
These may be specifically directed against epitopes of the
different glycoprotein receptors. This article gives an overview
on the clinical relevance of platelet antibodies and methods of
their detection in the laboratory. The article sheds light on allo-
antibodies, as well as autoantibodies directed against platelets
and their pathophysiology. Heparin induced thrombocytopenia
(HIT) is assaciated with complex activations of the coagulation
system and therefore resembles a severe complication in anti-
coagulation therapy. In addition allo-reactive antibodies against
human platelet antigens may cause the following diseases:
fetal/neonatal alloimmune thrombocytopenia, post transfusion
purpura (PTP) and/or refractoriness after thrombocyte transfu-
sion. The detection and classification of thrombocyte specific
antibodies is laborious and in part mandates challenging
analytical methods. In general it will require the analysis in
specialized laboratories.

Einleitung
Auf der Oberflache von Thrombo-
zyten (Abbildung 1) befinden sich

Antigendeterminanten, die die Bil-

dung von Antikoérpern (AK) bewirken

konnen. Daraus kénnen spezifische

Antigen-Antikdrperreaktionen resul-

tieren. Wir unterscheiden

e Antigene auf Thrombozyten,
die sich auch auf anderen Korper-
zellen befinden (z. B. ABH-Sys-
tem, HLA-Klasse )

e und Antigene, die sich nur auf
Blutplattchen nachweisen lassen,
die Antigene des HPA (Humanes-
Plattchen-Antigen)-Systems.
Derzeit sind 12 thrombozytenspe-
zifische Antigene bekannt, die 6
biallelen Systemen zugeordnet
werden (HPA 1 bis 5 und HPA
15, das héaufigere Allel wird mit a,
das seltenere mit b bezeichnet),
und weitere bisher 21 ohne zuge-
horiges Partnerantigen. Nach
neueren Erkenntnissen sind einige
HPA allerdings auch auf Endo-
thel- oder Muskelzellen nachweis-
bar. Die wichtigste Rolle in der
medizinischen Praxis spielen HPA
1a und HPA 5b (Tabelle 1). Der
Nachweis erfolgt vorwiegend

molekular-genetisch.

HPA kénnen die Bildung von
Thrombozyten-AK induzieren, die
sich spezifisch gegen Epitope der

Glykoprotein (GP)-Rezeptoren auf

Abbildung 1
Thrombozyt zwischen Erythrozyt und Granulozyt

der Plattchenoberflache (Abbildung
2) richten mit dem Ergebnis einer im-
munologisch ausgeldsten Thrombo-
zytopenie. Thrombozytare GP-Kom-
plexe spielen in der Hamostase eine
wichtige Rolle (Tabelle 2). Auto-AK
reagieren mit monomorphen Deter-
minanten auf den autologen Throm-
bozyten (und auf Thrombozyten ge-
sunder Probanden). Sie verursachen
eine Autoimmunthrombozytopenie
(ITP). Allo-AK reagieren mit den ge-
netisch  determinierten  Varianten
thrombozytérer Oberflachen-GP. Sie
konnen eine fetale/neonatale Allo-
immunthrombozytopenie (FNAIT),
eine post-transfusionelle Purpura
(PTP) oder einen Refraktarzustand
nach Thrombozytentransfusionen aus-
|6sen. Medikamentenabhangige AK
verursachen medikamenten-indu-
zierte Thrombozytopenien. Die kli-
nisch bedeutsame Heparin-indu-
zierte Thrombozytopenie (HIT)

nimmt eine Sonderstellung ein.
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Thrombozytidre Gykoproteine (GP) und humane Plattchenantigene (HPA)
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Abbildung 2

Gykoproteinkomplexe und HPA-Merkmale (60)

Der Nachweis der thrombozytéren funktion. Der Nachweis erfolgt durch dige AK) aus EDTA-BIut und auf freie

AK beruht auf verschiedenen Test- die Untersuchung auf an Thrombo- Thrombozyten-Auto/Allo-AK  (zirku-
prinzipien. zyten gebundene Auto-AK (zellstan- lierende AK) aus dem Serum der
Methodeniibersicht
Phanotypfrequenzen der wichtigsten thrombozytaren
TEIL 1: Antikdrpernachweis bei Alloantigene in der deutschen Bevélkerung
Verdacht auf Immunthrombo- Antigen Phinotypfrequenz [%] Lokalisation
zytopenie (ITP) HPA-1a 97 GP llla
HPA-1b 31 GP llla
Bei ITP sind die Thrombozyten mit HPA-2a 99,8 GP Ib
AK beladen, die sich gegen die Merk- HPA-2b 12 GPIb
male des HPA-Systems richten. Diese HPA-3a 86 GP I1b
Antigene (Ag) sind GP, die auf der HPA-3b 63 GP llb
Thrombozytenmembran  lokalisiert HPA-4a >99.9 GPlila
sind. Die meisten Thrombozyten-Au- HPA-4b <01 GPllla
to-AK reagieren mit Determinanten fiPA-oa %8 ol
HPA-5b 21 GPla

auf den GP-Komplexen und induzie-

ren eine Thrombozytopenie bei weit-

Tabelle 1
gehend erhaltener Thrombozyten- modifiziert nach (59)




Glykoproteine auf Thrombozyten iibernehmen in der

Tabelle 2
Aufgaben der Glykoproteine bei der Gerinnung

Patienten. Thrombozytare AK wer-
den im Antiglobulintest mit intakten
Thrombozyten nachgewiesen. Medi-
kamenten-abhangige AK reagieren
spezifisch mit einem GP, jedoch nur
in  Anwesenheit des betreffenden
Medikamentes. Der Nachweis kann
nur in Antiglobulintesten erfolgen, bei
denen das vermutlich ausldsende

Medikament hinzugeftigt wird.

Es kdénnen nachfolgende Testme-

thoden zur Anwendung kommen:

1.1. MAIPA-Test (Monoclonal-anti-
body-specific immobilization of

platelet antigens)

Der MAIPA-Test ist ein glykoprotein-
spezifischer Enzymimmuntest, der
den Nachweis thrombozytarer AK
auch in solchen Seren erlaubt, die ein
Gemisch von thrombozytaren und
HLA-AK enthalten. Die Testthrombo-
zyten decken in ihrer Kombination
alle in Frage kommenden Allele des
HPA-Systems ab. Sie werden mit
dem zu untersuchenden Patienten-
serum inkubiert. In einem weiteren
Schritt erfolgt die Zugabe monoklo-
naler Maus-AK, die gegen Determi-
nanten der GP-Struktur gerichtet
sind, auf denen die plattchenspezi-

fischen Ag exprimiert sind. Dadurch

entsteht im Fall des Vorliegens eines

Gerinnung wichtige Aufgaben

GLykoproteinkomplexe ‘ Funktion ‘
GP IIb / llla Fibrinogenrezeptor Aggregation
GPIb/IX v. Willebrand-Rezeptor Adhésion
GPla/lla Kollagenrezeptor Aggregation
GPV Teil des GPIb /V /IX Adhésion
GP IV Kollagenrezeptor Aggregation
CD 109 T-Helferzell-Funktion

thrombozytenspezifischen AK ein
trimolekularer Komplex aus dem hu-
manen Thrombozyten-AK, dem GP-
Molektl mit dem exprimierten Throm-
bozyten-Ag und dem monoklonalen
AK. Die Lyse der Testthrombozyten
setzt den Komplex aus der Membran
frei. Er ist in sich auBerordentlich sta-
bil. Uber den monoklonalen AK kann
der Komplex an eine Festphase ge-
bunden werden. Der vorhandene
humane AK liegt nun endstandig vor
und wird durch Zugabe eines enzym-
markierten Anti-Human-IgG und eine
nachfolgende Substratreaktion sicht-
bar gemacht (Abbildung 3).

Das Verfahren setzt voraus, dass
flr alle GP, auf denen Antigene expri-
miert sind, monoklonale Antikorper

vorliegen.

1.2. Plattchen-ELISA

Die Festphase der einzelnen Strei-
fen des Enzymimmunoassays ist be-
schichtet mit den Thrombozyten-GP
von Einzel-Spendern der Blutgruppe 0,
die homozygot fur HPA-1a, HPA-1b,
HPA-3a, HPA-3b, HPA-5a und HPA-5b

sind. Die Ag sind mittels eines mono-
klonalen AK, der gegen diese GP
gerichtet ist, an die feste Phase ge-
bunden. Spezifische gegen die GP
lIb/llla, 1b/1X, la/lla oder IV gerichtete
AK in der Patientenprobe binden an
diese Festphasen-Ag. Nach einem
Waschschritt, bei dem alle nicht ge-
bundenen Bestandteile entfernt wer-
den, wird ein mit alkalischer Phos-
phatase markiertes Anti-Humanglo-
bulin zugefugt. In einem weiteren
Waschvorgang wird Uberschissiges
Konjugat entfernt. Durch Zugabe
eines chromogenen Substrats ent-
steht eine Farbreaktion, die nach
Abstoppen mit S&ure photometrisch

ausgewertet werden kann.

1.3. PIFT (Plattchenimmunfluores-

zenztest)

Es werden Thrombozyten mit be-
kannten HPA-Merkmalen eingesetzt.
Liegen im Patientenserum AK gegen
diese Merkmale vor, kommt es zur
Bindung. In einem zweiten Schritt
werden diese AK mit einem fluores-
zenz-markierten Sekundar-AK  kon-

jugiert. Die messbare Fluoreszenz
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korreliert mit der AK-Menge. Es kon-
nen AK der Immunglobulin-Klassen
IgM und IgG nachgewiesen werden.
Eine Identifizierung der Spezifitat der
Immunglobulinklassen ist mit diesem

Test jedoch nicht méglich.

1.4. SASPA-Test (Simultaneous
analysis of specific platelet anti-
bodies)

Die Methode beruht auf der simul-
tanen Bestimmung und Differenzie-
rung von verschiedenen spezifischen
Thrombozyten-IgM- und IgG- AK
mittels

Prinzip des SASPA beruht auf der

DurchfluBzytometrie.  Das

Verwendung verschiedener Beads,

die eine Differenzierung der AK-Spe-

zifitdten ermdglichen. Im Ergebnis
dieser Methode erhalt man den/die
thrombozytenspezifischen HPA-AK.
Die Sensitivitat ist mit dem MAIPA

vergleichbar.

TEIL 2: Antikérpernachweis bei
Verdacht auf Heparin-induzierte
Thrombozytopenie Typ Il (HIT II)

Die Diagnose einer HIT Il basiert auf
klinischen Daten und der Kinetik der
Thrombozytenwerte des Patienten.
Neben dem Nachweis von AK gegen
den Heparin/Plattchenfaktord-Kom-
plex (HPF4-Komplex) sollte auch
stets ein funktioneller Test durchge-
fUhrt werden. Zur eindeutigen Bestéa-

tigung einer manifesten HIT Il ist ein

funktioneller Test (HIPA, Serotonin-
freisetzungstest) unerlasslich. Die
Bewertung der Ergebnisse im Labor
erfordert Informationen Uber die
Thrombozytenzahlen des Patienten,
das verwendete Heparin und den

Zeitpunkt der Medikamentengabe.

Es konnen folgende Testmethoden

zur Anwendung kommen:

2.1. ID-PaGIA Heparin/PF4 Anti-
body Test

Der Test ist ein Partikel-Gel-Immu-
noassay (PaGlA). Synthetische Poly-
merpartikel mit hoher Dichte sind
mit dem HPF4-Komplex beschichtet.

Werden diese Partikel mit dem Serum

Testprinzip MAIPA (Monoclonal-antibody-specific immobilization of platelet antigens)

Humaner Antikorper

+ Maus-anti-GP AK
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LA
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Lysieren der Thrombozyten

Anti-Maus IgG
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Abbildung 3
MAIPA-Test

+ Anti-Human IgG Enzym-markiert
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des Patienten vermischt, reagieren
spezifische AK aller Immunglobulin-
Klassen mit dem HPF4-Komplex auf
der Partikeloberflache und bewirken
eine Agglutination der Partikel. Um
eine raumliche Trennung agglutinierter
und nicht-agglutinierter Partikel zu
erreichen, wird die Reaktionsmi-
schung durch eine Gel-Filtrationsma-
trix zentrifugiert. Agglutinierte Partikel
werden auf der Geloberflache festge-
halten oder innerhalb des Gels ver-
teilt (= positive Reaktion), wéahrend
freie nicht-agglutinierte Partikel am
Boden des Mikrordhrchens ein kom-
paktes Sediment bilden (= negative
Reaktion). Die starke Rotfarbung der
Partikel macht es méglich, das Test-

resultat visuell abzulesen.

2.2. PF4-enzyme-linked-immuno-

sorbent-assay (ELISA)

Beim Festphasen-Enzymimmuno-
assay sind die Mikrotiterstreifen mit
HPF4-Komplexen beschichtet. Die in
der zu bestimmenden Probe enthal-
tenen Anti-HPF4-IgG-AK binden an
die immobilisierten HPF4-Komplexe
und werden durch einen Sekundér-
antikdrper, an den eine Peroxidase
gebunden ist, detektiert. Nach einem
Waschvorgang wird ein Substrat hin-
zugegeben, das von dieser Peroxi-
dase gespalten wird und zu einer
Farbreaktion fuhrt. Die entstehende

Farbintensitat ist direkt proportional

zur Menge an Anti-HPF4-1gG-AK, die
in der Probe vorhanden ist. Der PF4-
ELISA hat eine Sensitivitédt von ca.
80 % und ist nicht auf frische Spen-

derthrombozyten angewiesen.

2.3. Milenia QuickLine HIT-Test

Der Test ist ein Lateral-Flow-Immu-
noassay. Immobilisierte Anti-Human-
lgG-AK auf
membran binden Anti-HPF4-AK der

einer Nitrozellulose-
Klasse IgG des Patienten, die zuvor
an einen Plattchenfaktor4/Polyanion-
Komplex gebunden wurden und
durch intensiv gefarbte Goldnano-
partikel detektiert werden. Der Test
zeichnet sich durch ein geringes Pro-
benvolumen, hohe Spezifitdt und

Sensitivitat aus. Es sind keine Wasch-

schritte erforderlich.

2.4. Heparin-induzierte Plattchenak-

tivierung (HIPA) = funktioneller Test

Gewaschene Thrombozyten ge-
sunder Spender der Blutgruppe 0O
werden mit Patientenserum und He-
parin inkubiert. Dabei aktivieren anti-
kdrperhaltige Seren die Thrombo-
zyten in Gegenwart von niedrigen,
nicht aber von hohen Heparinkon-
zentrationen. Dies fuhrt zur Platt-
chenaggregation. Dadurch wird die
Transparenz der Thrombozytensus-

pension des Testansatzes hdher. Der

Test gleicht in Sensitivitat und Spezi-

fitdét dem Serotonin-Freisetzungstest
(siehe 2.5.). Da der Ansatz aufwen-
dig ist und frische, gewaschene Platt-
chen notwendig sind, bleibt der Test

wenigen Speziallaboren vorbehalten.

2.5. Serotoninfreisetzungs-Assay

= funktioneller Test

Dieser Test basiert auf der Sero-
toninspeicherung in den Granula
der Thrombozyten. Spenderthrombo-
zyten werden mit radioaktiv. mar-
kiertem Serotonin versehen. Eine Ak-
tivierung der markierten Thrombo-
zyten durch das antikorperhaltige
Patientenserum bei Anwesenheit von
Heparin fuhrt zur Freisetzung von
Serotonin. Die Zunahme der Radio-
aktivitat wird gemessen. Der Test hat
eine hohe Sensitivitat, ist aber sehr
aufwendig und durch die Verwen-
dung von radioaktiven Materialien nur
in spezialisierten Laboratorien durch-
fUhrbar.

Klinische Bedeutung
thrombozytéarer Anti-
kérper

1. Immunthrombozytopenie
(ITP) Eponym: Morbus Werlhof

Es handelt sich um eine erworbene
Thrombozytopenie, die primar als
Autoimmunerkrankung mit isolierter

Thrombozytopenie oder sekundar




Klassifikation der ITP nach (65)
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Klassifikation ‘ Ursachen/Krankheitsbilder

Primare ITP keine ausldésende Ursache erkennbar

Sekundére ITP

Lymphom
Evans-Syndrom

nach Impfungen
andere

Medikamentenreaktion
Autoimmunerkrankung
Antiphospholipid-Syndrom

Common variable immundeficiency syndrome

Autoimmun-proloveratives Syndrom
Infektionen (HIV; Hep B;HCV; H. pylori)

bei z. B. systemischem Lupus ery-
thematodes oder chronisch lympha-

tischer Leukémie auftritt (Tabelle 3).

Eine Inzidenz von 2 bis 4 Neuerkran-

kungen jahrlich auf 100.000 Einwoh-

ner resultiert in einer Préavalenz der
chronischen Form von 2 auf 10.000
Personen. Im Kindesalter findet sich
haufig ein akuter selbstlimitierender
Verlauf. 90 % der erkrankten Kinder
haben nach 12 Monaten wieder mehr
als 100 x 109 Thrombozyten.
Schwere Blutungen sind rar. Dage-
gen gibt es bei Erwachsenen selten
Spontanremissionen. Das Risiko flr
schwere Blutungen steigt mit dem

Lebensalter (1, 2). Es findet sich ein

jahrliches Mortalitéatsrisiko von 5 %
bei therapierefraktaren Patienten mit
Thrombozytenwerten unter 30 x 109/
(4). Todesursachen sind neben fa-
talen Blutungen auch Infektionen (3).

Pathophysiologie der ITP:

Thrombozyten-Auto-AK reagie-
ren mit den GP-Rezeptoren an

der Plattchenoberflache.

Makrophagen und dendritische
Zellen bauen die beladenen Zel-
len ab und fuhren zu einer erhéh-
ten Clearence aus der Zirkula-
tion. Die entstandene Thrombo-
zytopenie beeintrachtigt direkt die
Hémostase. Es kommt zur Blu-
tungsneigung vom thrombozy-
taren Typ.

Gleichzeitig geht die AK-Bildung
mit einer Funktionsstérung der
GP einher. Thrombozytenadha-
sion und —aggregation kdnnen die
Blutungsneigung verstéarken.
Eine Aktivierung des GP-Rezep-
tors (intrinsic activity) mit Funk-
tionsverstarkung der wenigen
vorhandenen Thrombozyten (10,
11) ist moglich. Daraus erklart
sich die Klinisch sehr unterschied-
liche Blutungsneigung bei nied-
rigen Thrombozytenzahlen.

Die AK haben zusétzlich eine hem-
mende Wirkung auf die Thrombo-

poese (12). Die Reifung der Throm-

bozyten aus den Megakaryo-

zyten ist beeintrachtigt (13, 14).

Tabelle 3

e Einrelativer Thrombopoietinman-
gel behindert die Megakaryozy-
tenbildung im Knochenmark (15,
16). Die Blutungsinzidenz ist unter
der Therapie mit Thrombopoie-
tinanaloga deutlich rticklaufig (17).

e Das Phanomen des Epitope
spread durch dendritische Zellen
mit T-Zell-Aktivierung und Interak-
tion von T- und B-Lymphozyten
flhrt neben der Verstarkung der
Immunreaktion zu multiplen

Auto-AK. Ob die Ursache daflr

die Thrombozyten-AK sind oder

es einen anderen Ausloser gibt,

ist bisher nicht bekannt (58).

Eine Stérung der immunregulato-

rischen Funktion von B- und T-Zel-

len im Knochenmark liegt vor (19).

Die einmal angestoBenen Immunre-

aktionen kdnnen nicht wieder unter-

driickt werden (18).

Testung auf thrombozytare AK:

Es gibt keine Untersuchungen oder

Befunde, die die Diagnose einer ITP
beweisen. Der Ausschluss der Diffe-
rentialdiagnosen steht im Vorder-
grund. Die Bestimmung von throm-
bozytaren AK (frei im Patientense-
rum /-plasma und gebunden an den
Patiententhrombozyten) wird zur Di-
agnosesicherung bei Patienten mit
persistierender  Thrombozytopenie

und atypischen Befunden bzw. bei




fehlendem Ansprechen auf eine The-
rapie mit intravends verabreichtem
Immunglobulin (ivlg) in den Leitlinien
der DGHO (5) empfohlen sowie bei
unklaren Krankheitsverlaufen im Kin-
desalter (20). Im Rahmen der Akutdi-
agnostik neuer Patienten ist diese Tes-
tung nicht sinnvoll. Thrombozytare
AK sind Uberwiegend IgG-AK, 25 %
IgM-AK und weniger als 5 % IgA-AK.
Es gibt keinen Hinweis auf eine Asso-
ziation bestimmter Immunglobulin-
Klassen zu einem chronischen Ver-
lauf (6). Am besten geeignet zum
Nachweis thrombozytengebundener
glykoproteinspezifischer AK ist der
MAIPA (7, 8). Selbst bei Kombination
von mehreren Tests gelingt der Nach-
weis nur bei 60-80 %), hauptsachlich
von AK gegen GP Ib und/oder llb / II-
la, seltenergegen GP la/lla, GP IV,
GP V. Patienten mit ITP haben oft AK
gegen mehrere GP-Rezeptoren (9).
Ein positiver AK-Nachweis kann die

autoimmunologische Genese der

Thrombozytopenie bestétigen. Ein
negatives Ergebnis spricht nicht ge-
gen die Diagnose. Es wird vermutet,
dass sich AK gegen noch unbekann-
te Thrombozyten-Ag dem Nachweis

entziehen.

Das therapeutische Vorgehen

empfiehlt die Leitlinie der DGHO (5).
Als Notfalltherapie bei bedrohlichen
Blutungen eignen sich Thrombo-
zytenkonzentrate (TK) als wirksame
SofortmaBnahmen. Es kommt zum
Sistieren der Blutung und zum vor(-
bergehenden Anstieg der Thrombo-
zyten (21). Die Kombination von ivig
und TK ist nicht wirksamer als die al-
leinige TK-Gabe (22, 23).

2. Fetale / Neonatale Alloim-
munthrombozytopenie (FNAIT)

Die FNAIT ist eine isolierte Throm-

bozytopenie des Feten / Neugebore-

Inzidenz der FNAIT
DIELLE Anzahl Haufigkeit in %
Schwangerschaft 100.000 100
HPA-1a-negative Schwangere 2.000 2
Nachweis Anti-HPA-1a 200 0,2
Schwere Thrombozytopenie 60 0,06
Intrakranielle Blutung, Tod 6 0,006

Tabelle 4
Inzidenz der FNAIT modifiziert nach (61)

nen, verursacht durch thrombozytare
AK der Mutter, die diaplazentar Uber-
tragen werden und eine Phagozytose
der fetalen Thrombozyten induzieren.
Ca. die Hélfte der Félle tritt bereits in
der ersten Schwangerschaft auf (24).
Es kann zur Blutungsneigung vom
petechialen Typ kommen. Intraute-
rine (41, 42) oder postnatale intra-
kranielle Blutungen sind eine ge-
fUrchtete Komplikation mit der Folge
bleibender Schadigungen oder des
Todes. Innerhalb von Tagen bis weni-
gen Wochen nach der Geburt nor-
malisiert sich die Thrombozytenzahl.
Da die Thrombozytenzahl bei Neuge-
borenen nicht routineméaBig be-
stimmt wird, werden Falle ohne deut-
liche Blutungszeichen i. d. R. Uberse-
hen. 0,2 % der Schwangeren bilden
thrombozytare AK (25). Unbehandel-
te Neugeborene mit einer Thrombo-
zytopenie haben ein hohes Risiko ei-
ner intrakraniellen Blutung (28, 29,
30). Eine NAIT flhrt bei 1 von 5.000
Neugeborenen zu einer Blutungsnei-
gung (26). 5 % dieser Kinder verster-
ben innerhalb des ersten Lebens-
jahres oder entwickeln irreversible

Schaden (27). (Tabelle 4)

Pathophysiologie der FNAIT:

Eine FNAIT wird durch die Immuni-

sierung der Mutter gegen kindliche

Plattchen-Ag (HPA) ausgeldst. Die
Allo-Anti-HPA-AK vom Typ IgG wer-
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den Uber einen Fc-Rezeptor der Syn-
zytiotrophoblasten in die fetale Zirku-
lation transportiert (32, 33). Eine
Ag-AK-Reaktion auf der Oberflache
der kindlichen Thrombozyten be-
schleunigt die Eliminierung der Platt-
chen aus dem Kreislauf mit der Folge
einer Thrombozytopenie des Feten
(31). Die Sensibilisierung der Mutter
ist das Ergebnis einer vorangegan-
genen Graviditdt, einer Thrombo-
zytentransfusion oder - in der ersten
Schwangerschaft - des diaplazen-
taren Ubertritts kindlicher Thrombo-
zyten. Thrombozytédre GP sind be-
reits in der 16. Schwangerschaftswo-
che nachweisbar (34). Maglicherweise
flhren auch Mikropartikel des Synzy-
tiotrophoblasten zur Immunisierung
(35). Am haufigsten sind AK gegen
das Merkmal HPA-1a (75 bis 80 %)
und gegen HPA 5b (15-20 %) (36).
AK' gegen andere Plattchenmerk-
male sind selten. Thrombozyten-AK
gegen den GP-Komplex IIb / llla (An-
ti-HPA 1a), aber auch andere AK ge-
gen Epitope dieses GP, sind sehr
haufig mit schwerwiegenden Kompli-
kationen assoziiert. Bei Anti-HPA-5b
finden sich viel seltener ausgepragte
Thrombozytopenien (41). Allerdings
l&sst eine intrakranielle Blutung bei
moderat  verminderter Thrombo-
zytenzahl eine funktionelle Beein-
trachtigung des GP la / lla (Kollagen-

rezeptor) vermuten (37).

Testung auf thrombozytare AK:

FUr den Nachweis der thrombozy-
taren Allo-AK aus dem mutter-
lichen Blut ist der MAIPA wegen sei-
ner guten Reproduzierbarkeit und
seiner Unempfindlichkeit gegentber
von HLA-AK besonders geeignet. Er-
géanzend sollte mit gleicher Technik
ein Cross match zwischen mutter-
lichem Serum und vaterlichen
Thrombozyten durchgefihrt wer-
den. Damit kdnnen auch AK gegen
seltene Antigensysteme erfasst wer-
den. Zur Sicherung der serolo-
gischen Befunde des AK-Nach-
weises empfiehlt sich die mole-
kulargenetische Diagnostik der
HPA-Merkmale der Mutter (mit ne-
gativem Ergebnis flUr das Antigen,
gegen welches der AK gerichtet ist)

und des Neugeborenen (mit posi-

tivem Ergebnis fir das Antigen, ge-

gen welches er AK gerichtet ist). Ein

negativer AK-Nachweis im mutter-
lichen Blut schlieBt eine FNAIT nicht
aus (38). Niedrigaffine AK kénnen
sich dem Nachweis entziehen und
werden nur mit besonders empfind-
lichen Methoden erfasst (39). Alter-
nativ kann ihre Bestimmung einige
Wochen nach der Entbindung gelin-

gen (40).

Das therapeutische Vorgehen

richtet sich nach dem Schweregrad
der Thrombozytopenie und der Blu-
tung. Zur raschen Anhebung der
Thrombozytenzahl werden TK einge-
setzt mit dem Ziel, die Werte bei
50x10%/I zu halten. Eine Zeitverzoge-
rung durch das Warten auf die Er-
gebnisse der Testung auf thrombo-
zytare Antikorper geféhrdet magli-
cherweise das Kind. Optimal waren
immunologisch vertragliche TK. Die-
se werden unter Beachtung der
Dringlichkeit der Therapie nicht im-
mer zur Verflgung stehen. Die Gabe
unausgewahlter TK fuhrt im Allge-
meinen zu einem ausreichenden
Thrombozytenanstieg (43). Stehen
ohne Zeitverzug HPA-1a-negative
und HPA-5b-negative TK zur Verflu-
gung, sind diese auf Verdacht unter
Beachtung der Haufigkeit der Anti-
korper vorzuziehen. Liegt das Ergeb-
nis der Testung auf thrombozytare
AK vor, empfiehlt sich auf kompati-

ble TK Uberzugehen. Bei bekannter




FNAIT sollen kompatible TK fur das
Neugeborene rechtzeitig zur Geburt
vom zustandigen Blutspendedienst
angefordert werden. Eine engma-
schige Uberwachung des Feten bei
bekannter FNAIT ggf. unter Therapie
mit ivlg ab der 16. Schwanger-
schaftswoche und moglicherweise
intrauterinen Transfusionen soll an
ein erfahrenes Zentrum geknUpft

werden.

3. Refraktarzustand nach
Transfusion von Thrombo-

zytenkonzentraten

Der Refraktarzustand ist eine Trans-
fusionsstérung. Durch  Immunisie-
rung des Patienten im Rahmen von
Schwangerschaft oder Transfusi-
onen gegen HLA- und / oder HPA-
Merkmale zeigt eine TK-Gabe eine
unzureichende  Wirksamkeit — des
Blutprodukts (ausbleibender oder in-
adaquater Anstieg der Thrombo-
zyten des Patienten). Der ausblei-
bende Transfusionserfolg kann Uber
das Thrombozyteninkrement mit der
Thrombozytenzahl des Patienten vor,
1 Stunde nach und 20 Stunden nach
TK-Gabe im corrected count incre-
ment (CCI) berechnet werden (56).
HLA-Klasse I-AK sind die haufigste

Ursache fur einen immunologisch in-

duzierten Refraktarzustand (51, 52,
53). In 15 —= 30 % der Falle sind diese
AK mit HPA-AK assoziiert (54, 55).

Pathogenese:

HLA- und/oder thrombozytéare Al-
lo-AK des Patienten, die durch ein
vorangegangenes Immunisierungs-

ereignis  (Schwangerschaft — oder
Transfusion) induziert wurden, bin-
den an die entsprechenden Antigene
auf der Oberflache der Thrombo-
zyten des Blutprodukts. Die ,AK-
beladenen Thrombozyten werden
beschleunigt aus der Zirkulation ent-

fernt.

Testung auf thrombozytare AK:

Nach ggf. Ausschluss bzw. Identifi-
zierung von HLA-AK Testung auf
Thrombozyten-AK in einem Test-
system, das durch Anwesenheit von
HLA-AK nicht gestort wird (MAIPA).
Die serologischen Ergebnisse mit Er-
mittlung der GP-Komplexe, mit de-
nen der AK reagiert, erfordern eine
Bestatigung und Ergénzung zur
HPA-AK-Differenzierung mittels
molekulargenetischer HPA-Typi-
sierung des Patienten. Diese dient
gleichzeitig der Auswahl optimal ge-
eigneter Thrombozytenspender. Bei
der Suche nach geeigneten Spen-
dern fur Patienten mit AK-Gemischen
oder Refraktaritat trotz Beachtung

der AK kann ein Cross match im
MAIPA hilfreich sein.

Das therapeutische Vorgehen

beruht auf der Transfusion kompa-
tibler mittels Apherese gewon-
nene TK (57). Die Spender werden
gezielt nach den HPA-Merkmalen
ausgewahlt. Das Antigen, gegen
welches sich der Patienten-AK rich-
tet, darf nicht vorhanden sein. Dafur
ist eine molekulargenetische HPA-

Typisierung der Spender erforderlich.

4. Posttransfusionelle Purpura
(PTP)

Die PTP ist eine seltene Nebenwir-
kung der Transfusion (44), die etwa 1
Woche nach Gabe von Blutpro-
dukten, meist von Erythrozytenkon-
zentraten, zu einer isolierten Throm-
bozytopenie  (Thrombozytensturz)
mit Blutungsneigung fuhrt. Betroffen
sind hauptséachlich Frauen im mittle-
ren und hoheren Lebensalter mit
vorangegangenen Immunisierungs-
ereignissen (Schwangerschaft, Trans-
fusionen) (46). Nach 3 bis 5 Wochen
bildet sich die Thrombozytopenie

spontan zuriick.

Pathophysiologie:

Der immunologische Mechanismus
ist nicht geklart. Thrombozytenspe-
zifische Allo-AK des Patienten (am
haufigsten gegen Ag des GP llib / llla,
insbesonder Anti-HPA 1a-AK) mit
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einer Autoimmunkomponente (45)
fUhren zu einer Elimination autologer
Plattchen aus dem Kreislauf. Die Al-
lo-AK lassen sich von den Patienten-
thrombozyten eluieren, obwohl diese
flr das Antigen negativ sind (46).
Mogliche Erklarung der Bindung der
AK an die Thrombozyten ist eine An-
lagerung von Immunkomplexen oder
eine Adsorption von Spender-GP an
die Patiententhrombozyten. Denkbar
ist auch eine pseudospezifische Im-
munantwort auf kreuzreagierende

Antikorper (47).

Testung auf thrombozytare AK:

Im Speziallabor gelingt in der Regel
der Nachweis der Thrombozyten-
AK im Patientenserum. Begleitende
HLA-AK kénnen den Testansatz sto-
ren. Deshalb ist z. B. der MAIPA zu
empfehlen. Das Ergebnis der Bestim-
mung der HPA-Merkmale beim Pati-
enten ergibt eine Abwesenheit des
Antigens, gegen welches der AK ge-

richtet ist.

Medikamente als Verursacher einer Immunthrombzytopenie
Medikamenten-assoziierte Autoimmun-Thrombozytopenie

Therapeutisch

wird der Einsatz von ivlg empfohlen
(48, 49). Thrombozytenkonzentrate

sind unwirksam (50).

5. Medikamentenbedingte
Immunthrombozytopenie (MIT)

Die MIT ist eine durch Medikamente
(Tabelle 5) oder deren Metaboliten
induzierte Thrombozytopenie, die ca.
7 Tage nach Ersteinnahme des Medi-

kaments auftritt. Bei Reexposition

Abciximab Acetaminophen Acetazolamid Allopurinol
Aminoglutethimid Amiodaron Amrinon Aspirin
Carbamazepin Carbenicillin Cefotiam Cefalotin
Cefamandol Chinin Chinidin Chlordiazepoxid
Chlorpheniramin Chlorthalidon Chlorthiazid Cimetidin
Cocain Codein Danazol Desipramin
Diazepan Divlofenac Difunisal Digitoxin
Diltiazem Eptifitabid Erythromycin Fenoprofen
Furosemid Gentamicin Goldsalze Heparin
Hydrochlorothiazid Hydroxychloroquin Imipramin Interferon
Isoniazid Ketoprofen Levamisol Lidocain
Meperidin Meprobamat Methicillin Methyldopa
Minoxidil Morphin Naproxen Nitrofurantoin
Nomifensin p-Aminosalicylséure Penicillamin Penicillin
Pentamidin Phenylbutazon Phenytoin Piperacillin
Piroxicam Procainamid Prochlorperazin Prothetazin
Ranitidin Rifampicin Spironolacton Sulfasalazin
Sulfonylharnstoffe Tetracyclin Thioguanin Tirofabin
Ticlopidin Trimethoprim/Sulfameth. Valpoinsdure Vancomycin
Tabelle 5

nach (66)




vergehen nur Stunden bis Tage.
Nach Absetzen des Medikaments
normalisiert sich die Thrombozyten-
zahl innerhalb von zwei Wochen.
1 von 100.000 Patienten mit Medika-
menteneinnahme  entwickelt eine
Thrombozytopenie. Differenzialdia-
gnostisch  mussen  krankheitsbe-
dingte Ursachen und Thrombozyten-
bildungsstérungen ausgeschlossen
werden. Als Sonderform wird eine
MIT unter Einnahme von GP lIb / llla
—Inhibitor-Therapie betrachtet. Die
Heparin-induzierte Thrombozytope-
nie (HIT) mit dem Risiko thromboem-
bolischer Komplikationen (siehe HIT

Il) ist ein eigenes Krankheitsbild.

Pathophysiologie:

Die Pathogenese der MIT ist bisher
nicht geklart. Die medikamentenbe-
dingten AK reagieren spezifisch mit
einem GP der Thrombozytenmem-
bran in Anwesenheit des ausl6-
senden Agens (Medikament oder

Medikamentenmetabolit).

Testung auf thrombozytéare AK:

Der Nachweis der AK ist schwierig.
Wird die Immunreaktion durch Meta-
boliten eines Medikaments ausge-
16st, gelingt er i.d.R. nicht. Um AK ge-
gen die GP bei der Testung erfassen
zu koénnen, sind in vitro deutlich ho-

here Konzentrationen des Medika-

ments erforderlich als beim thera-

peutischen Einsatz.

6. Heparin-induzierte Throm-
bozytopenie Typ Il (HIT II)

Die HIT Il ist eine geféhrliche immu-
nologische Komplikation einer Hepa-
rintherapie. Heparin-induzierte AK
verursachen neben einer gesteiger-
ten Plattchendestruktion mit Throm-
bozytopenie  eine  intravaskulare
Thrombozytenaktivierung verbunden
mit erhdhter Thrombinbildung. Die
HIT Il ist eine erworbene Form einer
Thrombophilie. Von der HIT Il muss
die HIT | abgegrenzt werden, bei der
es zu Beginn einer Heparintherapie
auBerhalb eines Immungeschehens
zum reversiblen Abfall der Thrombo-
zyten kommt. Der Zustand ist selbst-
limitierend. Die HIT II tritt bei 0,3 bis
3,0 % der Patienten auf, die mit He-
parin behandelt werden (63, 64, 68).
Die Patienten haben ein hohes Risiko
vendser (tiefe Venenthrombosen,
evitl. mit Lungenembolie) und arteriel-
ler (periphere arterielle Ischamie der
unteren  Extremitaten) GefaBver-
schltisse. Betroffen sind besonders
weibliche Patienten mit orthopa-
dischen oder kardiochirurgischen
Eingriffen, die mit unfraktioniertem
Heparin behandelt werden (63). Das
Leitsymptom ist ein Thrombozyten-
abfall auf 50 % des Ausgangswertes

(relative Thrombozytopenie) 5-10 Ta-

ge nach Beginn der Heparintherapie.
Allerdings haben 10 bis 15 % der HIT-
Patienten Thrombozytenwerte von
mehr als 150x10%/I (63). Deshalb ist
auf die Thrombozytenkinetik zu ach-
ten. Bei Reexposition kann der Pati-
ent, wenn noch zirkulierende HIT-AK
vorhanden sind, schneller mit einem
Thrombozytensturz (rapid-onset-HIT)
und ggf. thromboembolischen Kom-

plikationen reagieren.

Pathophysiologie:

Der Plattchenfaktor4 (PF4) ist das
wichtigste Antigen der HIT (67). Der
PF4 ist ein kdpereigenes Protein. Er
kann mit Heparin einen Immunkom-
plex bilden, der die Exprimierung von
Krypt-oder Neoantigenen zur Folge
hat. Die dagegen gerichteten HIT-AK
sind meist AK vom IgG-Typ (67). Sie
binden als HIT-AK-PF4-Heparin-
Komplex Uber Fc-Rezeptoren an der
Thrombozytenoberflache. Im Ergeb-
nis dieses komplexen Geschehens
kommt es
e zur Aktivierung der Thrombo-
zyten,

e zur Neutralisierung von Heparin
durch Bindung an den PF4,

e zur Freisetzung thrombozytarer
Mikropartikel,

e zur Endothelzellaktivierung mit
Freisetzung von Tissue-Faktor,

der die Thrombinbildung weiter

steigert,
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Wahrscheinlichkeitskriterien

der HIT-Verdacht

basiert auf folgenden
Kriterien

Thrombozytopenie

niedrigster Wert = 20 GPT und
> 50 % Abfall

niedrigster Wert 10-19 GPT oder
30-50 % Abfall

niedrigster Wert < 10 GPT
oder < 30 % Abfall

Tag des Auftretens des
Thrombozyten-Abfalls

Tag 5-10 oder =< 1 bei friiherer
Heparintherapie (innerhalb der
letzten 30 Tage)

unbekannt, aber kdnnte zur HIT pas-
sen bzw. > Tag 10 bzw. = Tag 1 bei
friherer Heparintherapie (innerhalb
der letzten 30 bis 90 Tage)

Tag < 4 (keine friihere
Heparintherapie)

Thrombosen oder
andere Komplikationen

gesicherte neue Thrombose,
Hautnekrosen, anaphylaktische
Reaktion (anaph. Reaktion nach
Heparinbolus)

Fortschreitende oder rezidivierende
Thrombose, Verdacht auf Thrombose
(noch nicht bestatigt) oder nicht
nekrotisierende Hautlasionen

keine Komplikationen

andere Griinde fir den
Thrombozytenabfall

keine

denkbar

definitiv

Wahrscheinlichkeits-

6-8 Punkte hoch

4-5 Punkte mittel

0-3 Punkte gering

Score

Tabelle 6
nach (62)

e und zur Makrophagen-/Mono-
zytenaktivierung.
Eine Thrombose oder Embolie bei

Thrombozytopenie entsteht.

Testung auf thrombozytare AK:

Test zum Nachweis der HIT-AK die-
nen der Sicherung einer klinischen
Verdachtsdiagnose, Wahr-
scheinlichkeit mit dem 4T-Score (38)
(Tabelle 6) ermittelt wird. Funktio-

deren

nelle und immunologische Tests er-
génzen einander. Die AK sind bis zu

3 Monate im Blut nachweisbar (65).

Bei Patienten mit HIT-1I-Symptoma-

tik (Thrombosen oder Embolien) fin-

den sich meist AK der Klasse IgG.
Ein funktioneller Test ist zur Feststel-
lung einer Kreuzreaktivitat der HIT-
AK mit niedermolekularem Heparin
oder Danaparoid in vitro erforderlich
(38). Ein Screening bei asymptoma-

tischen Patienten ist nicht sinnvoll.

Therapeutisch

ist bereits bei einem begrindeten
Verdacht auf eine HIT Il ein Absetzen
des Heparins unumganglich. Alterna-
tiv stehen modifiziertes Heparinoid
(Danaparoid), niedrigmolekulare He-
parine oder Hirudin zur Verflgung.
Eine Kreuzreaktivitdt der HIT-AK ist

maglich. Die medikamentdse Thera-

pie mit Thrombininhibitoren (Argatro-

ban) soll die erhdhte Thrombinbil-

dung stoppen.

Die Literaturhinweise finden Sie
im Internet zum Download unter:
www.drk-haemotherapie.de






