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Granulozytenantigene

Derzeit unterscheidet man funf
Antigengruppen auf neutrophilen
Granulozyten. Das erste granulo-
zytenspezifische Antigen (NAI,
heute HNA-1a) wurde 1960 im Zu-
sammenhang mit einem Fall von
Neonataler Immunneutropenie (NIN)
von Lalezari beschrieben. Dieses
Antigen liegt auf dem klinisch be-
deutendsten immunogenen Granu-
lozyten-Clykoprotein, dem Fcy-Re-
zeptor Illb (CDl6b). Auf dem
Rezeptor liegen noch zweil weitere
Antigene (HNA-1b und HNA-lc).
Autoantikérper gegen Cranulozyten
erkennen haufig Epitope der HNA-

la-Variante.

HNA-2a (frither NB1) ist auf einem
granulozytenspezifischen Clykopro-
tein lokalisiert, dessen genaue Funk-
tion noch unbekannt ist. Eine Beson-
derheit dieses Clykoproteins ist
seine heterogene Expression, d.h.
in einem Individuum existieren ne-
beneinander zwei Subpopulationen
von neutrophilen Granulozyten, sol-
chen, die HNA-2a tragen und ande-

ren, die es nicht tragen.
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Granulozytenantigene

Antigen

alte Bezeichnung Lokalisation

Hiufigkeit %

HNA-Ia NAI

Fcy Rezeptor lllb = CDIéb 58

-1b NA2 88
-lc SH 5
HNA-2a NBI NBI GP = CD177 97
HNA-3a 5b GP 70-95 97
HNA-4a Mart CDlIb 99
HNA-5a Ond CDlla 92

Antikérper gegen das Antigen
HNA-3a (friher 5b) werden oft im
Zusammenhang mit schweren Féllen
von transfusionsassozilerter akuter
Lungeninsuffizienz (TRALI) gefun-
den. Die molekulare Grundlage die-

ses Antigens ist noch nicht geklart.

HNA-4a und HNA-5a sind hochfre-
quente Antigene, die auf Integrinen
lokalisiert sind. Sie sind jeweils das
Resultat einer Punktmutation. Anti-
korper gegen die antithetischen Al-

lele sind bisher nicht beschrieben.

Literatur:

Bux J: Granulocyte immunology.
Wien Klin Wochenschr 2001; | 13: 799-805

Nachweismethoden fiir
Granulozytenantikorper

Zum Nachweis von Granulozyten-
antikorpern hat sich in internationa-
len Workshops eine Kombination
mehrerer Methoden als Goldstan-

dard durchgesetzt.

Beim Granulozytenagglutina-
tionstest (GAT) nutzt man die Fa-
higkeit granulozytarer Antikorper,
(Test-)Granulozyten direkt zu ag-
gregieren, d.h. ,/Agglutination” ist
eigentlich nicht die korrekte, jedoch
historisch gewachsene Bezeich-

nung. In diesem Test werden Test-
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granulozyten mit dem zu untersu-
chenden Serum auf einer Mikroti-
terplatte inkubiert. Die Aggregation
bendtigt einige Stunden und wird an
einem Umkehrmikroskop beurteilt.
Insbesondere Antikorper gegen
das Antigen HNA-3a, das eine be-
deutende Rolle bei der Auslosung
einer TRALI-Reaktion spielt, lassen
sich in diesem Test am besten nach-

weisen.

Andererseits induzieren nicht alle
Cranulozytenantikérper eine Aggre-
gation. Im Granulozytenimmunflu-
oreszenztest (GIFT) werden daher
mit Hilfe eines fluoreszenzmarkierten
Sekundarantikérpers membrange-
bundene Antikérper nachgewiesen.
Die Auswertung erfolgt mittels Durch-
flusszytometer oder im Fluoreszenz-
mikroskop. Die Auswertung mit dem
Fluoreszenzmikroskop ist zwar auf-
wandiger und benotigt viel Erfah-
rung, ist aber nach den Ergebnissen
der Internationalen Workshops fur
Cranulozytenimmunologie vorzu-
ziehen. Die Mikroskopie ermdglicht
es namlich im Gegensatz zur Durch-
flusszytometrie, falsch positive Flu-
oreszenzsignale, die von zerstorten
Zellen stammen, als solche zu er-
kennen. Ferner kann man im Mikro-
skop durch das Fluoreszenzmuster
haufig membrangebundene Granu-

lozytenantikorper von einer unspe-

zifischen Anlagerung von Immun-
komplexen tuber Fcy-Rezeptoren
unterscheiden. Der GIFT lasst durch
die Wahl des Sekundéarantikérpers
auch die Unterscheidung zwischen

IgG-, IgM- und IgA-Antikorpern zu.

Um schlieBlich granulozytenspezi-
fische Antikorper von HLA-Antikor-
pern unterscheiden zu kdénnen, wird
noch ein Lymphozytenimmun-
fluoreszenztest (LIFT) durchge-
fihrt. Der Testaufbau ist dem GIFT
analog, die Auswertung erfolgt hier
mittels Durchflusszytometer, da die
Lymphozyten sehr stabil sind und in
der Mehrzahl keine Fc-Rezeptoren

tragen.

Die hierzu notwendigen typisier-
ten Testzellen mussen wegen ihrer
kurzen Haltbarkeit in vitro fir die
Untersuchungen jeweils frisch aus

Spenderblut isoliert werden.

Die Antigenspezifitdit der in den
Suchtests identifizierten Antikorper
wird, wenn moglich, in einem gly-
koproteinspezifischen ELISA (Mo-
noclonal Antibody Immobiliza-
tion of Granulocyte Antigens =
MAIGA) bestimmt. Dies ist prinzipi-
ell mit allen Antigenen bzw. zugrun-
deliegenden Proteinen moglich, fur
die monoklonale Antikérper zur Im-

mobilisation des Antigens an die Mi-

krotiterplatte zur Verfiigung stehen
(HNA-1, -2a, -4a, -5a). Lediglich HNA-
3a-Antikorper konnen nicht nachge-
wiesen werden, weil keine monoklo-
nalen Antikoérper zur Verfugung
stehen. Da der ELISA sehr aufwan-
dig ist, eignet er sich nicht als Anti-

kérpersuchtest.

Literatur:

Bux J: Challenges in the determination
of clinically significant granulocyte antibodies
and antigens. Transf Med Rev X No. 3 : 222-

232, 1996; Bux J, Kober B, Kiefel V, Mueller-
Eckhardt C:Analysis of granulocyte-reactive
antibodies using an immunoassay based upon
monoclonal antibody-spec. immobilization of
granulocyte antigens (MAIGA). Transf Med
1993; 3:157-162

Autoimmunneutropenie
(= Autoimmungranulo-
zytopenie)

Primare

Autoimmunneutropenie

Im Cegensatz zur sekundaren
Form tritt die primare Autoimmun-
neutropenie (AIN) nicht im Gefolge
einer bereits bestehenden Grund-
erkrankung auf. Am haufigsten wird
sie bei Kindern im Alter von 5-15
Monaten diagnostiziert, kann jedoch
schon bei ein Monat alten Sduglin-
gen auftreten. Mit zunehmendem

Lebensalter tritt die AIN seltener




auf. Die Inzidenz liegt bei 1 Fall auf
100.000 Einwohner und ist damit
zehnmal hoher als die der angebo-
renen Granulozytopenie (Kostmann-
Syndrom u. a.). Warum die Patienten
granulozytare Autoantikorper bil-
den, ist unklar. Eine vorausgehende
Infektion, wie sie hdufig bei der
kindlichen ITP beobachtet wird, ist
fir die AIN nicht typisch. Die Patien-
ten leiden an rekurrierenden Infek-
ten. Meist handelt es sich um milde
Infektionen wie eine Mittelohrent-
zindung, schwerwiegende Infektio-
nen wie eine Pneumonie, Meningitis
oder Sepsis treten bei 5% der be-
troffenen Kinder auf. Allerdings kon-
nen durch das wiederholte Auftre-
ten auch milde Infektionen zu einer
bleibenden Beeintrachtigung des
Patienten, z. B. Taubheit, fithren. Die
Erkrankung zeigt einen selbstlimi-
tierenden Verlauf mit einer Spontan-
remission nach 1 bis 2 Jahren Dauer.
In ca. 5 -10% der Falle bleibt die
Spontanremission aus, und die AIN
besteht iber das 3. Lebensjahr hin-
aus. Bei diesen Patienten persistiert
die AIN haufig sehr lange, unter
Umstanden lebenslang. Allerdings
nimmt mit zunehmender Ausreifung
des Immunsystems die Infektionsra-

te ab.

Bei erwachsenen Patienten wird
deshalb die primdre AIN nicht selten
mehr zufallig entdeckt, wenn z. B. im
Rahmen einer Operationsvorberei-
tung ein Differentialblutbild gemacht
wird. Im Gegensatz zur primaren
AIN im Kleinkindesalter sind Spon-
tanremissionen bei Erwachsenen
eher die Ausnahme. Die Behandlung
besteht im Kindesalter in der pro-
phylaktischen Gabe eines Antibioti-
kums; bel ernsten Infektionen oder
anstehenden Operationen mit hohem
Infektionsrisiko wurde G-CSF (5
ug/kg KG) mit Erfolg eingesetzt.
Eine dauerhafte Gabe von G-CSF ist
jedoch, von Ausnahmen abgesehen,
nicht indiziert. Im Erwachsenenalter
ist gewohnlich eine symptomatische
Behandlung der auftretenden Infek-

tionen ausreichend.

Immunhédmatologische Diagnostik:
Kinder: mindestens 2 ml EDTA-Blut

Erwachsene: mindestens 7 ml EDTA-Blut

Literatur:

Bux J, Behrens G, Jdger G, Welte K: Primary
autoimmune neutropenia in infancy: Analysis
of 240 cases. Blood 91:181-186, 1998;
McCullough |, Clay ME, Thompson

HW. Autoimmune granulocytopenia.
Bailliere's Clinical Immunology and Allergy
1987;1:303-326. Lalezari P, Khorshidi M,
Petrosova M. Autoimmune neutropenia of
Infancy. | Pediatr 1986;109:764-9.

Sekundire

Autoimmunneutropenie

Diese tritt im Gefolge einer bereits
bestehen Grunderkrankung auf.
Typischerweise sind dies Autoim-
munerkrankungen wie die Immun-
thrombozytopenie und/oder die Au-
toimmunhamolytische Andmie, der
systemische Lupus erythematodes,
die rheumatoide Arthritis, das Fel-
ty-Syndrom oder Malignome wie
Lymphome und Leukamien oder
Infektionskrankheiten wie die Ep-
stein-Barr-Virus-Infektion. Zu den se-
kundaren Formen zahlt man auch die
durch Medikamente (B-Lactam-Anti-
biotika, Analgetika, Malariamittel,
Thyreostatika u.a.) ausgeloste AIN.
(Medikament-induzierte AIN)

Immunhédmatologische Diagnostik:
Kinder: mindestens 2 ml EDTA-Blut

Erwachsene: mindestens 7 ml EDTA-Blut

Literatur:

Stroncek DF. Drug-induced immune
neutropenia. Transfusion Medicine Reviews
1993,7:268-274; Shastri A, Logue GL.
Autoimmune neutropenia. Blood
1993,81:1984-1995; Bux J, Kissel K,

Nowak K Spengel U, Mueller-Eckhardt C:
Autoimmune neutropenia: clinical and
laboratory studies in 143 patients. Annals of
Hematology 63:249-252, 1991
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Fallbeispiel

[-jahriges Mddchen hat schon mehrere Mittelohrentziindungen durchgemacht.

Die Zahl der neutrophilen Granulozyten im Blut liegt unter 500/ pl. Im Plasma

der Patientin kénnen Autoantikérper nachgewiesen werden, die bevorzugt mit

HNA-a-positiven neutrophilen Granulozyten reagieren.

Diagnose:

Primdre Autoimmunneutropenie. Die Spezifitdt der Autoantikérper fir das HNA-I a-

Neonatale

Immunneutropenie (NIN)

Die neonatale Immunneutropenie
(NIN) wird gewohnlich durch granu-
lozytare Alloantikorper der Mutter
hervorgerufen, die sie wahrend der
laufenden oder bei vorausgegange-
nen Schwangerschaften gebildet hat.
In seltenen Féallen kénnen auch miit-
terliche Autoantikorper zu einer Neu-
tropenie des Neugeborenen fithren.
Die Alloantikérper sind gegen ein
Antigen gerichtet, das die Mutter
selbst nicht auf ihren Granulozyten
exprimiert. Die Antikérper treten
wahrend der Schwangerschaft dia-
plazentar von der Mutter auf den
Feten iber, wo sie zu einem ver-
mehrten Abbau der peripheren feta-

len Cranulozyten fithren. Die Inzidenz

Antigen ist typisch fur diese Erkrankung.

liegt bei ca. 1:2000 Geburten. In
utero sind die neutropenischen Feten
noch vor Infektionen geschiitzt, die
sich nach Geburt haufig zundchst in
einer Nabelentziindung und/oder
bakteriellen Hautentziindung manifes-
tieren. Bel etwa 20% der Neugebo-
renen kommt es zu schwerwiegen-
den Infektionen. Bel nachfolgenden
Kindern vom gleichen Vater schwankt
die Auftretenshaufigkeit zwischen 50
und 100 %. Bei einem Neugeborenen
mit NIN sollte eine Infektprophylaxe
mit einem Antibiotikum eingeleitet
werden. Ublicherweise bildet sich
die Granulozytopenie nach 1-2 Mo-
naten spontan zuruck. In seltenen Fal-
len kann sie jedoch bis zu 6 Monaten
anhalten. Verantwortlich hierfiir wer-
den die verminderte Knochenmark-

reserve des Neugeborenen sowie

Granulozytenimmunfluoreszenztest
HNA-| a-positive Testgranulozyten +
Patientenserum

die Schadigung von myelopoetischen
Vorlauferzellen durch bestimmte Al-
loantikérper (v.a. Anti-HNA-2a) ge-
macht. Die Gabe von G-CSF fiihrt
haufig zu einem raschen Anstieg der

Granulozytenzahl.

Immunhédmatologische Diagnostik:

Neugeborenes: mindestens | ml EDTA-
Blut
Mutter: |0 ml Nativblut (,Serum-
réhrchen”) + mindestens
7 ml EDTA-Blut
Vater: mindestens 3 ml EDTA-
Blut (Blutbildréhrchen)

Literatur:

Bux J, Jung KD, Kauth T, Mueller-Eckhardt C: Se-
rological and clinical aspects of granulocyte anti-
bodies leading to alloimmune neonatal neutro-
penia. Transfusion Medicine 2:143-149, 1992.
Lalezari P Alloimmune neonatal neutropenia.
Bailliere's Clinical Immunology and Allergy
1987;1:443-452.
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Fallbeispiel

Bei einem frilhgeborenen Madchen
mit Nabelentziindung fallt eine
Neutropenie auf, die 4 Wochen nach

der Geburt immer noch besteht.

DD:

Schwere Congenitale Neutropenie
(Kostmann-Syndrom)

Neonatale Immunneutropenie

(NIN)

Die Untersuchung von mutterlichem
und kindlichem Plasma im Granulo-
zytenagglutinationstest (GAT) und
Granulozytenimmunfluoreszenztest
(GIFT) zum Nachweis granulozytenre-
aktiver Antikorper ergibt folgende Er-

gebnisse:

Testgranulozyten A:
HNA-la (+), Ib (-)

Testgranulozyten B:
HNA-la (-), Ib (+)

GAT, Plasma der Mu_tter

GAT, Plasma der Mutter

positiv

GIFT, Plasma der Mutter

stark positiv

GIFT, Plasma des Kindes

deutlich positiv

negativ

GIFT, Plasma der Mutter

maBig positiv

GIFT, Plasma des Kindes

schwach positiv

2005

Ausgabe 4

himotherapie




Nordrhein-Westfalen, Rheinland-Pfalz, Saarland

REGIO-NEWS ++ REGIO-NEWS ++ REGIO-NEWS ++ REGIO-NEWS ++ REGIO-NEWS ++ REGIO-NEWS ++ REGIO-NEWS ++ RI

2005

Ausgabe 4

himotherapie

Im glykoproteinspezifischen ELISA
(MAIGA) koénnen diese Antikorper
naher spezifiziert werden: sie rea-
gieren mit dem auf dem Fcy-Rezep-

tor Illb lokalisierten Antigen HNA-

PCR-Typisierung der
Fcy-Rezeptor llib-Allele

la und HLA Klasse [-Molekiilen. Die
schwach positiven Reaktionen im
GIFT mit den HNA-1b-homozygoten
Granulozyten sind auf die zusatzlich

vorhandenen HLA-Antikorper zurtick-

zufiihren. Die Bestimmung der Fcy-

Rezeptor IlIb-Allele in der Familie

ergibt folgende Konstellation:

Nr. HNA-la (NAI) HNA-Ib (NA2)
| Mutter negativ positiv
2 Vater positiv negativ
3 Kind positiv positiv

Damit ist die bestimmte Antikor-
persperzifitdt schlissig, die Mutter
hat sich an ihrem Kind gegen das
Merkmal HNA-la, das sie selbst
nicht tragt, immunisiert. Die Konstel-
lation ist typisch fiir eine Neonatale
Immunneutropenie. Das Wiederho-
lungsrisiko liegt in diesem Falle bei
100%, da der Vater homozygot fiur
das Merkmal HNA-1a ist.

Therapievorschlag: durch Gabe
von G-CSF die kindliche GCranulo-
zytenproduktion anregen, dadurch
wird eine beschleunigte Elimination
der mitterlichen Antikérper er-

reicht.

In weniger gravierenden Féllen ist
die prophylaktische Gabe von Anti-

biotika ausreichend.

Transfusionassoziierte akute Lun-

geninsuffizienz (TRALI)

Die transfusionsassoziierte akute
Lungeninsuffizienz ist eine seltene,
jedoch oft lebensbedrohlich verlau-
fende Transfusionsreaktion. Die typi-
sche TRALI-Reaktion ist gekenn-
zeichnet durch eine wahrend oder

innerhalb von 6 Stunden nach Trans-




fusion akut auftretende Atemnot
sowie ein beidseitiges in der Ront-
genthoraxaufnahme nachweisbares
Lungenddem. Eine den Befund er-
klarende kardiogene Ursache oder
Volumenuberladung liegt nicht vor.
Etwa 80% der typischen TRALI-
Reaktionen werden durch granulo-
zytenreaktive Antikorper (HLA-Anti-

koérper, granulozytenspezifische An-

stitium. In seltenen Fallen wird der
ursdchliche Antikérper vom Patien-
ten gebildet, der dann mit den trans-
fundierten Granulozyten reagiert,
z.B. bei Cranulozytentransfusionen
oder bel Transfusion nicht-leuko-
zytendepletierter Blutprodukte. In
etwa 20 % der typischen TRALI-Falle
kann man keine leukozytaren Anti-
kérper nachweisen: nicht-immuno-

gene TRALI-Reaktion. Man nimmt an,

tikérper) ausgelost: Immunogene
TRALI-Reaktion. Die Antikorper lie-
gen in der Regel beim Spender vor
und wurden dem Patienten mit Plas-
ma- oder Thrombozytenpraparaten
transfundiert. Die transfundierten
Antikorper aktivieren und/oder ag-
glutinieren die Granulozyten des
Empféangers, die im Kapillarbett der
Lungenstrombahn hdngen bleiben.
Dort setzen die aktivierten Granulo-
zyten toxische Enzyme und Sauer-
stoffradikale frei, die das Kapillar-
endothel schidigen mit der Folge

eines Plasmatuibertritts in das Inter-

dass diese Falle durch Zytokine,
biologisch aktive Lipide und andere
Mediatoren hervorgerufen werden,
wie sie bel Lagerung von zellularen
Blutprodukten entstehen koénnen.
Dass TRALI-Reaktionen nicht regel-
haft bei Vorliegen von leukozytaren
Antikérpern oder granulozytenakti-
vierenden Mediatoren auftreten,
liegt daran, dass die Patienten fir die
Entwicklung der TRALI-Reaktionen
disponiert sein miussen (,two hit
model”). Dabeil entspricht dem

first hit" ein schweres Trauma, eine

Fallbeispiel

Ein 45-jdhriger Patient, aktiver Sportler; erhdlt nach einer Operation mehrere Blutprodukte, darunter Frischplasmen, transfun-

Operation, eine Infektion oder eine
fortgeschrittene chronische Erkran-
kung. Der ,,second hit" besteht dann
in der Transfusion eines Blutproduk-
tes, das Antikorper gegen Leuko-
zyten enthalt. So treten TRALI-Reak-
tionen zumeist bei transfundierten
Unfallverletzten, intra- oder post-
operativ sowie auf Intensivstationen

auf.

Immunhdmatologische Diagnostik:
10 ml Nativblut (,, Serumrdhrchen®) und

mindestens 5 ml EDTA-Blut vom Patien-
ten sowie dllen involvierten Blutspendern
bzw. Proben von allen involvierten Blutpro-

dukten.

Literatur:

Bux J. Transfusion-related acute lung injury:
a neglected but life-threatening transfusion
reaction. Infusion Therapy and Transfusion
Medicine 2002;29:27 1-276; Popovsky MA.
Transfusion-related acute lung injury. Current
Opinion in Hematology. 2000;7:402-407.

diert. Noch wahrend der Transfusion sinkt die Sauerstoffsattigung im Blut stark und der Patient muss kiinstlich beatmet werden.

Er entwickelt ein beidseitiges Lungenddem, und das Blutbild zeigt einen starken Abfall der zuvor normalen Leukozyten- und

Thrombozytenzahlen. Eine kardiale Ursache fiir das Lungenddem kann nicht nachgewiesen werden. Unter kinstlicher Beat-

mung und Gabe von Katecholaminen und Kortikosteroiden normalisiert sich sein Zustand innerhalb von 2 Tagen.
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Da das Klinische Bild typisch fiir eine TRALI-Reaktion ist, wird eine Untersuchung auf granulozytenreaktive Antikdrper veranlasst.

Der Patient und die Spender der Frischplasmen werden untersucht. Beim Patienten werden keine Antikorper gefunden, aber

einer der Plasmaspender, eine Mutter von 3 Kindern, weist starke Antikérper auf, die mit Granulozyten und Lymphozyten rea-

gieren. Eine Kreuzprobe mit den Granulozyten und Lymphozyten des Patienten ergibt ebenfalls starke Reaktionen, insbesonde-

re im Granulozytenagglutinationstest.

Kreuzprobe:
Patientengranulozyten
mit Spenderplasma

Granulozyten-
agglutinationstest

stark positiv

Lymphozytenimmunfluoreszenztest

Granulozyten-
immunfluoreszenztest

stark positiv

céﬂ I 2 3 4 HHH“‘*HM‘ T
10 10 10 10 10 100 10! 107 10° 10°

Anti-1gG FITC Anti-1gG FITC Anti-gG FITC
Kreuzprobe Negativ-Kontrolle Positiv-Kontrolle

Im glykoproteinspezifischen ELISA (MAIGA) kénnen diese Antikorper eindeutig als HLA-Klasse |-Antikorper identifiziert werden.

Zusammenfassend ist dieser Fall ty-
pisch fiir eine immunogene TRALI-
Reaktion: Spenderin des auslosen-
den Blutproduktes ist eine Frau, die
nach mehreren Schwangerschaften

HLA-Antikdrper gebildet hat. Da in

diesem Fall die HLA-Antikérper auch
in der Lage sind, Granulozyten zu
aggregieren (das ist nicht regelhaft
bei HLA-Antikérpern so), sind sie
dann gefdhrlich, wenn sie auf das

dazu passende Antigen, das der Pati-

ent in diesem Fall hat, stoB3en. Die
Aggregate bleiben im Kapillarbett
der Lunge hangen, wo sie ein Lun-

genddem hervorrufen.




