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l. Einleitung

TRALI

Definition:

Das europaische Hamovigilanznetzwerk

definiert

transfusionsassoziierte

Lungeninsuffizienz als eine pulmonale Transfusionsreaktion, bei der es innerhalb von

sechs Stunden nach Transfusion zu Dyspnoe und bilateraler Lungeninfiltration im

Thoraxrontgenbild kommt. Die Reaktion ist klinisch nur schwer abzugrenzen von akutem

Lungenversagen, das seine Ursache nicht in der Transfusionsreaktion hat.

Klinisches Bild:

Es handelt sich um eine akute Lungeninsuffizienz mit Lungendédem, Zyanose, rasch

Sl 52
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Abbildung 1: Das Bild zeigt den histologischen Befund eines
Patienten, der TRALI mit letalem Ausgang erlitt. Zu erkennen sind
Extravasate aus Neutrophilen in den Alveolen und terminalen
Bronchioli (blaue Pfeile), interstitielles und intraalvolares
Lungenddem. Mit Toluidin-Blau und Farbung nach John sind
dilatierte mit Granulozyten geflillte Kapillaren und Alveolen sichtbar
gemacht ( gelbe Pfeile ) (Christopher C Silliman, Daniel R Ambruso,
und Lynn K Boshkov 2005).

einsetzender Tachypnoe, Dyspnoe und Temperaturerhbhung um mehr als 1 ° Celsius.

Auskultatorisch findet sich ein

diffuses Knistern und
abgeschwachte
Atemgerausche.(M A

Popovsky & S B Moore 19853;
Holness et al. 2004)

Histologie:

Das  Zusammenspiel von

Neutrophilen, Endothelzellen
und einem oder mehreren

Auslosern mundet in TRALI,

gepragt  durch Endothel-
zellschaden, mit  erhohter
Permeabilitat des Kapillar-

strombettes der Lunge und

Lungenddem, wie in Abbildung 1 zu erkennen ist (M A Popovsky 1996: P M Kopko und P

V Holland 1999; Toy und Gaijic 2004).



Diagnose:

Die Diagnosekriterien in Europa gelten mit zwei Erganzungen auch fur den

nordamerikanischen Raum.

Diagnosekriterien nach dem European Haemovigilance Network :

Akute Ateminsuffizienz

Beidseitige Lungeninfiltrate im Thorax-Roéntgenbild

Auftreten der Symptome innerhalb von sechs Stunden nach einer
Transfusion

Ausschluss von Transfusion-Associated Circulatory Overload (TACO)

und kardiogenem Lungenddem

Nach dem nordamerikanischen TRALI Consensus Conference Committee werden

folgende Kriterien zusétzlich bendétigt:

Hypoxamie mit (PaO./FiO, <300 mmHg oder Sauerstoffsattigung
<90% , beziehungsweise klinische Hinweise dafur)
Die Akute Lungeninsuffizienz muss neu aufgetreten sein und es
dirfen keine anderen Ursachen fiur akute Lungeninsuffizienz
vorliegen. Dazu gehoren nach ,M. Muller®, 2009:
Protrahierter Schock, Thoraxtrauma, Polytrauma, Disseminierte
Intravasale Gerinnung (DIC), sehr belastende Operation.
Inhalation von Reizgasen (Rauchgase, O,, Ozon), Hyperbarer
Sauerstoff, HOhenkrankheit, grof3flachige Verbrennungen,
Intoxikationen (Paraquat, Narkotika)
Inokulation von Flussigkeiten in die Lunge (z.B. Ertrinken,
Aspiration von Magensaft)

- Lungenembolie (Thrombus, Fettembolie), Fruchtwasserembolie

Differenzialdiagnostik:

Bei Patienten mit Lungeninsuffizienz nach Transfusion sind folgende pulmonale

Transfusionsreaktionen in Betracht zu ziehen:

Transfusionsbedingte Herzinsuffizienz durch Volumeniiberladung:

Sie entwickelt sich innerhalb von Minuten bis Stunden und aufRert sich als Ateminsuffizienz



durch Tachypnoe, Tachykardie, Hypertonie und Zyanose. Bei forcierter Diurese und
Unterstitzung der Atmung kommt es zu rascher Besserung (Mark A Popovsky 2002; M A
Popovsky 1996).

Transfusionsassoziierte anaphylaktische Reaktionen:

Durch den Bronchospasmus kommt es zu Atemnot in Verbindung mit exspiratorischem
Stridor, Zyanose, Tachypnoe und Hypotonie. Erytheme und Odeme in Begleitung von
Urtikaria treten mit Betonung an Kopf und Rumpf auf. Die Reaktion tritt rasch wahrend der

Transfusion auf. Ausgelost werden kann sie durch jede eiweishaltige Blutkomponente.

Reaktionen auf bakteriell kontaminierte Blutprodukte

Eine septische Reaktion mit Tachypnoe und Ateminsuffizienz kann TRALI &hneln (Van
Buren et al. 1990).

Transfusionsassoziierte Dyspnoe TAD

Héaufigkeit:

Nach dem Bericht der britischen, amerikanischen und deutschen Meldestelle fir
Transfusionsnebenwirkungen war TRALI bis vor kurzem die haufigste Ursache flr
gravierende transfusionsassoziierte Nebenwirkungen (Holness et al.. 2004; Stainsby et al.
2006; Keller-Stanislawski et al.. 2009).

Nach dem aktuellen Bericht des Paul-Ehrlich-Instituts, der deutschen Meldestelle fir
Transfusionszwischenfalle, liegt die Haufigkeit bei 1:65.000 fur die Transfusion von
gefrorenem Frischplasma sowie bei 1:2.266.000 fur Erythrozytenkonzentrate. Die Letalitat
bei TRALI betragt nach deutschen, franzdsischen und englischen Hamovigilanzdaten bis
zu 20% (Keller-Stanislawski et al. 2009).

Pathogenese:

TRALI kann durch unterschiedliche Inhaltsstoffe von Blutprodukten ausgelost werden.
Entsprechend dem auslosenden Agens wurde zwischen immunogener und nicht
immunogener TRALI unterschieden.

Neuere Betrachtungsweisen gehen davon aus, dass das Zusammenwirken mehrerer
Faktoren die Reaktion auslost. Dabei scheint es schwierig zu sein, zwischen rein

immunogener und nicht immunogener TRALI eine klare Trennlinie zu ziehen. Vielmehr
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wird von einer Summe von Reizen gesprochen, die zusammen genommen die
Effektorzellen von TRALI aktivieren und die Reaktion auslésen (Jurgen Bux & Ulrich J H
Sachs 2007).

Pathohysiologie:

Das Kapillarstrombett der Lunge ist ein Netzwerk aus den engsten Kapillaren des Korpers.
Wahrend der Lungenpassage durchstromen Blutzellen mehrere Alveolarwande und dabei
mehr als 50 kapillare Segmente. Diese Segmente mit einem durchschnittlichen
Durchmesser von 2-15 ym zeichnen sich durch einige hdmodynamische Besonderheiten
aus.

Ungefahr die Halfte dieser Segmente ist enger als der Durchmesser der durchstromenden
Neutrophilen. Daher mussen diese ihre kugelige Form zu einer langlich-ovalen verandern,
um passieren zu kénnen. Die Zeit, die fur diese Verformung benétigt wird, ist im Vergleich
zu Erythrozyten mit einem ahnlichen Durchmesser, aber diskoider Form wesentlich langer,
da diese sich falten kdnnen. Daraus resultiert eine wesentlich erhdhte Passagezeit von
etwa 26 s verglichen mit 1,4 bis 4,2 s bei Erythrozyten (Doerschuk 1999; Worthen et al.
1989).

In der Folge kommt es dabei zu einer Anstauung von Neutrophilen in der
Lungenstrombahn, die ungefahr 28 % der zirkulierenden Neutrophilen enthalt (Peters
1998).

Interaktion von Endothelzellen und Neutrophilen in der Lunge:

1. Sequestration von voraktivierten Neutrophilen:
Wahrend dieses Durchpressens durch die Lungenstrombahn ist die Kontaktzeit und
-Flache mit dem Endothel der Kapillaren wesentlich erhoht. Endothelzellen und
Neutrophile beeinflussen sich dabei durch ihre Oberflachenproteine und ausgeschiittete
Mediatoren.
Nur in der Lunge finden Sequestration und Diapedese der Neutrophilen hauptsachlich im
Kapillarbett statt. In anderen Organen sind diese Vorgange spezifisch fur postkapillare
Venoulen (Downey et al. 1993; W L Lee und Downey 2001; Lien et al. 1987). Das

bekannte Modell der Rekrutierung von Neutrophilen in postkapillaren Venoulen mit:



Aktivierung des Endothels
Anziehen von Leukozyten
Entlang rollen an der GefalRwand

Haften an der GefalRwand und

o 0N =

Emigration

kann allein schon wegen der geschilderten hamodynamischen Besonderheiten nicht

uneingeschrankt gelten (Burns et al. 2003; Reutershan & Klaus Ley 2004)

2. Priming:

Bestimmte Reize bedingen eine Voraktivierung der Neutrophilen, genannt Priming. Dabei
werden intrazellulare Aktinfilamente vernetzt und die Zellen dadurch wesentlich steifer,
wodurch sie in den Kapillaren regelrecht stecken bleiben kdnnen. Auf diesem Weg wird
beispielsweise L-Selektin, mit dem Neutrophile initial an aktivierte Endothelzellen in
postkapillaren Venoulen binden, nicht bendétigt (Kubo et al. 1999). Priming ist ein
reversibler Vorgang, der durch verschiedene Faktoren ausgelost werden kann.
Neutrophile werden dabei in einen hyperreaktiven und adhasiven Zustand versetzt
(Christopher C Silliman 2006), bei dem die Reizschwelle zur Freisetzung ihres
mikrobiziden Arsenals gesenkt wird. Wie beschrieben andert sich auch die
Oberflachenstrukur der Neutrophilen, die dann starker aufl’ere Reize aufnehmen und
starker an Endothel binden kénnen. Neutrophile, die wegen dieses Voraktivierungsgrades
in der Lunge sequestriert werden, reagieren empfindlicher und starker auf aktivierende
Reize (Albelda et al. 1994 W L Lee und Downey 2001; Carlos und Harlan 1994;
Doerschuk 2001; J Bux 2008; K Ley et al. 1995; Lorant et al. 1995). Geprimte Neutrophile
exprimieren mehr NADPH-Oxygenase zur Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies und
weitere Enzyme ihres mikrobiziden Arsenals. Eine Reizantwort wird dadurch potenziert.
(Guthrie et al.1984; Christopher C Silliman et al. 2003)

3. Die Rolle des Endothels:
Endothelzellen in der Lunge reagieren auf einen Entzindungsreiz mit der Freisetzung von
Chemokinen, die Neutrophile primen sowie der Expression von Adhasionsmolekilen.
Durch bestimmte Reize, wie bakterielle und virale Infektionen, werden an ihrer Oberflache
ICAM-1 , L- und P-Selektin-Liganden verstarkt exprimiert, die sich an Selektine sowie p2-

Integrine auf der Oberflache der Neutrophilen binden (Gerritsen & Bloor 1993; Klein et al.
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1995; Scholz et al.1996; Arnold und Kdénig 2005; Grundy et al. 1998; Wyman, Dinarello et
al. 2002). Mit der Bindung an B2- Integrine und L-Selektine beginnt die direkte Interaktion
zwischen Endothelzellen und Neutrophilen. Die Bindung der B2-Integrine tragt zum
Primen von Neutrophilen, die an Endothel gebunden sind, bei (Williams und Solomkin
1999). Im weiteren Verlauf der Interaktion werden auch P- und E-Selektine an ihre
Rezeptoren gebunden und bewirken eine noch festere Adhasion der Neutrophilen (W L
Lee & Downey 2001; Granger & Kubes 1994; Doerschuk 2001; K Ley 1996; K Ley et
al.1995; Lorant et al. 1995). Aktivierte Endothelzellen schitten aulierdem Chemokine aus,
die die Neutrophilen stimulieren. Zum einen bewirken diese eine verstarkte Expression
von B2-Integrinen und L-Selektinen an der Oberflache von Neutrophilen und erhéhen ihre
Fahigkeit mit Endothel in Kontakt zu treten. Zum anderen tragen sie zum Primen der
Zellen bei (W L Lee und Downey 2001; Carlos und Harlan 1994; Granger und Kubes
1994; Doerschuk 2001; (Christopher C Silliman, Daniel R Ambruso, und Lynn K Boshkov
2005)Wymanet al. 2002). Zu diesen Cytokinen gehdren PAF, Leukotrien B4, and IL-8.
Diese Substanzen bleiben zum Teil auch an der Oberflache des Endothels gebunden.
Damit bleibt ihre Konzentration am Ort der Entzindung erhoht.(T W Kuijpers et al. 1992)
,iliman et al.“ postulierten, dass Neutrophile, die an aktivierte Endothelzellen binden,
wesentlich langer gebunden bleiben und aktiviert werden kénnen, als solche, die aufgrund
ihrer erhdhten Rigiditat sequestriert werden (Christopher C Silliman 2006). Endothelzellen
konnen auch von Stoffen aktiviert werden, die mit TRALI im Zusammenhang stehen. Dazu
gehdren Lipide die bei Uberlagerung zellhaltiger Blutprodukte entstehen, wie
Lysophosphatidylcholine und weitere, die allerdings auch Neutrophile stimulieren
(Christopher C Silliman et al. 2003; C C Silliman et al. 1998).

4. Aktivierung der Neutrophilen:
Beim Uberschreiten einer bestimmten Reizschwelle durch einen oder mehrere Reize,
werden Neutrophile aktiviert. Sie setzen praformierte Enzyme, wie Elastase und Proteine
aus den Granula frei und synthetisieren Sauerstoffradikale (reaktive oxygen species,
ROS). Dadurch kommt es zu Endothelschaden mit Exsudation von Flussigkeit, die die
akute Lungeninsuffizienz charakterisieren. Ob die Wirkung eines einzelnen Faktors
ausreicht um TRALI auszuldsen, hangt von der Reagibilitat der Neutrophilen und seiner
Wirksamkeit ab. Ruhende Neutrophile haben eine hohere Reizschwelle und eine weniger

ausgepragte Reizantwort, als solche, die voraktiviert sind.
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Therapie:

Die akute Ateminsuffizienz durch das permeabilitatsbedingte Lungenddem erfordert
regelhaft eine Unterstitzung der Lungenfunktion. Dazu gehdrt regelhaft Sauerstoffgabe
und in circa 72 % der Falle Intubation und kinstliche Beatmung (S Breanndan Moore
2006). Die kunstliche Beatmung sollte Lungenprotektiv durchgefuhrt werden mit niedrigen
Tidalvolumina. ,Moore et al.“ berichteten von regelmalligem Auftreten einer arteriellen
Hypotonie. Sie  empfehlen unter  intensivmedizinischem Monitoring  eine
Volumensubstitution nach Ausschluss der Differentialdiagnose TACO und kardialem
Lungenddem. Auch die Verabreichung von Vasopressoren ist sinnvoll, wenn die
Hypotonie sich durch alleinige Volumensubstitution nicht bessert. Bei Patienten mit TRALI
und gleichzeitiger Volumenuberlastung ist der Gebrauch von Diuretika von einigen
Gefahren begleitet, da eine in der Folge eventuell auftretende Hypotonie den Zustand des
Patienten stark verschlechtern kann (Levy et al. 1986). Laut ,Moore” gibt es zu wenig
evidenzbasierte Aussagen, die den Einsatz von Kortikosteroiden rechtfertigen wirden (S
Breanndan Moore 2006).

Prognose:

Die Angaben Uber die Letalitat von Trali liegen zwischen 6 und 20 % . Die Reaktion des
Patienten ist meist innerhalb von drei Tagen uUberstanden. Wenn der Patient Trali
Ubersteht, scheint es, als seien keine Langzeitschaden zu befirchten (Holness et al. 2004)
(S Breanndan Moore 2006).

Préavention:

Seit 2004 wurden erfolgreich Verfahren zur Reduktion von Trali durch den National Blood
Service in GroR3 Britannien eingefuhrt. Obwohl TRALI zwischen 1996 und 2005 nur
ungefahr 5,7 Prozent der gemeldeten Transfusionszwischenfalle ausmachte, war sie
Ursache fur die meisten tddlichen transfusionsassoziierten Todesfalle mit 71,5 Prozent.
Die Risikoanalysen der ,TRALI Risk Reduction Group“ ergaben, dass Trali am haufigsten
mit der Transfusion von gefrorenem Frischplasma und Thrombozytenkonzentraten
assoziiert war. Weiterhin wurden in 66 Prozent aller Falle SpenderantikOrper gegen
Leukozyten nachgewiesen. Diese stammten ausschlieRlich von multiparen Frauen. Wegen
dieser drei Beobachtugen wurde entschieden, mit einem madglichst hohen Anteil Plasma
mannlicher Spender zu arbeiten. Mittlerweile werden Uber 90 Prozent der gefrorenen

Frischplasmen und Plasmaanteile in Thrombozytenkonzentraten aus Plasmen mannlicher
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Spender hergestellt. Im Jahr 2008 wurde kein Todesfall durch Trali im SHOT-Bericht
angefuhrt. Problematisch bleibt die Thrombozyten Apherese, bei der der Anteil mannlicher
Spender 2007 bei 75 Prozent lag und noch Handlungsbedarf aufweist (C. E Chapman und
L. M Wiliamson 2008). In Deutschland empfiehlt der Arbeitskreis Blut des
Bundesministeriums fur Gesundheit gefrorenes Frischplasma, das von Spenderinnen mit
Geburten in der Anamnese stammt, nicht mehr in den Verkehr zu bringen. Plasma von
Frauen mit einer oder mehreren Geburten in der Anamnese darf nur dann weiterhin als
therapeutisches Frischplasma verwendet werden, wenn es mit einer validierten Methode
negativ auf das Vorliegen von leukozytaren und granulozytenspezifischen Antikdrpern
getestet wurde.

Derzeit ist es moglich, ein serologisches Screening auf antigranulozytare Antikérper mit
Hilfe von rekombinanten HNA-1, -2, -4 und -5 Antigenen durchzufihren und mittels PCR
die HNA-3 Phanotypen zu bestimmen. (Muschter, Berthold, und Greinacher 2011)

Substanzen und Reize, die die Effektorzellen von TRALI aktivieren:

A) Immunvermittelte Reize, die die Effektorzellen von Trali aktivieren:

Bei der ersten klinischen Studie zu TRALI mit 36 Patienten, konnten Popovsky & Moore in
89% der Falle antigranulozytare Antikdrper im Spenderplasma nachweisen. Aulderdem
wurden in 72% der Falle Antikorper gegen Humane Leukozyten Antigene (HLA) im
Spenderplasma nachgewiesen (M A Popovsky & S B Moore 1985b). In dieser Studie
wurden Antikorper im Spenderplasma als Ursache von Trali festgemacht. Bei Studien an
gesunden Freiwilligen konnten sowohl mit Blut, Serum als auch mit Immunglobulinen die
Leukozyten agglutinieren, pulmonale Reaktionen ausgelost und radiologisch dokumemtiert
werden (Brittingham 1957; Dooren et al. 1998). Aktuell wurden bei 35 von 44 an das Paul-
Ehrlich-Instituts gemeldeten und bestatigten TRALI-Fallen Antikorper gegen Leukozyten
beim Spender nachgewiesen (Stainsby et al. 2006). Pathogenetisch werden Antikorper
gegen Humane Neutrophilen-Antigene (HNA) von solchen unterschieden, die gegen HLA-

Antigene gerichtet sind.

1. Antigranulozytare Antikorper:

In diversen Fallstudien konnte gezeigt werden, dass anti-HNA-Antikbrper an der
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Auslosung von Trali bei Patienten beteiligt waren(Yomtovian et al.1984; Nordhagen,
Conradi, und Dromtorp 1986; Jirgen Bux et al. 1996; Leach et al. 1998). Anti HNA-3a

Antikérper sind dabei haufig an besonders schweren Verlaufen von Trali beteiligt.

Experimente:

.Seeger et al.“ berichteten 1990 von einem ex vivo Model, bei dem mit an einer
extrakorporal perfundierten und ventilierten Kaninchenlunge mit HNA-3a exprimierenden
Neutrophilen, aHNA-3a-Antikorpern (Die Spezifitdt wird im folgenden mit aHNA-3a-
abgekirzt) und Kaninchenplasma als Komplementquelle das bei TRALI typische
Lungenddem reproduziert worden ist (W Seeger et al. 1990). Die Rolle einer
Komplementquelle bei der Pathogenese wurde spater in Frage gestellt. Auch
pathohistologische Untersuchungen konnten die Aktivierung von Komplement bei einem
letalen TRALI-Fall nicht bestatigen (Dry et al. 1999). Bekraftigt wurde dies als 2006 in
einem anderen ex vivo Experiment nachgewiesen wurde, dass eine Aktivierung von HNA-
2a-positiven Neutrophilen durch aHNA-2a-Antikdrper moglich war. Es gelang ohne
Zufugen des Komplementsystems Trali zu reproduzieren (Ulrich J H Sachs et al. 2006). In
diesem Experiment wurde belegt, dass der Reiz durch die Bindung von aHNA-Antikorpern
an ihre Epitope auf den Neutrophilen ausreicht, um diese nicht nur zu primen, sondern
auch zu aktivieren. Dabei war die Dichte des Antigens und der Titer des Antikorpers fur
den Grad der Aktivierung entscheidend . Auch konnte nachgewiesen werden, dass der
Antikoérper nicht unbedingt agglutinierende Eigenschaften besitzen muss, um eine Wirkung
auf Neutrophile zu haben. Da HNA-2a beim Menschen entweder auf mehr als 70 % oder
weniger als 30 % der Neutrophilen exprimiert wird, konnte verglichen werden, in wieweit
sich die Dichte des Antigens auf die Aktivierung der Neutrophilen auswirkt. Mit
Neutrophilen von Spendern, die auf mehr als 70% der Neutrophilen HNA-2a exprimierten,
war es moglich TRALI im Modell auszulésen. Waren weniger als 30% der Neutrophilen
HNA-2a-positiv, wurde die Reizschwelle nicht Uberschritten. Das Uberschreiten der
Reizschwelle war allerdings durch einen zusatzlichen Reiz moglich.

Bei HNA-2a, HNA-3a und HNA-4a konnte nachgewiesen werden, dass eine Bindung von
Antikorpern, die gegen die jeweiligen Epitope gerichtet sind, die Neutrophilen geprimed
werden (Christopher C. Silliman et al. 2007; Ulrich J H Sachs et al.2004; Ulrich J H Sachs
et al. 2006). In verschiedenen Experimenten mit Antikdrpern gegen die oben genannten

HNA reichte dieser Reiz nicht aus, um Neutrophile zu aktivieren (Christopher C. Silliman

14



2006). ,Bux et al.” folgern daraus, dass die Ausldsung rein immunogener Trali abhangig ist
von der Dichte des Antigens, der Menge der daran gebundenen aHNA-Antikorper und
deren Wirkung. Wenn dieser Stimulus grol3 genug ist, um die Reizschwelle zu
Ubersteigen, wird rein immunogene TRALI ausgel6st. Allerdings ist es auch mdglich, dass
die Bindung von Antikdrpern nur ein Teil der Reizmenge darstellt, die bendtigt wird, um
TRALI auszulésen (Jurgen Bux und Ulrich J H Sachs 2007).

2. Antikorper gegen humane Leukozytenantigene HLA
HLA-Klasse | Antigene werden unter anderem auf Leukozyten und Endothelzellen
exprimiert. ,Looney et al.“ konnten in einem Tierexperiment nachweisen, dass aHLA-I-
Antikorper, die ihr Epitop auf Endothelzellen binden, vom Fc-Rezeptor der Neutrophilen
gebunden werden (Looney et al. 2006). Experimentell wurden dadurch Neutrophile in den
Lungenkapillaren konzentriert und sowohl Neutrophile als auch Endothelzellen aktiviert.
Eine Bindung des Fab-Teils an die HLA-Molektlle auf Neutrophilen konnte bei diesem
Versuch Trali nicht auslosen.
Die Bedeutung einer Bindung des Fab-Teils an die Neutrophilen ist nicht sicher, da mit
monoklonalen Antikdrpern gearbeitet wurde. ,Bux® gibt zu bedenken, dass verschiedene
Alloantikérper, die das gleiche Epitop auf Neutrophilen binden, unterschiedliche Wirkung
auf diese ausuben kénnen (Jurgen Bux und Ulrich J. H. Sachs 2007). Beispielsweise
wurde bei einer Bindung des Fab- Teils von aHNA-4a-Antikorpern an ihre Epitope belegt,
dass einige Neutrophile aktivieren kdnnen und andere mit der gleichen serologischen
Spezifitat diese Eigenschaft nicht aufweisen (Ulrich J. H. Sachs et al. 2004). Auch aHLA-
Ila-Antikorper konnen unterschiedlich stark aggregierende und damit unterschiedlich stark
aktivierende Eigenschaften aufweisen.
HLA-II-Antigene werden weder auf Neutrophilen exprimiert, die noch nicht geprimed sind,
noch auf Endothelzellen, die nicht aktiviert sind (Gosselin et al.1993). Auch wenn von
TRALI-Fallen durch aHLA-II-Antikdrper berichtet wurde, konnte bei der patho-
histologischen Untersuchung eines letalen TRALI -Falls mit aHLA-II-Antikorpern kein
Antigen auf Endothelzellen nachgewiesen werden(Kao et al. 2003). Wie aHLA-II-
Antikorper Trali auslosen, ist weitestgehend unklar. Es ist moglich, dass Monozyten, die
das Antigen exprimieren, bei der Pathogenese eine gewisse Rolle spielen.(P M Kopko et
al. 2003; C. C. Silliman et al.1994)

15



B) Nicht immunvermittelte Reize, die die Effektorzellen von Trali aktivieren:

Lipide:

Bei einer retrospektiven Studie konnten ,Silliman et al.“ nachweisen, dass im Plasma von
Trali-Patienten Lipide enthalten waren, die Neutrophile primen kdnnen (C. C .Silliman et al.
1994). Diese Lipide waren vor der Transfusion im Patientenserum nicht nachweisbar und
entstehen bei der Lagerung von zellhaltigen Blutprodukten. Es handelt sich dabei um
Metaboliten von Membranlipiden, die bei Lagerung der Zellen akkumulieren. Unter ihnen
spielen Lysophosphatidylcholine, auch Platelet activating factor (PAF) genannt, die
Neutrophile primen und aktivieren kdénnen, eine wichtige Rolle. Sie kdnnen Neutrophile
Uber ihren PAF-Rezeptor stimulieren (C. C. Silliman,et al. 2003). Im Rahmen einer
prospektiven Studie konnte nachgewiesen werden, dass bei Blutprodukten, die im
Zusammenhang mit TRALI standen, diese eine signifikante Granulozyten-stimulierende
Wirkung hatten. Im Vergleich mit  Kontrolle-Produkten, die keine Transfusionsreaktion
auslosten, wurden diese langer gelagert (C. C. Silliman et al. 2003).

Aulerdem wurde von TRALI-Fallen nach Transfusion von autologen Erythrozyten
-konzentraten berichtet, bei denen diese Lipide in Zusammenhang mit der Reaktion
gebracht wurden (Covin et al. 2004). In einem ex vivo Lungenmodell konnte mit
Rattenlungen, die mit Lipopolysaccharid (LPS) behandelt wurden, um Endothel in der
Lunge zu aktivieren und voraktivierte Neutrophile zu sequestrieren, die Theorie
untermauert werden. Wurden die Lungen dieser Tiere mit Plasma aus Erythrozyten
-konzentraten und Thrombozytenkonzentraten die 42 Tage gelagert wurden perfundiert,
konnten Lungenddem, Endothelschaden und eine erhdhte Leukotrienkonzentration
nachgewiesen werden. Das gleiche galt fur aufgereingte Lipide aus diesen Plasmen.
Kontrollen mit Plasma aus frischen Konzentraten oder Puffer wiesen diese Schaden nicht
auf (C. C. Silliman et al. 1998).

CDA40-Ligand (CD154):
Wahrend der Lagerung von Thrombozyten wird der I0sliche CD40-Ligand
exprimiert,welcher als Entzindungsmediator Uber CD40 auf Neutrophile wirkt. In einem

Tierversuch konnte seine Wirksamkeit belegt werden (Khan et al. 2006).

Der Zustand des Patienten als pradisponierender Faktor fur TRALI:
Bei der ersten retrospektiven Studie zu TRALI wurde festgestellt, dass 31 von 36 Trali-

Patienten die Symptome wahrend oder kurz nach einem chirurgischen Eingriff
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entwickelten (M A Popovsky & S B Moore 1985). Auch in spateren Analysen wurde ein
Zustand kurz nach einer Operation, eine Infektion, kardiovaskulare Leiden und
hamatologische Erkrankungen als Risikofaktoren fir TRALI ausgemacht. Diese Analyse
deckt sich mit der Beobachtung, dass bei kurzlich operierten Patienten, solchen mit
Bypass und Patienten, die eine bestimmte Infektion durchmachen, Neutrophile stimuliert
sind (Krause et al. 1988; Bass et al. 1986). Dabei kénnen sowohl Mediatoren aus
aktivierten Immunzellen, nekrotischen Zellen und Bestandteile bestimmter Krankheits-

erreger, wie LPS aus Bakterien, stimulierend auf Neutrophile wirken.

Ubersicht iiber Entwicklung und Aufbau von neutrophilen Granulozyten:

Einfiihrung:

Neutrophile Granulozyten sind die wesentlichen Zellen der unspezifischen Abwehr von
Mikroorganismen und spielen eine wesentliche Rolle in der Pathogensese von TRALI.
Neutrophile stellen beim Gesunden mit 55-70% den Hauptteil der zirkulierenden
Leukozyten. Dabei betragt inre Halbwertszeit im Blut nur sechs bis sieben Stunden, da ihr
Wirkort das Stroma der Organe ist. Ahnlich viele Neutrophile, wie sich in diesem so
genannten zirkulierendem Pool befinden, finden sich in an den GefalRwanden von Lunge
und Milz als marginaler Pool. GréRtenteils werden Granulozyten im Rahmen der Apoptose
abgebaut, ohne aktiviert worden zu sein.

Bei Bedarf erfullen die Neutrophilen ihre Aufgabe bei der primaren Immunantwort mit
folgende Fahigkeiten: Emigration, chemotaktische Beweglichkeit, Freisetzung eines
mikrobiziden Arsenals, Ausschuttung von Entzindungsmediatoren und Phagozytose.

Die von den Granulozyten wahrend der Phagozytose und Exozytose bendtigten
antibakteriellen und zytotoxischen Substanzen sind in Vesikeln im Zytosol gespeichert.
Die Membranproteine dieser Vesikel, die dabei in die Zellmembran eingebaut werden,

dienen zum Teil der Interaktion mit Nachbarzellen, als auch der mikrobiziden Wirkung.

Oberflachenantigene von Neutrophilen:

Im frihen zwanzigsten Jahrhundert wurde festgestellt, dass Leukozyten durch Seren
bestimmter Spender agglutinieren. Einige Antigene werden auf Granulozyten und

anderen Zelllinien exprimiert. Beispielsweise HLA-Klasse |, Antigene einiger Erythrozyten-
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blutgruppensysteme z.B. | und P und Granulozyten-Monozyten-Endothelzell-Antigene
(Selektine) (McCulloughet al.1987; Kline et al. 1986). Parviz Lalezari wies 1960 nach, dass
es Seren gibt, die nur die Granulozyten agglutinieren lassen(Lalezari et al. 1960). Der
erste Nachweis von Merkmalen, die nur auf Granulozyten exprimiert werden, war damit
erbracht. Weil neutrophile Granulozyten die grofte Fraktion dieser Zelllinie stellen,
wurden die spezifischen Merkmale als humane neutrophile Antigene, kurz HNA

bezeichnet.

HNA-1

Als erste Antigene, die spezifisch fur Neutrophile sind, wurden HNA-1a und -b
beschrieben. Beide im Zusammenhang mit Fallen neonataler Alloimmunneutropenie
(LALEZARI et al. 1960; Boxeret al. 1972). Spater wurde ein weiterer Polymorphismus
dieses Glykoproteins als HNA-1c beschrieben (J Bux et al.1997). Einige Individuen
exprimieren kein HNA-1 auf ihren Neutrophilen, was als HNA-1-Null Phanotyp bezeichnet
wird. Die Haufigkeiten fur die unterschiedlichen HNA-1 Polymorphismen varriieren in

grollem Malde zwischen verschieden Populationen.

Die Héufigkeiten der HNA-1 Epitope:

Das HNA-1a Antigen tritt am Haufigsten bei Asiaten auf (83%-91%). Bei Europaern und
Afrikanern ist HNA-1b der haufigste Polymorphismus (75-90% ), Das HNA-1c Antigen
tritt bei Afrikanern mit einer Haufigkeit von 20-30% und 5-10% bei der weilien
Bevolkerung auf (J Bux et al. 1995; K Kissel et al.2000; Hessner et al. 1996; Hessner et al.
1999; Ohto und Y Matsuo 1989; Fujiwara et al. 1999; M Lin et al.. 1994; C C Chu et al.
2001; Kuwano et al. 2000). Bei Asiaten sowie nord- und stidamerikanischen Indianern tritt
es hochst selten auf (C C Chu et al. 2001; Kuwano et al. 2000). Der HNA-1-Null Phanotyp
kann bei Afrikanern in ~1-2% der Falle nachgewiesen werden und ist noch seltener bei
Weissen mit ~0-15%. Er ist bei Asiaten und Ureinwohnern der amerikanischen Kontinente,
einige Stamme ausgenommen, quasi nicht vorhanden (K Kissel et al. 2000;C C Chu et
al.2001; Kuwano et al. 2000; Fromont et al.1992).

Strukturelle Charakteristika des Antigens:

Die HNA-1 Antigene wurden auf dem FcyRIllb lokalisiert, einem Rezeptor der
Immunglobulin Superfamilie, der polymere IgGs an der Fc-Domane bindet. Er ist an die

Zellmembran mit Hilfe eines GPI-Ankers gebunden, wodurch er eine hohe Mobilitat in der
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Membran hat (Huizinga et al.1990).

HNA-1a und HNA-1b sind Glykoproteine mit einer weitestgehend ahnlichen
Aminosauresequenz. Sie unterscheidet sich durch flinf Aminosauren, die zwei weitere N-
Glykosylierungen bei HNA-1b ergeben. Dementsprechend hat HNA-1a ein geringeres
Molekulargewicht von 50-65 kDa und HNA-1b ein hdheres von 65-80 kDa. Werden die
Glykolysierungen abgespalten, resultiert fir das Gerust der beiden Isoformen ein

ahnliches Molekulargewicht von 29 und 33 kDa.

Genetik:

Der Polymorphismus zwischen HNA-1a und -1b auRert sich auf dem cDNA-Level durch
funf verschiedene Nukleotide, von denen sich nur vier als Aminosauresubstitutionen
aulBern (Huizinga et al. 1990; Ravetch und Perussia 1989; Ory et al.1989). Diese
Substitutionen befinden sich im dritten Exon, welches flr die membran-distale Domane
kodiert. Das FcyRIlIb-Gen befindet sich auf dem langen (q) Arm von Chromosom 1 und
besteht aus flinf Exons mit 699 Basenpaaren, die flir 233 Aminosauren inklusive einem
Signalpeptid aus 17 Aminosauren kodieren. Nach der Bindung an einen GPI-Anker wird
das Glykoprotein um 26 Aminosauren reduziert.

Der spater entdeckte HNA-1c Isotyp ist Folge eines einzigen Nukleotidaustauschs im
HNA-1b codierenden Allel (J Bux et al.1997). Genetische Studien zur Haufigkeit von HNA-
1c zeigten, dass das Vorhandensein dieses Allels haufig mit einer Genduplikation
einhergeht und diese Individuen alle drei HNA-1-Isotypen exprimieren.(Koene et al. 1998)
Dieser Duplikation kann beispielsweise ein ungleiches Crossing over wahrend der Meiose
zugrunde liegen. Aus dem Vorhandensein von drei Allelen folgt bei diesen Individuen eine
HNA-1 Hyperexpression. Da bei einem ungleichen Crossing over auch ein Allel verloren
geht, ist damit auch die genetische Grundlage fir den  HNA-1-Null Phanotyp
geschaffen(Huizinga et al. 1990). Da das HNA-1c Antigen haufig mit einem ungleichen
Crossing over einhergeht, erklart es sich, dass seine Haufigkeit mit der des HNA-Null
Phanotyps korrelliert (K Kissel et al. 2000).

Bildung der verschieden Epitope:

Versuche mit Zellen von Spendern, die Variationen des FcyRIllb exprimierten und
verschiedenen Antikorpern, darunter monoclonale aHNA-1a und -1b Antikdrper und

humane Alloantikdrper legten nahe, dass die HNA-1a und -b Expression in Beziehung zu
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Polymorphismen steht. Die HNA-1a Expression ist abhangig von Polymorphismen der
Codons 36 und 106. Bei HNA-1b von den Codons 65 und 82, deren zugehdrige
Aminosauren an Position 227 und 277 sind (K Matsuo et al. 2001).

Die Bildung des HNA-1c-Epitops basiert auf einem zusatzlichen Austausch an Nukleotid
266. Hier kommt es bei dem HNA-1b-Epitop zusatzlich zu einer Ala78Asp-Substitution.
HNA-1 Alloantikorper gegen die verschiedenen Phanotypen sind vermutlich gegen
konformationsabhangige Antigene gerichtet und nicht gegen einzelne Aminosauren (J Bux
2008).

Antikorper gegen HNA-1 Phanotypen, die von Personen mit HNA-1-Null-Phanotyp gebildet
werden, kdnnen verschiedenste Epitope auf dem FcyRIllb binden und sind meistens nicht
phanotypspezifisch. Daher werden sie nicht Allo- sondern Isoantikarper genannt.Diese
IsoantikOrper reagieren meist mit allen Testzellen, ausser denjenigen, die keinen FcyRlIllb
tragen.

Es wurden bisher viele verschiedene Allele des FcyRIIIb Gens beschrieben, besonders bei
Afrikanern. Aber viele dieser Allele wurden bisher nicht sequenziert und es ist fraglich, ob
die dazugehoérigen Anderungen in der Primarstruktur die Bindung von aHNA-1

Alloantikdrpern beeinflussen oder eine Immunisierung auslésen kénnen.

Expression:

Der FcyRIlIb wird auf Neutrophilen meist in einem Spektrum von 104 bis 40x104 Kopien
exprimiert, mit einem Durschnittswert von 190000. Wahrend der Granulozytopoese kann
der FcyRIllb ab dem Entwicklungsstadium der Metamyelozyten nachgewiesen werden.
Die Expression ist bei Patienten, die unter paroxysmaler nocturnaler Haemoglobinurie
leiden, aufgrund des zugrunde liegenden Defekts des GPI-Ankers reduziert.(J Bux 2008)
Intrazellular befindet sich ein Vorrat an FcyRIllb in Vesikeln und wird bei Aktivierung der
Neutrophilen in die Plasmamembran eingebaut. Durch proteolytische Spaltung kann er
von dort ins Plasma gelangen. Die Plasmakonzentration des gelosten FyRIllIb hangt im
wesentlichen von der Granulozytopoeserate im Knochenmark ab. Da die FyRIllb
Expression auch phanotypabhangig ist, konnte nachgewiesen werden, dass der
Plasmaspiegel des geldsten FyRIllb ebenfalls phanotypabhangig ist, wobei die hdhere
Expressionsrate von FyRIllb beim Phanotyp HNA-1b mit der Plasmakonzentration
korreliert (K Kissel et al. 2000).
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Funktion:

Der FcyRIllb bindet polymere IgG1 und IgG3. Durch die Bindung wird die die
Phagozytose von Immunkomplexen ausgeldst. Die Signaltransduktion wird eingeleitet
uber ein Vernetzen von FcyRIlIb und FcyRIlla durch die Bindung von Immunkomplexen.
Es folgt vermutlich eine Interaktion mit dem CD 11b/ CD 18 Komplex (HNA-4a) und
Serinprotease 'proteinase 3' (MPR3), die einen Anstieg des intrazellularen
Calciumspiegels zur Folge hat . (Marois et al. 2011; Jerke et al. 2011) Diese Art der
Aktivierung Neutrophiler Uber die oben genannte Interaktion mit dem CD 11b/ CD 18

Komplex und mPR 3 scheint ebenso fur HNA-2 zu gelten.

Zusammenhang mit Erkrankungen:

Ahnlich zu einer rhesusnegativen Mutter mit -positivem Kind, kénnen Frauen mit HNA-1-
null Phanotyp Antikorper gegen FcyRIIIb des Kindes Isoantikdrper bilden (Hessner et al.
1996).

Im Falle eines anderen Phanotyps konnen aHNA-1 Alloantikorper gebildet werden. Beide
kénnen neonatale Alloimmunneutropenie verursachen (Lalezari et al. 1960; Verheugt et al.
1977) und stehen in pathogenetischem Zusammenhang mit Transfusionassoziierter
Lungeninsuffizienz (TRALI) (Yomtovian et al. 1984). Sie scheinen keinen Einfluss auf den
Erfolg das Engraftments und die Granulozytopoese eines anderen Phanotyps bei
Knochenmarktransplantation zu haben (Warkentin et al. 1981). Dreissig Prozent aller
antigranulozytaren Autoantikorper binden an den FcyRIllb und dabei wiederum am
haufigsten an das Epitop den HNA-1a (J Bux et al. 1998). Zum Beispiel werden aHNA-1a
Autoantikdrper besonders haufig bei Kindern mit chronischer Neutropenie gefunden. Des
weiteren kann in Fallen von medikamenten- assoziierter Neutropenie der FcyRIlIb mit
einem Medikament oder einem Metaboliten ein Neoantigen bilden, dass dann von

medikamentenabhangigen Antikorpern erkannt wird (J Bux et al. 2000).

HNA-2

1971 wurde dieses Antigen unter dem Namen NB-1erstmals von Lalezari et al.
beschrieben (Lalezari et al. 1971).

Charakteristisch fir HNA-2 ist, dass es bei positiven Spendern nur auf einer
Subpopulation der Granulozyten exprimiert wird . Bei negativen Spendern wird keine

andere Form des Antigens, sondern gar keines exprimiert (K Kissel et al. 2002).
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Die Héaufigkeiten der HNA-2 Epitope:

Der Anteil, der Neutrophilen, die das Protein exprimieren, kann zwischen 0 — 100 %
liegen. Dementsprechend ist bei HNA-2-negativen Spendern nicht ein anderes
Glykoprotein, sondern gar keines exprimiert (K Kissel et al. 2002). Die Antikdrper gegen
HNA-2 sind demnach keine Allo- sondern Isoantikorper. Interindividuell variiert die Grosse,
der HNA-2 positiven Subpopulation von 0 bis 100%, mit Durchschnittlich 55 + 22%
Median, 0,5 - Quantil (K Matsuo et al. 2000). Die Grésse der HNA-2 exprimierenden
Subpopulation unterscheidet sich nicht zwischen Europaern, Afroamerikanern und
Asiaten. Die HNA-2 Expressionshaufigkeit ist bei Frauen grosser (63%), als bei Mannern
(53%), fallt jedoch mit der Menopause ab. Die HNA-2 Expression steigt wahrend der
Schwangerschaft an. Dies wird von einem Teil der Autoren als Hinweis darauf gedeutet,

dass die Expression dstrogenabhangig ist (Caruccio et al. 2003).

Strukturelle Charakteristika des Antigens:

HNA-2 (NB1) wurde als Glykoprotein mit einem Molekulgewicht zwischen 56 und 64 kDa
charakterisiert. Es ist an drei Stellen N-Glykolysiert (K Kissel et al.2002; D F Stroncek et
al.1990). Monoclonale Antikorper gegen HNA-2 wurden CD177 genannt. Das
Glykoprotein hat ausserdem zwei Cystein-reiche Domanen, deren Homologie eine
Zugehdrigkeit zur Ly-6/uPAR/snake-toxin Familie nahelegt. Das HNA-2-Glykoprotein ist
durch einen GPI-Anker mit der Zellmembran verbunden (K. Kissel et al. 2002; Wymanet
al. 2002).

Genetik:

Die Genfrequenz von HNA-2 liegt tber 90 % (M Lin et al. 1994; Kuwano et al. 2000;
Lalezari et al. 1971). Das codierende Gen wurde von Kissel et al. sequenziert (K. Kissel et
al. 2002). Sie lokalisierten es auf dem langen Arm (q) von Chromosom 19 an Stelle 13,2.
Die cDNA besteht aus 1311 Basenpaaren, die fir 437 Aminosauren codieren. Dazu
gehorig ist ein Signalpeptid aus 21 Aminosauren. Der HNA-2-Null Phanotyp resultiert aus
einem Splicing Defekt, bei dem Stopcodons in der mRNA enthalten sind und die
Translation vorzeitig beenden. Die heterogene Expression in einem Individuum resultiert
nicht aus einem Splicing Defekt, sondern aus der fehlenden Transskription bei einem Teil
der Neutrophilen des Individuums (Jens Wolff et al.2003).

Die GrofRe der HNA-2-positiven Subpopulation hangt von 2 Nukleotid-Polymorphismen ab.

Bei HNA-2 exprimierenden Individuen kdnnen 2 verschiedene Subpopulationen vorliegen.
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Der Anteil dieser Subpopulationen hangt von wiederum von drei Nukleotidpolymorphismen
ab (Moritz E Vox Sang 2010).

Bildung der verschieden Epitope:

Die Bindungsstellen der aHNA-2-Isoantikorper konnen durch Reduktion der Disulfid-
bricken zerstort werden und stehen nicht mit den Kohlenhydratketten in Zusammenhang.
(D F Stronceket al. 1993). Dies ist ein Hinweis fur eine Lokalisation auf den cysteinreichen
Domanen (Bux 2008).

Expression:

HNA-2 wird nur auf Neutrophilen exprimiert und kann dort auf der Plasmamembran und
der Membran von sekundaren Granula, sowie von sekretorischen Vesikeln vorhanden sein
(Goldschmeding et al. 1992). Bei Aktivierung der Zelle wird CD177 aus sekundaren
Granula und sekretorischen Vesikeln in die Plasmamembran integriert. CD177 kann ab
der Entwicklungsstufe des Myelozyten auf den sich entwickelnden Granulozyten
nachgewiesen werden (D F Stroncek et al.1998).

Klrzlich wurde nachgewiesen, dass der Teil der Neutrophilen, der CD177 auf der
Plasmamembran tragt, ebenfalls die Serinprotease 'proteinase 3' (mPR3) exprimiert, die
normalerweise intrazellular auf den primarem und sekundaren Granula, sowie den
sekretorischen Vesikeln exprimiert wird (S Bauer et al. 2007). Der Zweck dieser

Koexpression mit CD177 wurde oben bereits beschrieben.

Funktion:

Zu den Funktionen von CD177 gehort die Adhasion von Neutrophilen an Endothelzellen
und die von Kationen abhangige Interaktion mit den heterophilen Domanen des PECAM-1
(CD31) Molekils wahren der Migration (U J H Sachs et al. 2007).

Eine starke Hochregulation der HNA-2a Expression wurde bei Patienten mit bakteriellen
Infekten, Polycthamia vera und bei Stammzellspendern, die mit GCF behandelt wurden
nachgewiesen (Gohring et al. 2004). Es liegt nahe daraus zu folgern, dass der Teil der
Neutrophilen, der CD177 und mPR3 exprimiert, eine hervorgehobene Rolle bei der
neutrophilen Abwehrphase wahrend einer bakteriellen Infektion spielt. Als Hinweis daflr
kann gelten, dass eine durch aHNA-2-Antikdrper vermittelte Aktivierung von Neutrophilen
den sogenannten respiratory burst fazilitiert, beziehungsweise die Reizschwelle senkt (U.
J. H. Sachs et al. 2006). Fakt ist jedoch, dass Personen, die HNA-2 nicht exprimieren,

nicht unter einem erhéhten Infektionsrisiko stehen.
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Zusammenhang mit Erkrankungen:

Bei Neugeborenen kann es zu einer verlangerten Neutropenie durch mautterliche
Alloantikérper gegen HNA-2 kommen. Ebenfalls wurde von Fallen berichtet, bei denen
Empfanger von Knochenmarksstammzellen unter Neutropenie aufgrund einer Allo-
immunisierung litten (D F Stroncek et al. 1993). Bei beiden Patienten konnte durch
Behandlung mit G-CSF kein Erfolg erzielt werden (Maheshwari et al. 2002; Pocock et al.
2001). Der Grund dafir liegt wahrscheinlich in der Expression auf unreifen Vorstufen der
Granulopoese (J Bux et al. 1996). HNA-2 Alloantikdrper wurden auch im Zusammenhang
mit TRALI beschrieben. Ihre Relevanz wurde bei einem ex vivo Model gezeigt (Sachs et
al. 2006). Wie andere Oberflachenantigene, zum Beispiel der FcyRIllb kann dieses
Glykoprotein durch Assoziation mit Medikamenten oder deren Metaboliten an der Bildung
von Neoantigenen beteiligt sein. Im Falle einer Immunisierung gegen das Neoantigen
konnen medikamentenabhangige Antikdrper nachgewiesen werden (D F Stroncek et
al.1993).

HNA-3a

1964 berichteten van Leeuwen et al. von einem neuen Antigen auf Neutrophilen, ehemals
HNA-5b, das heute als HNA-3a bezeichnet wird (VAN LEEUWEN, EERNISSE, und VAN
ROODJ o. J.). Antikérper gegen das Epitop stehen in Zusammenhang mit Transfusions-
assoziierter Lungeninsuffizienz und haben stark agglutinierende Eigenschaften (Davoren
et al. 2003). Auch wurden aHNA-3a Antikdrper im Zusammenhang mit neonataler Allo-
immunneutropenie gefunden. Das Epitop ist auf dem Membranprotein CTL2 (choline

transporter-like protein 2) lokalisiert (Greinacher et al. 2010).

Die Héaufigkeiten des HNA-3a Epitops:

Es gibt zwei Allele: HNA-3a und -b. Die Frequenz des Allels HNA-3a liegt bei
verschiedenen Populationen zwischen 78 % und 95 %. Dabei sind um die 55 % HNA-3a-
homozygot und ca. 30% bis 40% heterozygot. HNA-3b homozygot sind ungefahr 5 % (Xia
et al. 2011; Curtis et al. 2010; Reil et al. 2011).

Expression:

Das Epitop tragende Protein CTL2 wird auf Neutrophilen, B-Lymphozyten, T-
Lymphozyten, Thrombozyten und Zellen des Innenohres exprimiert (Nair et al. 2004;
Curtis et al. 2010)
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Genetik:

CTL2 wird von dem Gen SLC44A2 auf Chromosom 19 codiert. Ein Polymorphismus an
Position G461A fuhrt zum Austausch eines Arginins an Position 154 bei HNA-3a gegen
ein Glutamin bei HNA-3b (Greinacher et al. 2010; Curtis et al. 2010). Bei dem gleichen
Gen kommen mindestens zwei weitere nicht synonyme Polymorphismen vor. Einer davon
fuhrt zu einem Austausch an AS-Position 153 (direkt benachbart zu Arginin 154) und kann
eine serologische Typisierung verfalschen, weil die Bindung einiger aHNA-3a-Antikdrper
verringert werden kann (Reil et al. 2011). Auch bei genetischer Typisierung kann dieser
SNP einen negativen Einfluss auf die sequenz-spezifische Primer-Bindung aufweisen, was

aber durch entsprechend angepasste PCR-Protokolle ausgelichen werden kann.

Aufbau:

CTL2 ist ein Transmembran Protein mit 10 Transmembrandomanen und 5 extrazellularen
Schleifen, Auf der ersten ist das Epitop HNA-3a lokalisiert. Das Protein kommt in drei
Isoformen vor (P. K. Kommareddi et al. 2010), ist vermutlich an 3 Stellen glykosyliert und

hat vermutlich mehrere Disulfid-Briicken (Chen et al. 2009).

Zusammenhang mit Erkrankungen:

aHNA-Antikorper im Spenderplasma stehen in Zusammenhang mit Fallberichten, bei
denen es zu schwersten TRALIi-Reaktionen kam (Nordhagen et al. 2003).

Auch leichtere, febrile Reaktionen wurden mit der Transfusion von aHNA-3a-Antikérpern in
Verbindung gebracht.

,D0e Haas et al.“ berichteten von Neonataler Alloimmunneutropenie, ausgeldst durch
aHNA-3a-Antikdrper. Der von dieser Arbeitsgruppe durchgeflihrte Versuch, das Antigen zu
charakterisieren konnte nicht reproduziert werden (de Haas et al. 2000).

Anti HNA-3a-Antikdrper zeichnen sich dadurch aus, dass sie im Vergleich mit anderen
Antikdrpern gegen Neutrophilen-Antigene stark agglutinierende Eigenschaften haben.
Daher stellt der Granulozyten-Agglutinationstest (GAT) den sensibelsten Nachweis dieses
Antikérpers dar (J Bux und J Chapman 1997). Da die Bildung der Zellaggregate mit einer
Aktivierung der Granulozyten einhergeht liegt die Vermutung nahe, dass Antikorper gegen
dieses Antigen stark aktivierende Wirkung auf die Neutrophilen haben.

Silimann et al. konnten nachweisen, dass aHNA-3a-Antikdrper Neutrophile primen (C C
Silliman et al. 2007). In einem ex vivo Modell mit Kaninchenlungen, die an einen

extrakorporalen Kreislauf angeschlossen wurden, konnten ,Seeger et al. 1990 ein
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Lungenédem durch Zugabe von Humanen HNA-3a-positiven Granulozyten, aHNA-3a-
Antikérper und Kaninchenplasma als Komplementquelle induzieren (W Seeger et al.
1990).

HNA-4a

HNA-4a wurde erstmals 1986 von Kline et al. als neues Neutrophilenantigen unter dem
Namen Mart beschrieben (Kline et al. 1986).

Genetik

Die Genotypen wurden bei mehr als 90 Prozent der Weilden und Sudamerikanischen
Indianer in Brasilien gefunden (Kline et al.1986; Cardone et al. 2006; Ulrich J H Sachs et
al. 2004).

Bei HNA-4a handelt es sich um einen Polymorphismus der aM (CD11b) Untereinheit des
Leukozytaren B2-Integrins (CD18) (Simsek et al. 1996). Ursache fur diesen Poly-
morphismus ist ein Basenaustausch an Position 230 A>G. Das Codon steht nun fir ein

Arginin anstelle eines Histidins in Position 61 des Peptids.

Aufbau und Funktion:

Der CD11b/CD18 Komplex, bzw. das aMp2-Integrin wird von Neutrophilen, Monozyten
und naturlichen Killerzellen exprimiert. Es spielt eine wichtige Rollen bei der Adhasion von
Leukozyten an Endothelzellen und Thrombozyten, sowie bei der Phagozytose. Ob der
HNA-4a Polymorphismus die Funktion beeinflusst, ist nicht bekannt. Gegen HNA-4a
gerichtete Alloantikdrper kdnnen neonatale Alloimmunneutropenie verursachen (Y L Fung
et al. 2003). Die in dieses Krankheitsbild involvierten Antikérper kdnnen die Adhasion von
Neutrophilen beeinflussen, im Gegensatz zu jenen Alloantikdrpern, die nicht im Rahmen
dieses Krankheitsbildes ausgepragt wurden (U J H Sachs et al. 2004). Aulerdem
unterscheiden sich die beiden Typen von Antikorpern in ihrem Potential, den respiratory
burst zu verstarken. Der Grund fur diesen Unterschied liegt wahrscheinlich darin, dass sie
das Epitop am N-terminalen Ende unterschiedlich binden. Gegen den CD11b/CD18
Komplex kdnnen auRerdem Autoantikorper gerichtet sein (J Bux et al. 1998; Hartman und
Wright 1991). Diese Autoantikérper verursachen nicht nur eine Neutropenie sondern
kénnen auch die Adhasion der Neutrophilen negativ beeinflussen (Hartman und Wright
1991).
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HNA-5a

1979 berichteten ,Decary et al.“ von einem Serum mit AntikGrpern gegen ein Antigen auf
Leukozyten, genannt “OND”, welches nicht zu den bekannten HLAs gehoéren wirde.

(Décary et al.1979) Dieses Antigen wurde spater als HNA-5a bezeichnet.

Héaufigkeit:

Bei anfanglichen Versuchen zur Bestimmung der Haufigkeit von “OND” wurde diese mit
92% angegeben (Décary et al. 1979). Da jedoch in dem beschriebenen Serum
verschiedene antigranulozytare Antikdrper vorhanden waren, resultierten falsch postive
Ergebnisse. Genotypisierungen ergaben spater HNA-5a Haufigkeiten zwischen 79 und
82% in verschiedenen Testgruppen (U J H Sachs et al. 2005).

Antikdrper gegen HNA-5a richten sich gegen CD 11a, der alL-Kette des B2-Integrins
(Simsek et al. 1996).

Genetik:

Als Ursache des Polymorphismus wurde an Position 2372 eine Substitution in der
Gensequenz gefunden, wodurch im Protein an Postion 766 des gereiften Peptids anstelle

eines Threonins nun ein Arginin zu finden ist (Simsek et al.1996).

Aufbau und Funktion:

Der CD11a/CD18 Komplex, auch als LFA-1 or aLB2-Integrin bezeichnet, wird auf allen
Leukozyten exprimiert und dient als Adhasionsmolekil. Ob der HNA-5a Polymorphismus
die Funktion des Molekuls beeintrachtigt ist nicht bekannt. Der Patient, bei dem der
Alloantikorper auftrat, litt an aplastischer Anamie und erhielt Erythrozyten- und
Thrombozytenkonzentrate. Trotz des Kontakts mit weiteren Alloantigenen bildete der
Patient keine anti-HLA- oder gegen Plattchenantigene gerichteten Antikorper. Bei diesem
Patienten wurde auferdem eine wesentlich verlangerte Uberlebenszeit eines
Hauttransplantats beobachtet, das von einem nicht HLA-identischem Spender stammte.
Dies wurde dem anti-HNA-5a Antikorper zugeschrieben, der die Interaktion der
Leukozyten mit dem Transplantat verhindert haben konnte (Pegels et al.1982).

2011 wurde ein erster Fall von Neonataler Alloimmunneutropenie NAIN beschrieben
(Porcelijn et al. 2011).
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Zielsetzung:

Durch diese Arbeit sollte das Granulozytenantigen HNA-3a, welches eine entscheidende
Rolle in der Pathogenese von Trali spielen kann, isoliert und charakterisiert werden. Im

wesentlichen waren folgende Schritte dabei von Bedeutung:

Etablieren eines Nachweisverfahrens und Screening von Blutspendern auf HNA-3a.
Aufreinigung der aHNA-3a--Antikdrper aus dem Plasma immunisierter Blutspender.
Biotinylierung des Antigens und Koppelung an verschiedene Festphasen.

Immunprazipitation.

o N~

Detektion mittels Gelelektrophorese und Immunoblotting.
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Il. Material und Methoden

Granulozytenagglutinationstest (GAT):

Der Agglutinationstest beruht darauf, dass Testgranulozyten mit antikdrperhaltigem
Plasma gegen ein Oberflachenantigen von Granulozyten reagieren und agglutinieren.
Wird ein Plasma, das keine Antikorper gegen ein Oberflachenantigen enthalt dazu

gegeben, verteilen sich die Granulozyten relativ gleichmaRig in der Zellsuspension.

Material:

Aus Vollblut isolierte Granulozyten (sowie typisierte Granulozyten zur Kontrolle).
Autologes Plasma.

HNA-3a Antikorper-haltiges Plasma = Positiv-Kontrolle.

Plasma, das keine Antigranulozytaren Antikorper enthalt = Negativ-Kontrolle.
Inkubator mit konstant 37 Grad Celsius.

60-Well-Terasaki-Platten.

Paraffindl.

Durchlichtmikroskop.

Methode:

Isolierung der Granulozyten:

e Sedimentation:
Venoses Blut wurde in 6 ml EDTA-R6hrchen gesammelt und anschliefiend mit 2,25 ml
5%iger Dextran-PBS-Losung gemischt, um die Sedimentation von Erythrozyten zu
erreichen. Fir 30 min wurde bei 37° C inkubiert. Fur eine schonendere Sedimentation
wurden die Reagenzglaser schrag gestellt. In dieser Zeit sedimentierten die meisten
Erythrozyten in einer scharf begrenzten unteren Phase. Die obere Phase bestand aus

Plasma, Leukozyten, Thrombozyten und der zugegebenen Losung.

® Dichtegradientzentrifugation
Die obere Phase wurde abgehoben, auf 2,5 ml einer dichteren Ficoll-Losung im

Polyréhrchen geschichtet und anschlieBend 20 min bei 310 x g und Raumtemperatur
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zentrifugiert.

Granulozyten und Erythrozyten lagerten sich im Pellet ab, Lymphozyten und
Thrombozyten Uber der Ficoll-Losung.

Nach der Dichtegradientzentrifugation wurde 1 ml des autologen Plasma-Dextran-EDTA-
Gemischs abgehoben, um bei Abschluss der Isolation die Granulozyten darin zu

resuspendieren.

® Hamolyse
Das Pellet wurde in Ammoniumchlorid-haltigem Hamolysepuffer auf Eis resuspendiert.
Nach 5 min wurde die Reaktion mit kaltem PBS abgestoppt. Anschlielend wurden die
Granulozyten 2 mal mit PBS gewaschen und nach dem letzten Waschgang in PBS
aufgenommen.
Am Sysmex Counter wurden die Granulozyten gezahlt und anschliellend mit autologem
Plasma-Dextran-EDTA-Gemisch eine Zellzahl von 5000 Zellen/ pl eingestellt.
Die 60 Well Terasaki-Platten wurden pro Well mit einem Tropfen Paraffindl angefllt um
Verdunstung zu vermeiden.
Pro Well wurden 2 ul Zellsuspension mit 6 ul Testplasma fur 2 h bei 37 °C inkubiert und
anschlie3end im Durchlichtmikroskop bewertet.
Die Anordnung der Proben erfolgte im Doppelansatz, wobei pro Spender 4 Wells bendétigt
wurden. 2 Wells mit antikorperhaltigem Plasma und 2 Wells mit Antikorper-negativem
Plasma. Die Ergebnisse wurden in Relation zur Reaktion der typisierten Zellen mit dem
jeweilgen Plasma gewertet, indem der Grad der Agglutination im Durchlichtmikroskop in 4

subjektive Grade eingeteilt wurde:

- entspricht keiner Agglutination

(+) entspricht einem grenzwertigen Ergebnis
+ entspricht einem positiven Ergebnis
++ entspricht einer starken Agglutination
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Der Granulozytenimmunfluoreszenstest (GIFT)

Wenn humane Antikdrper Antigene auf der Oberflache von Granulozyten binden, kann
man mit FITC-markierten anti-human Antikdrpern die Bindung auf den Zellen mit einem

Fluoreszensmikroskop nachweisen.

Material:

Goat-anti-human Antikorper FITC-markiert, 1:75 verdunnt in PBS ohne Ca2+ / Mg2+.
Anti HNA-3a-haltiges Plasma und AB-Plasma ohne Antigranulozytare Antikorper.
PBS ohne Ca* / Mg?.

Testgranulozyten und typisierte Granulozyten in PBS. Zellzahl 10* / pl.

PBS-BSA 0,2%.

Fluoreszens-Mikroskop.

ELISA-Rundbodenplatte.

Methode:

Die Granulozyten wurden nach dem Standardprotokoll (s.0.) isoliert und die Zellzahl auf
10° /ul eingestellt. Pro Well wurden 40 pl Zellsuspension im Verhaltnis 1:1 mit Plasma
vermischt und fur 30 min bei 37 ° C Inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen drei mal mit
PBS gewaschen. Nach dem Waschen wurde das Pellet in 40 yl FITC markiertem anti-
human Antikérper-haltigem PBS resuspendiert und 30 min bei Raumtemperatur im
dunkeln inkubiert. Danach wurden die Zellen wieder drei mal gewaschen. Nach dem
letzten Waschen wurde das Pellet 50 pyl PBS-Glycerin resuspendiert. Zum Auswerten
wurde von jeder Probe ein Tropfen Zellsuspension auf einen Objekttrager gegeben und im
Fluoreszensmikroskop betrachtet. Die Anordnung der Proben erfolgt im Doppelansatz
wobei pro Spender 4 Wells bendtigt werden. 2 Wells mit Antikdrper-haltigem Plasma und 2
Wells mit Antikorper-negativem Plasma. Die typisierten Zellen dienen als Kontrolle, ob der

Test an sich funktioniert.

Tabelle 1: Ansatzschema GIFT

Plasma: AB Anti-3a BSA

Zellen Nativ Nativ Nativ

Goat-ahu, Fitc, Goat-ahu, Fitc, Goat-ahu, Fitc, Streptavidin-PE

Markierung: o o
Streptavidin-PE | Streptavidin-PE
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Die Biotinylierung von Granulozyten

Biotin ist ein naturliches Vitamin mit geringem Molekulargewicht, dass mit hoher Affinitat
Streptavidin und Avidin bindet. N-Hydroxysuccinimid-Esther von Biotin kénnen zur
Markierung von Proteinen mit primaren Aminogruppen verwendet werden, ohne ihre
biologische Aktivitat wesentlich zu verandern. Das gilt insbesondere flir die meisten
Antigen-Antikorper-Interaktionen. Sie bilden unter Abspaltung der N-Hydroxysuccinimid-
Gruppe stabile Amide. Die Primaren Aminogruppen finden sich beispielsweise an Lysinen
oder dem N-terminalen Ende von Glykoproteinen der Granulozyten.

In der vorliegenden Arbeit wurde EZ-Link® Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin (Firma Pierce)
verwendet. Bei diesem Biotin-Esther tragt der Succinimidylring eine Natriumsulfat-Gruppe,
die dem Molekl eine postitive Ladung gibt.

Die positiv geladene Gruppe verhindert das Durchdringen der Zellmembran, wodurch eine
spezifische Oberflachenmarkierung zustande kommt. Die LC-LC-Gruppe dient als
Spacer. Es wurde ein Biotin mit 2 LC-Gruppen gewahlt, damit ein langer Spacer genugend
Spielraum fur eine optimale raumliche Orientierung bei der Bindung eines Antikorpers in
der Nahe der markierten Aminosaure lasst. Ein weiterer Vorteil ist, dass das EZ-Link®
Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin in Wasser 16slich ist. So kann die Reaktion in PBS bei ph 7,4
ablaufen, einem der gunstigsten Puffer fur die Granulozyten. AuRerdem lauft die Reaktion
auf Eis ab, ums die halbstlindige Reaktionszeit ebenfalls schonend zu gestalten. Nach
Ablauf der Reaktionszeit kann Uberschissiges Biotin durch das Waschen mit PBS-Glycin
entfernt werden. Das Uberschissige Biotin reagiert zum einen mit dem Glycin, zum
anderen wird es einfach verdunnt.

Nach Abschluss der Markierung sind die Zellen meist funktionell intakt und man kann
funktionelle Tests durchfihren. Nach Lyse konnen die Oberflachenproteine in einer
Polyamid-Gelelektrophorese aufgetrennt werden und mit spezifischen, gegen das Biotin

gerichteten Streptavidin-Enzym-Reaktionen im Western Blot nachgewiesen werden.

Material :

10 mM PBS-Biotinldsung (EZ-Link® Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin / 6.6mg ad 1 ml Biotin)
PBS.

Glycin.

Granulozyten nach Standardprotokoll aufbereitet.

Eis.
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Methode:

Es wurden 200 uL Biotinlésung pro 1ml Zellsuspension auf Eis flr 30 min inkubiert.
Anschlieend wurden die Zellen drei mal mit PBS bei 800 UpM fir 5 min gewaschen

Das nicht reagierte Biotin wurde mit Glycin-Lsg. 100mmol/L abgebunden. Es folgten drei
weitere Waschschritte mit PBS bei 800 UpM fur 5 min. Um eine erfolgreiche Biotinylierung
nachweisen zu koénnen, wurden die Zellen mit Streptavidin PE inkubiert, wieder
gewaschen und die Biotinylierung im FACS beurteilt.

Zum Test fur die Zellfunktion und das Vorhandenseins des Antigens nach Biotinylierung

wurde ein GAT mit biotinylierten Zellen und nicht biotinylierten Zellen durchgefuhrt.

Die Immunprazipitation mit Magnetic Beads:

Bei der Immunprazipitation werden Antikorper, die das gesuchte Epitop binden, an eine
Festphase gekoppelt. Werden die gekoppelten Antikorper mit einer das Epitop
enthaltenden LoOsung inkubiert, kann das Epitop an die Festphase gebunden isoliert
werden.

Um eine Isolierung moglichst einfach zu gestalten, wurden magnetische Beads als
Festphase verwendet, die mit einem Magneten aus der Losung isoliert werden konnten.
Eine wichtige Eigenschaft der Beads war, dass sie Uber Protein G IgG-Antikorper
reversibel binden konnten.

Die Granulozyten wurden vor der Lyse mit Antikdrpern, beziehungsweise einer
Kontrollldsung inkubiert, um eine unspezifische Bindung an cytoplasmatische Proteine und
Organellen zu verringern. Der zelltrtimmerfreie Uberstand des Lysats (Zentrifugation:
30min, 13000 Upm, 4°C) wurde mit den vorbereiteten magnetic beads (s.u.) inkubiert.Die
Beads wurden mit anti-human-lgG-Antikorpern beladen, so dass sich bei einer Inkubation
ein Komplex aus Bead, anti-human-Antikorpern, aHNA-3a-Antikorpern und Epitop bilden
sollte. Ein Auftrennen des Komplexes aus Beads, Antikérpern und Epitop ist durch eine
ph-Verringerung moglich gewesen. In Zeichnung 1-3 ist das Schema der Isolierung des
Epitops mit Hilfe der Immunprazipitation dargestellt. Die Bindungskapazitat von 50ul

Beads belief sich auf ca. 20 ug hu-lgG aus 100 ul Probe (1ug/ul 1gG).
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Zeichnung 2: Zellyse. Membranproteine werden
gelost. Antigen-Antikérper-Bindungen bleiben
bestehen. Organellen sedimentieren durch
Zentrifugation. Der Uberstand mit Membran-
proteinen wird fiir die Inmunprdzipitation
verwandt.

s , Dynabeads

ltt{‘ Protein G
Lo "7 Anti-human-
g N Antikorper
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Zeichnung 3: Immunpridzipitation. Uber Protein G an die
Dynabeads gekoppelte Anti-human-Antikorper binden die
Komplexe aus Membranproteinen und humanen
Antikorpern.Sie prdzipitieren in einem Magnetfeld.
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Material:

Biotinylierte Granulozyten aus Vollblut; gelagert in PBS.

Plasma mit/ohne aHNA-3a- Antikorper.

Anti-human-Antikérper: Jackson Immuno Research - Affi Pure - Goat Anti-hu IgG (Fcy-
Fragment spezific).

Lysepuffer mit Inhibitoren:

Lysepuffer: TRIS 2,4 g, NaCl 8,76 g, Triton x-100 9,5 ml, EDTA, Aqua dest. 1L ph 7,4
Frisch zubereiten 950 ul des Lysepuffers mit 30 pl Pefablock SC und 20 pl Leupeptin
Eppendorff-Rohrchen 1,5 ml mit passendem Magneten.

Mixer zum Schutteln und Rotieren der Réhrchen.

Puffer und Reagenzien:

Dynabeads Protein G, invitrogen, Cat. No. 100.04D.

Wasch-Puffer: Citrat-Phosphat Puffer, ph 5.0:

4,7 g Citrat, 9,29 Na2HPO4 ad 1| mit Aqua dest.

TRIS-Puffer: 1,21 g TRIS, 9,5 ml TritonX-100, 4,5 ml Tween 20, CaCl,2H,0 ad 1l mit
isotonischer NaCl-Lésung

Elutionspuffer: SDS-Probenpuffer.

Immunprazipitationspuffer: PBS; ph 7,5.

100ul Probe, die zwischen 0,2 und 250ug Antikdrper enthielt.

Methode:

Waschen der Beads:
50 ul Beads wurden in ein Réhrchen Uberfiihrt, abmagnetisiert und der Uberstand
verworfen. AnschlieRend wurden die Beads 3x in 0,5 ml Citrat-Phosphat Puffer, ph 5.0,

gewaschen.

Binden der Anti-human-Antikorper an die Beads:
Mit Citrat-Puffer wurden ca. 40 pl aHu-IgG-AK-Ldsung ad 100 pl verdiinnt. Diese Ldsung
wurde mit den gewaschenen Beads 40 min bei RT, leicht ruttelnd inkubiert. Anschlieend
wurde das Réhrchen fiir 2 Minuten auf einen Magneten gestellt und der Uberstand

abgesaugt. Danach wurden die Beads 2x gewaschen, s.o. .

» Herstellung eines Lysats fur die Immunprazipitation.

Es folgte die Inkubation der biotinylierten Granulozyten mit Plasma beziehungsweise PBS-
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BSA 0,2% fur die Antikdrperbindung. Dazu wurden 100 pl  Granulozyten-Suspension im
Verhaltnis 1:1 mit Plasma bzw. PBS-BSA 0,2% vermischt und fir 30 Minuten bei 37 ° C
inkubiert. Anschlie®end wurden die Zellen zweimal gewaschen, um ungebundene
Antikorper zu entfernen, die ein falsch positives Signal liefern wurden.

Nach der letzten Zentrifugation wurde das Pellet trocken abgesaugt und in Lysepuffer mit
Inhibitoren resuspendiert. Nach 30 Minuten Lyse auf Eis wurde das Lysat 30 Minuten bei
4° C und 13 000 x g zentrifugiert, um Zellorganellen und andere stérende Zellbestandteile

zu entfernen. Der Uberstand wurde fiir die Immunpréazipitation verwendet.

Binden des AG an Dynabeads-Protein G-IgG-Komplexe:
Empfehlung des Herstellers fir ein 100 kDa-Protein: 25ug Antigen (nicht Gesamtprotein) /
ml Beads. Wenn Verdunnung notwendig: PBS oder 0,1M Phosphatpufer, ph 7,0.
Das Lysat (ca. 100 ul) wurde auf die vorbereiteten Dynabeads-ahu-AK-Komplexe in 150 pl
TRIS-BSA-Puffer gegeben. Die Inkubation fand schuttelnd-rotierend fir 2 h bei 2-8° C
statt. Die Beads mit dem gebundenen Antigen wurden 2 min abmagnetisiert und der
Uberstand abgesaugt. AnschlieRend wurden die Beads dreimal mit PBS gewaschen.
Inkubieren: 2h, 2-8°C, schuttelnd-rotierend.

Elution des Zielproteins
Die Beads wurden 5 min in Rotiload | Probenpuffer bei 95°C gekocht. Anschlie3end
wurden die Beads 2 min abmagnetisiert, der Uberstand mit einer Pipette abgesaugt und
zur Analyse mittels SDS-PAGE benutzt.
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SDS-Polyaccrylamid Gelelektrophorese:

Material:

Probenpuffer: 4x roti®-load | 4x konzentriert

Hitzeplatte fir die Proben

Standard: invitrogen seeblue® plus2

Biorad-Minigelapparat

Gleichstrom-Transformator (Consort E 443) mit konstanter Spannung bei variabler
Stromstarke.

Fertig-Gele von Biorad: 7,5% Ready-Gel Tris-HCI

Laufpuffer:

3 g Tris-Base, 14,4 g Glycin, 1 g SDS ad 1L mit Aqua dest.

Methode:

Die Proben wurden im Verhaltniss 1:4 mit vierfach konzentriertem, reduzierendem
Probenpuffer Roti-Load 1 versetzt und 5 min bei 95° C gekocht, um die Proteine mit Hilfe
der Hitze und des Mercaptoethanols im Probenpuffer zu denaturieren.

Die ionische Seife Sodiumdodecylsulfat (SDS) im Laufpuffer und Gel bindet Proteine an
ihren hydrophoben Regionen in einem konstanten Verhaltniss (1,4g SDS /g Protein). Die
Bindung der Seife wurde durch den reduzierenden Effekt des Probenpuffers verbessert.
Sie denaturierte dabei Proteine und nivellierte die meisten Proteine auf ein konstantes
Ladungs/Masse Verhaltnis. In einem elektrischen Feld mit konstanter Spannung wirkte
auf alle Proteine idealerweise die gleiche Kraft/Masse. Bei Glykoproteinen auf der
Zelloberflache haben die hydrophilen Zucker kein SDS gebunden und daher bildete sich
fur jedes Glykoprotein ein spezifisches Kraft/Masse-Verhaltniss.

In der Polyacrylamidmatrix des Gels wanderten die Proteine durch die Poren des Gels und
wurden nach ihrem Molekulgewicht aufgetrennt.

25 ul der vorbereiteten Probe wurden in die Taschen des Gels geflllt. Als
Molekulargewichts-Standard wurde Seeblue plus2 von Invitrogen eingesetzt.

Die Elektrophorese lief bei ca. 38 mA/Gel fur ca. 45 min Die im Gel verteilten Proteine

wurden im Anschluss auf eine Nitrozellulosemembran geblottet (s.u.).
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Western-Blot:

Material:

Blotkammer fur semi-dry blots.

Gleichstrom-Transformator mit variabler Spannung bei konstanter Stromstarke.
Transfer-Puffer: 2,43 g Tris-Base, 11,3 g Glycin, 200 ml Methanol, ad 1| mit A. dest..
Zehnfach TBS-Puffer, ph 7,6: 24,2 g Tris-Base, 80 g NaCl.

Waschpuffer:

Einfach konzentriertes TBS mit 0,1 % Tween-20.

Block-Puffer: Einfach konzentriertes TBS-T, 5% nonfat dry milk.

Streptavidin konjugiert mit alkalischer Phosphatase. 1:750 verdinnt in AP-Puffer:
15,8 g Tris-Base, 5,8 g NaCl, 1,02 g MgCIx6H20 ad 11, ph auf 9,5 einstellen.
NBT-BCIP-Losung: 100 yl NBT-Losung (50 mg/ml; 70% DMF), 50 ul BCIP-Lésung (50
mg/ml in A.dest.) ad 15 ml AP-Puffer.

Filterpapier.

Schuttler.

Aufbau:

Die Filterpapiere und die Nitrozellulose Membranen wurden in Transferpuffer eingelegt.
Die Elektroden der Blotapparatur wurden mit Transferpuffer angefeuchtet. Auf die feuchte
Kathode wurden blasenfrei drei Lagen durchtranktes Filterpapier gelegt. Sofort nach dem
Befreien aus den Glasplatten wurde das Gel blasenfrei auf das Filterpapier gelegt,
Transferpuffer daribergegossen und die Nitrozellulosemembran auf das Gel gelegt.
Wieder wird Transferpuffer darUbergegossen. Es folgen weitere drei Lagen Filterpapier

und die Anode.

Methode:

Die Blotkammer wurde fir 60 Minuten unter konstante Spannung gesetzt, damit die im Gel
gelagerten Proteine in die Nitrozellulosemembran wanderten, an die sie mit hoher Affinitat
gebunden haben.

Das Methanol aktivierte die Proteinbindungsstellen der Nitrozellulose. Ein Problem von
groRen Proteinen ist, dass ihre Ubertragungseffiziens geringer ist. Weiterhin kénnen

Probleme beim Waschen der Blots auftreten, da Seifen die Proteine wieder aus der
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Membran I6sen konnen. Nach dem Blotten wurde die Membran 5 Minuten TBS-T
gewaschen. Anschlieliend wurd die Membran mindestens eine Stunde bzw. Uber Nacht
geblockt. So, dass beim Nachweis der unspezifischen Hintergrund durch unspezifisch
gebundene Detektor-Stoffe gesenkt wurde. Nach dem Blocken wurden Uberschussige
Proteine durch 3-maliges Waschen mit TBS-T entfernt.

Einmal auf die Membran Ubertragen, waren Proteine vielen Nachweismethoden gut
zuganglich. Nachdem Immunoblots keine befriedigenden Ergebnisses lieferten, kam der
Erfolg mit biotinylierten Proteinen und dem Nachweis mittels Alkalische-Phosphatase-
konjugiertem Streptavidin, dass NBT/BCIP umsetzte. Dazu wurden die Blots nach dem
Waschen 1 h in Streptavidin-AP-Losung inkubiert. Es folgen 3 weitere Waschschritte in
TBS-T. Das Tween wird duch dreimaliges Spulen des Blots in TBS entfernt. Nach dem
Waschen wurde der Blot 30 Minuten in AP-Puffer aqulibriert und schlief3lich 15 ml NBT-
BCIP-Lésung dazu gegeben.

Versuch zum Nachweis des HNA-3a Epitops auf der Membranproteinfraktion eines
Granulozytenlysats

Hypothese:

Das HNA-3a-Epitop ist ein Oberflachenprotein von Granulozyten und ist nach Lyse der
Zellen und Aufreinigung der Membranproteine noch als antikérperbindendes Epitop

vorhanden.

Prinzip:

Granulozyten wurden lysiert und anschlieBend bei 10000 x g zentrifugiert, um
Zellkernstrukturen und andere zellinnere Bestandteile zu sedimentieren. Es sollte der
Beweis zu erbracht werden, dass das Epitop nach der Zentrifugation im Uberstand
vorhanden war, und Antikdrper binden konnte.

Dazu sollte es mit Proteinen aus diesem Uberstand mdglich sein, aHNA-3a- Antikérper
aus einem Plasma abzusattigen.

Der Nachweis der Antikorperbindung erfolgte nach dem im folgenden beschriebenen
Verfahren im FACS.
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Material:

Granulozytenkonzentrat aus 6ml. EDTA-Blut.

Lysepuffer ohne Inhibitoren:

TRIS: 2,4 g; NaCl: 8,76 g; TritonX-100 9,5 ml; EDTA: 1,86 g; ad 11 mit Aqua dest. pH auf
7,4 einstellen

+ Pefabloc 0,1mol/L + Leupeptin 0,05mg/ml

PBS-Puffer

Hamolysepuffer ,NH4CI* : NH4CI: 8,3 g; KHCO3: 1,0 g; Na-EDTA: 0,037 g; ad 11 mit
Aqua dest.; pH auf 7,4 mit HCI einstellen

Methode:

Es wurden Suspensionen aus Ag-positiven und Ag-negativen Granulozyten entsprechend
dem GAT-Protokoll hergestellt. 107 Granulozyten wurden in 100 ul Lysepuffer, bei
Raumtemperatur fur ca. eine halbe Stunde lysiert. Es folgte eine Zentrifugation (30 min bei
10000*g). Der Uberstand wurde abgehoben und mit 300 pl antikdrperhaltigem Plasma
inkubiert. Die gleiche Menge Membranproteine aus Ag.-negativen Granulozyten wurde in
300 pl Antikorper-negativem Plasma inkubiert.

Ansetzen der Pufferkontrolle: Lysepuffer wurde mit aHNA-3a-positivem — und aHNA-3a-
negativem Plasma inkubiert.

Es folgte eine DurchflulRzytometrie s.o., um das Ergebnis zu messen.

Tabelle 2: Ansatzschema, der Facs-Ansétze:

Erwartete FACS-Ergebniss mit HNA 3a positiven

Granulozyten

Ag-pos. Lysat Inkubiert mit Soll im Vergleich zur positiven Pufferkontrolle
aHNA-3a-Antikorper-haltigem abgeschwacht sein.

Plasma

Ag-pos. Lysat Inkubiert mit Negativ-Kontrolle

Kontroll- Plasma,
ohne aHNA-3a- Antikorper

Lysepuffer Inkubiert mit aHNA- | Positive Pufferkontrolle

3a- AntikOrper-haltigem Plasma

Lysepuffer Inkubiert mit Negative Pufferkontrolle
Kontroll- Plasma,
ohne aHNA-3a- Antikorper
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Der Lymphozyten-Immunfluoreszenztest

Material

Buffy-Coat, der bei der Isolierung der Granluozyten anfallt.

Methode:

Lymphozyten wurden isoliert aus dem Buffy-coat. Es folgte eine Inkubation von 40 pl
Zellsuspension mit 20 pl Plasma fur 30 min bei 37 °C. Danach wurden die Zellen dreimal
gewaschen und das Pellet mit ahu-IgG-Fitc, 1:75 vv. 30 min im Dunkeln inkubiert.
Anschliefend wurde wieder dreimal gewaschen und das Pellet in PBS w/o Ca, Mg, pH

7,4, resuspendiert. Es folgte eine durchflusszytometrische Messung.
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lll. Ergebnisse:

Screening von Blutspendern auf HNA-3a

Um Blutspender zu identifizieren, die das HNA-3a-Merkmal nicht tragen, wurde ein
Screening von Proben aus den Presamplingbehaltern einer Blutspende durchgefuhrt. Des
Weiteren erklarten sich Mitarbeiter und Studenten der Universitat bereit, sich auf das
Merkmal untersuchen zu lassen. Insgesamt konnten die Ergebnisse von 200 Personen
ausgewertet werden. Das Screening erfolgte der schnellen Durchfihrung wegen mit Hilfe
des Granulozytenagglutinationstets. Als Negativkontrolle diente ein AB-Plasma, das keine
antigranulozytaren Antikorper enthielt und wahrend des gesamten Screenings keine falsch
positiven Ergebnisse lieferte. Getestet wurde mit aHNA-3a Antikérper enthaltenden
Plasmen aus einem Referenzlabor. Zusatzlich wurden HNA-3a positive Granulozyten
eines antigenpositiven Spenders als Positivkontrolle einbezogen. Die Ergebnisse wurden
entsprechend dem Protokoll in 4 subjektive Grade eingeteilt und sind in Abbildung 2 und

Tabelle 3. dargestellt.

180

160 Tabelle 3: Screeningergebnisse
140 |
120 — Keine Agglutination -)
. 100 . 3
§ 80 . Eindeutiges Ergebnisse (+)
@ 12
Q. 60 — . .
n Agglutination (+)
20 — Starke Agglutination (++)
0 === e 154
Kein - (+) + ++ Kein Ergebnis 3
Erggebniss

Agglutination

Abbildung 2: Screeningergebnisse

Die Ergebnisse ohne Agglutination, sowie die nicht eindeutigen Ergebnisse, gaben einen
ersten Hinweis darauf, dass ein Spender das Merkmal HNA-3a nicht tragt. Um das zu
bestatigen eignet sich ein Granluozyten-/ oder ein Lymphozyten-Immunfluoreszenstest.
Wenn mdglich, wurden Spender mit diesen Ergebnissen noch einmal getestet.

Erneut getestet wurden insgesamt 12 Spender. Davon erwiesen sich 9 als
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Merkmalstrager, 3 als sicher negativ fur HNA-3a. AuRerdem sind die FACS-Ergebnisse
von Spendern beispielhaft, die das Antigen nicht exprimieren und deren Zellen bei
weiteren Versuchen Verwendung fanden. Bei der Wiedereinbestellung der Spender 1 und
2 wurde zunachst der GAT wiederholt. Gleichzeitig wurde ein Lymphozyten-
Immunfluoreszenstest durchgefuhrt

Die Wiederholung des GAT zeigte weder bei Spender 1, noch bei Spender 2 eine
Agglutination (Tabelle 2).

Tabelle 2 : Wiederholung des GAT zur Bestétigung der ersten Testergebnisse:

Zellen Plasma 1 | Plasma2 | Plasma3 | Kontroll | Kontroll | Kontrollp
vertikal \ (aHNA- (aHNA- (aHNA- plasma | plasma lasma
Plasma 3a) 3a) 3a) (A,D) (AB,D) (B,D)
horizontal
(Blutgruppe in
Klammern)
Postiver ++ ++ ++ - - -
Spender
Postiver ++ ++ ++ - - -
Spender
Spender 1 - - - - - -
Spender 1 - - - - - -
Spender 2 (+) - + - - -
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Bestétigung der Ergenbnisse mit einem Lymphozyten-Immunfluoreszenztest

Um ein besser quantifizierbares Ergebniss zu erhalten, wurde ebenfalls ein Lymphozyten-
Immunfluoreszenztest durchgefuhrt, dessen Ergebnisse in den unten stehenden
Abbildungen dargestellt sind. Zwei HNA-3a-negative Spender (Abb. 3 und 4) und ein HNA-
3a-positiver Spender (Abb. 5) sind dargestellt. Deutlich zu erkennen ist in Abb.3 und Abb.4
bei Ansatzen mit AB-Plasma, autologen Plasmen und aHNA-3a-Plasma zwei Peaks in der
Signalintensitat nachzuweisen sind. In Abb.6 mit aHNA-3a Plasma jedoch nur ein Peak

vorhanden ist.
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A: Spender 1 mit autologem Plasma
B: Spender 1 mit AB Plasma

C: Spender 1 mit aHNA-3a Plasma 1
D: Spender 1 mit aHNA-3a Plasma 2

Abbildung 3: Lymphozyten eines HNA-3a -negativen Spenders getestet mit verschiedenen Plasmen.

44



32

Gm 4412 e _
JEN 1251 Gm.. EE .42
w Ml 41.79 hCﬂ";' ;?gﬁ
g - . .
=] T 9?1m1 (30.3%) -E [344-1023] 1505 (43.3 %)
- a | 1

= T T T 1
0% 10t 102 104 10¢

= T T T d
FL1 -Height 10% 10" 10% 107 10*

FLA -Heigtt
A B
o = _
lem 9172 Clom 5221
lov: 1643 lov: 1304
g Mok 10274 o |Md 4826
T 1 [344-1023] 2708 (BG4 %) T |[344-1023]3346  (7TI6 %)
(i bt o b1
(o) g 7 1 ™3 . o] T T T 1
107 107 10° 10° 10 10% 10" 10% 10% 10*
FL1-Height FL1 -Height
C D
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Abbildung 4:

Lymphozyten eines HNA-3a -negativen Spenders getestet mit verschiedenen Plasmen.
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Abbildung 5:

Lymphozyten eines HNA-3a -positiven Spenders getestet mit verschiedenen Plasmen.

GIFT im FACS ausgewertet

Betrachtet man die Ergebnisse des LIFT und des GIFT, lasst sich an Spender 1 zeigen,
dass ein Granulozyten-Immunfluoreszenstest im FACS ausgewertet wesentlich
eindeutigere Ergebnisse ergab. Die geometrischen Mittelwerte der Signalintensitat (Gm)
unterschieden sich zwischen positivem und negativem Merkmalstrager deutlich. Da der
GIFT im FACS ausgewertet mit einem wesentlich geringerem Zeitaufwand verbunden war,
wurden weitere wieder einbestellte Spender nur noch mit Hilfe des Granulozyten-

Immunfluoreszenstest im FACS getestet.
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Abbildung 6: aHNA-3a- negativer (linke Abb.) und -postiver Spender (rechte Abb.) im Vergleich.
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Die Immunprézipitation

Mit Hilfe der Immunprazipitation lieBen sich Oberflachenproteine von Granulozyten an
Antikorper binden und ausfallen. So war es madglich verschiedene Antigene durch die
nachfolgende 1-D Gelelektrophorese anhand ihres Molekulargewichts zu differenzieren
und durch einen Western Blot nachzuweisen. Im Western Blot sichtbar, konnten Proteine
anhand ihres Molekulargewichts als Banden unterschieden werden. Spezifische Banden,
die nur bei einer Immunprazipitation mit aHNA-3a Plasma auf HNA-3a positiven
Granulozyten im Vergleich zu einem negativen Referenzplasma spezifisch sind, stellten
wahrscheinlich das Epitop tragende Protein dar. Gleiches galt flr eine Immunprazipitation
mit aHNA-3a-Plasma und spezifischen Ergebnissen fur Lysate HNA-3a positiver und
-negativer Granulozyten. Dazu wurde eine Kontrolle der spezifischen Bindung bendtigt:
Immunprazipitation mit einem Kontrollplasma ohne aHNA-3a-Antikorper. — Hier ein AB-
Plasma.

Immunprazipitaion ohne Anti-Antigen-Antikorper. - Hier Bovines Serumalbumin.
Immunprazipitation mit einem Granulozyten-Lysat, welches das Antigen nicht enthielt.
Dargestellt werden sollen nun mehrere Immunprazipitationen mit HNA-3a positiven

Granulozyten typisierter Spender und verschiedenen Testplasmen:
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Versuch 1: Nachweis der Biotinylierung und Antikérperbindung

Mit Proben aus den Ansatzen fur die Immunprazipitation lie® sich im Durchflusszytometer

die spezifische Bindung von aHNA-3a-Antikbrpern an die Granulozyten nachweisen.

Gleiches galt fur den Nachweis der Biotinylierung.
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Abbildung 7: Durchflusszytometrischer Nachweis der Biotinylierung und Antikdrperbindung an Granulozyten
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Versuch 2: Die Inmunprézipitation mit anschlieBendem Western Blot

Die Immunprazipitation wurde mit Protein G gekoppelten magnetic Beads (“Dyna Beads”)
durchgefuhrt. Im Western Blot lie® sich in der Probe mit HNA-3a positiven Granulozyten
und HNA-3a Plasma eine deutliche einzelne Bande zwischen 90 und 105 kDa
nachweisen. Die Bande ist im Vergleich mit den Kontrollen spezifisch. Als Negativkontrolle
dienten AB-Plasma und bovines Serumalbumin(BSA). Bei diesen Kontrollen zeigten sich
verschiedene unspezifische Banden im Bereich von ca 55 kDa, um 64 kDa und bei ca 140
kDa.
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Abbildung 8:
aHNA3a-Plasma spezifische Bande (Spur 5) im Western Blot nach Immunprazipitation mit Dyna Beads

gekoppelt mit rabbit anti-human IgG (Fc-spez). Nachweis biotinylierter Proteine mit Streptavidin-AP 1:5000
vorverdinnt (1h inkubiert) und NBT-BCIP (20 Minuten).

Belegung der Spuren in der Abbildung:

1.-3.: Uberstande: 4.: Marker: SeeBlue plus2 5.-7.: Prazipitate:

1.: ,aHNA3a-Serum* 5.: ,aHNA3a-Serum*
2.: ,AB-Plasma*“ 6.: ,AB-Plasma*“

3.1 (-)-Kontrolle 7.: (-)-Kontrolle
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Versuch 3:Verwendung von Ziegen- statt Kaninchen-anti-human-lgG-Antikérpern
bei der Immunpraézipitation:

Die Ergebnisse mehrerer Versuche, die aufeinander folgten, glichen dem aus Versuch 2
und sollen im folgenden dargestellt werden. Auch die Verwendung von Ziegen- statt

Kaninchenantikdrpern an den Beads fuhrte zu reproduzierbaren Ergebnissen, wie
Abbildung 9 zeigt.
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Abbildung 9:

aHNA3a-Plasma spezifische Bande im Western Blot nach Immunprazipitation mit Dyna Beads gekoppelt

mit goat anti-human IgG (Fc-spez). Nachweis biotinylierter Proteine mit Streptavidin-AP 1:5000
vorverdinnt (1h inkubiert) und NBT-BCIP (20 Minuten)

Belegung der Spuren in Versuch 3:

1.-3.: Uberstande: 4.: Marker: SeeBlue plus 2 5.-7.: Prazipitate:
»=aHNA3a-Serum* 5.: ,aHNA3a-Serum*
+-AB-Plasma“ 6.: ,AB-Plasma“
(-)-Kontrolle 7.: (-)-Kontrolle
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Versuch 4 und 5

Zum Vergleich wurden mehrere aHNA-3a-antikorperhaltige Plasmen getestet. Als
Negativkontrolle dienten BSA und AB-Plasma ohne antigranulozytare Antikérper. Es

zeigte sich eine unterschiedlich starke Signalintensitat in der Durchflulizytometrie, wie in

Abbildung 10 zu erkennen ist.
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HNA-3a pos. Granulozyten + aHNA-3a-Plasma Nr.1
B: HNA-3a pos. Granulozyten + aHNA-3a-Plasma Nr.2
C: HNA-3a pos. Granulozyten + aHNA-3a-Plasma Nr.3
D: HNA-3a pos. Granulozyten + AB-Plasma

Abbildung 10:

Durchflusszytometrie HNA-3a positiver Granulozyten mit verschiedenen Plasmen.

Im Western Blot bei allen Plasmen und BSA zeigten sich verschiedene unspezifische
Banden im Bereich von ca 55 kDa, um 64 kDa und bei ca 140 kDa. In Spur 4 liel3 sich eine
deultich geringere Auspragung der Bande erkennen. Der Unterschied korrelierte grob mit
der unterschiedlich ausgepragten Markierung durch Primarantikérper in der Durchfluss-

zytometrie. Da sich die Ergebnisse mehrerer Versuche, die aufeinander folgten in ihrer
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Struktur ahnelten, konnte davon ausgegangen werden, dass es sich bei der Bande, die bei
der Immunprazipitation mit aHNA-3a Plasma und HNA-3a positiven Lysaten spezifisch ist,
um das Epitop HNA-3a tragende Protein handelt.
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Abbildung 11:

aHNA3a-Plasma spezifische Banden verschiedener aHNA-3a Plasmen im Vergleich. Western Blot nach
Immunprazipitation mit DynaBeads gekoppelt mit goat anti-human IgG (Fc-spez). Nachweis biotinylierter
Proteine mit Streptavidin-AP 1:5000 verdinnt (1h inkubiert) und NBT/BCIP (20 Minuten)

Belegung der Spuren:

1:BSA (-)-Kontrolle

2: AB-Plasma (-)-Kontrolle
3: aHNA3a-Serum Nr. 1

4: aHNA3a-Serum Nr. 2

5: aHNA3a-Serum Nr. 3
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Versuch 5:

Der Versuch diente dem Vergleich verschiedener zufallig ausgewahlte Spenderplasmen,
bei denen kein Zusammenhang mit Transfusionszwischenfallen bekannt war, um die
Haufigkeit falsch positiver Ergebnisse abzuschatzen. Die Bande, die HNA-3a-spezifisch ist

konnte bei keinem der getesteten Plasmen nachgewiesen werden.
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Abbildung 12:

aHNA3a-Plasma spezifische Bande im Vergleich mit negativen Plasmen. Western Blot nach
Immunprazipitation mit an Dyna Beads gekoppelten goat anti-humanlgG (Fc-spez). Nachweis biotinylierter
Proteine mit Streptavidin-AP1:5000 vorverdinnt (1h inkubiert) und NBT-BCIP (20 Minuten)

Belegung der Spuren in Versuch 5:

1.: Negativkontrolle, Inkubation der Granulozyten mit BSA.

2.: aHNA-3a-positives Plasma Nr. 1

3.: Marker: SeeBlue plus2

4.:Spuren 3 bis 7: Plasmen ohne Antigranulozytare Antikorper
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Versuch 6:

Hier wurden die Granulozyten eines typisierten HNA-3a positiven Spenders und HNA-3a
negativen Spenders vor der Immunprazipitation mit AB- und aHNA-3a-Plasma inkubiert. In
Abb.6 sind die unterschiedlichen Ergebnisse in der DurchfluBzytometrie nach Markierung

mit ahu IgG-FITC dargestellt. Die Ergebnisse der Immunprazipitation wurden im Western
Blot verglichen (Abb. 13).
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Abbildung 13:

Western Blot nach Immunprazipitation mit Dyna Beads gekoppelt mit goat anti-human 1gG (Fc-spez).

Nachweis biotinylierter Proteine mit Streptavidin-AP1:5000 verdiinnt (1h inkubiert) und NBT-BCIP (20
Minuten)

Belegung der Spuren:

1.: Marker: Seeblue?2 5.: HNA-3a-Negative Spenderin mit AB-Plasma.

2.: HNA-3a-Positiver Spender. mit AB-Plasma 6.: HNA-3a-Negative Spenderin aHNA3a-Plasma 1

2.: HNA-3a-Positiver Spender. mit aHNA-3a-
positivem Plasma 1

3.: Marker: Seeblue plus
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IV. Diskussion:

Screening:

Gegen HNA-3a gerichtete Antikdrper sorgen fur eine besonders starke Agglutination von
HNA-3a-positiven Neutrophilen. Daher ruhrte die Entscheidung fur einen GAT als
Grundlage des Screenings. Aulerdem zeigte sich bei vorausgegangenen Workshops,
dass aHNA-3a-AntikOrper am besten mit einem GAT identifiziert werden (J Bux und
Chapman 1997; Lucas et al. 2002). Die Ergebnisse des Sreenings auf HNA-3a weichen
mit einer Phanotyp-Frequenz von 98,5 % von den Ergebnissen vorausgegangener
Untersuchungen anderer Laboratorien ab, die eine Haufigkeit zwischen 89 und 96 %
angaben (Van Leeuwen, Eernisse und Van Roodj; Lalezari und Bernard; Keller-
Stanislawski et al. 2010). Einerseits ist die subjektive Bewertung der Ergebnisse
ausschlaggebend, andereseits auch verschiedene verfahrensbezogene Fehlerquellen. Die
Nachteile dieses Verfahrens gegeniber anderen, wie zum Beispiel einer
Sequenzspezifischen PCR liegen dabei auf der Hand. Zum einen muss bei einem GAT
stets mit frisch isolierten Granulozyten gearbeitet werden, deren Stabilitat ex vivo bei
wenigen Stunden liegt. Zum anderen kann sich bei Oberflachenproteinen von
Granulozyten deren Expressionsdichte wahrend der Isolierung andern. Des weiteren ist
bekannt, dass Glykoproteine von den Granulozyten internalisiert oder abgestolien werden
konnen. Neben den Granulozyten hat auch noch das Testplasma mit seinem Titer an
antigranulozytaren Antikérpern und anderen enthaltenen Antikorpern, zum Beispiel solche
aus dem HLA-System, oder kreuzreaktiven Antikorpern starken Einfluss auf das
Testergebnis. Bei unseren Untersuchungen stellte sich die Frage nach der Sensitivitat als
zweitrangig dar, da ein falsch negatives Ergebnis- weit groRere Probleme bei folgenden
Untersuchungen spielen wirde. Die Wiederholung des Tests und gleichzeitige
Verwendung eines GIFT, der im Durchflusszytometer ausgewertet wurde, sollten das
Ergebnis bestatigen. Aulerdem lieferte der GIFT ein von der Agglutination der
Granulozyten unabhangiges Ergebnis und stellte eher das Mal® der Starke der
Antikérperbindung dar. Eine wie im Beispiel des Spenders 1 zehnfach niedrigere
Fluoreszens der Zellen bietet eine wesentlich objektivere Grundlage fir weitere
Untersuchungen. Die hohe Wahrscheinlichkeit einen Fehler der ersten Art bei einem GIFT
zu erkennen (siehe Vorversuche zum Nachweis des Antigens in Lysat) erhohte aul3erdem

die Spezifitat bei der Auswahl der Spender fur weitere Untersuchungen.
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Die Biotininylierung

Esther des Biotins kdnnen zur Markierung von Proteinen verwendet werden, ohne ihre
biologische Aktivitat wesentlich zu verandern. Das Biotin kann anschliessend mit
markiertem Streptavidin nachgewiesen werden. Die meisten Antigen-Antikorper-
Interaktionen werden durch eine Biotinylierung ebenfalls nicht gestort. Sie bilden unter
Abspaltung der  N-Hydroxysuccinimid-Gruppe  stabile Amide mit  primaren
Aminonogruppen. Bei unseren Ansatzen entschieden wir uns fur die Verwendung von EZ-
Link® Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin der Firma Pierce, weil damit im wesentlichen
Membranproteine markiert werden. Die LC-LC-Gruppe bildet einen relativ langen Spacer.
Er wurde bewusst gewahlt, damit geniigend Spielraum fir eine optimale raumliche
Orientierung bei der Bindung des Antikorpers in der Nahe der markierten Aminosaure
bleibt. Die Biotinylierung mit EZ-Link® Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin kann in PBS bei ph 7,4
auf Eis ablaufen. Die halbstiindige Reaktionszeit gestaltet sich dadurch sehr schonend.
Nach Abschluss der Markierung sind die Zellen meist (funktionell) intakt und man kann
funktionelle Tests durchfuhren, sie lysieren und die Oberflachenproteine in einer Polyamid-
Gelelektrophorese auftrennen.

Die Bewertung der Biotinylierung im Durchflusszytometer zeigt mit konjugiertem
Streptavidin einen Fluoreszensunterschied von mehr als drei Zehnerpotenzen (Abb. 7).
Diese spezifische Bindung von Streptavidin an Biotin gab Grund fur die Annahme, dass
nach Aufschluss der Zellen nur biotinylierte Bestandteile mit Streptavidin nachzuweisen
sind.

Weiterhin war wichtig festzustellen, ob die Behandlung die Bindung von Antikérpern an
das Epitop beeinflussen wirde. In den Ansatzen beeinflusste sie die Bindung von aHNA-
3a-Antikdrpern an das Epitop kaum. Es lie3en sich leicht starkere Fluoreszenzen der
aHNA-3a-Antikorperbindung an biotinylierte Zellen, als an gleiche, nicht biotinylierte,
Zellen feststellen.

Dass auch weitere Proteine nach der Behandlung funktionell intakt sind, konnte am
Beispiel des Fc-Rezeptors gezeigt werden. Der GAT, der wahrscheinlich eine
funktionierende Vernetzung zwischen Epitop, Antikérper und Fc-Rezeptor voraussetzt,

funktioniert mit nativen Granulozyten genau wie mit biotinylierten.
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Immunprézipitaion; Western Blot

Bei etablierten Immunoassays, die auf einer Antikérper vermittelten Immobilisierung
granulozytarer Antigene beruhen (MAIGA), wird die Bindung von Antikorpern an
verschiedene Epitope auf Granulozyten durch eine Lyse der Zellen nicht wesentlich
beeinflusst (J Bux et al. 1993). Daher wurde davon ausgegangen, dass analog zu den
Bedingungen im MAIGA die Bindung von Antikérpern an das Epitop HNA-3a nicht
wesentlich durch eine Lyse der Zellen beeinflusst und die unspezifische Bindung an
cytoplasmatische Proteine gesenkt wurde. Die Immunprazipitation schien deshalb zur
Isolierung des Antigens geeignet. Dass es sich um ein konformationsabhangiges Epitop
handelt, war zu diesem Zeitpunkt nicht klar.

Analog zum MAIGA wurden auch hier die Zellen vor der Lyse mit den Plasmen inkubiert,
um aHNA-3a Antikdrper an ihr Epitop zu binden und nicht gebundene Antikorper in einem
Waschschritt entfernt.

Die verwendeten Protein G gekoppelten magnetic Beads wurden vor der
Immunprazipitation mit anti-human-Antikdrpern beladen, bevor sie mit Lysat inkubiert
wurden, um eine Prazipitation der Antigen-Antikdrper-Komplexe im Lysat zu erreichen.

Im Western Blot lie® sich in der Probe mit HNA-3a positiven Granulozyten und aHNA-3a-
Plasma eine deutliche einzelne Bande zwischen 90 und 105 kDa nachweisen. Die Bande
ist im Vergleich mit den Kontrollen spezifisch fur diesen Ansatz.

Bei Versuchen mit HNA-3a-positiven Zellen, den vorhandenen aHNA-3a-Plasmen, BSA,
AB-Plasma und zufallig ausgewahlten Plasmen ohne antigranulozytare Antikorper zeigten
sich regelhaft unspezfische Banden im Bereich von ca 55 kDa, um 64 kDa und bei ca 140
kDa.

Die Verwendung von Ziegen- statt Kaninchen-antihuman-Antikdrpern an den Beads lie
erwartungsgemall keinen Unterschied erkennen, so dass ein Effekt der Antikdrper
ausgeschlossen werden konnte.

Das Prazipitat mit aHNA-3a-Plasma unterschied sich in einem signifikanten Signal deutlich
von den anderen:

Es zeigte sich eine weitere Bande zwischen 90 und 105 kDa, was den Beobachtungen
von Van Leeuwen (van Leeuwen et al. Vox Sang. 9:431-446 (1964) ) entsprach.

Bei Vergleichen eines typisierten HNA-3a positiven Spendes mit HNA-3a negativen
Spendern wurden die Granulozyten ebenfalls mit aHNA-3a-, sowie AB- Plasmen und BSA

vorinkubiert. Auch hier zeigte sich die Bande zwischen 90 und 105 kDa nur bei HNA-3a-
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positiven Granulozyten, die mit aHNA-3a-Plasma inkubiert wurden. Eine HNA-3a-negative
Spenderin wurde wahrend des Screenings identifiziert. Da die Ergebnisse reproduzierbar
waren, kann davon ausgegangen werden, dass es sich bei der Bande, die bei der
Immunprazipitation mit aHNA-3a Plasma und HNA-3a positiven Lysaten spezifisch ist, um
das Epitop HNA-3a tragende Protein handelt.

Da das Protein nun isoliert werden konnte, stand es fir eine ldentifizierung durch N-

terminale Sequenzierung oder massenspektrometrische Verfahren zur Verfligung.
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Zusammenfassung

Einfihrung

Das humane Neutrophilen-Antigen HNA-3a steht in ursachlichem Zusammenhang mit der
Entstehung transfusions- assoziierter Lungeninsuffizienz und weiteren Erkrankungen. Die
Isolierung des Antigens ermoglichte eine Identifizierung und den Aufbau von routinemafig

durchfiihrbaren Testverfahren.

Zielsetzung

Etablieren eines Nachweisverfahrens und Screening von Blutspendern auf HNA-3a.
Aufreinigung der aHNA-3a-Antikorper aus dem Plasma immunisierter Blutspender.
Biotinylierung des Antigens und Koppelung an verschiedene Festphasen.

Immunprazipitation.

o o N~

Detektion mittels Gelelektrophorese und Immunoblotting.

Material und Methode

Mit Agglutinationstests und DurchfluRzytometrie wurde das Screening durchgefihrt. Um
das Antigen nach einer Isolierung nachweisen zu kénnen, erfolgte eine Biotinylierung der
Oberflachen-Proteine. Die Isolierung erfolgte mittels Immunprazipitation, 1-D-Gel-

elektrophorese und einen Nachweis im Western-Blot mit konjugiertem Streptavidin.

Ergebnisse

Im Screening wurden mehrere HNA-3a-negative Spender identifiziert. Die Haufigkeit des
Antigens lag bei 98,5 %. Die Biotinylierung beeinflusste die verwendeten Verfahren nicht
bemerkbar. Bei der Immunprazipitation mit HNA-3a-positiven Granulozyten, die mit aHNA-
3a-Plasma inkubiert wurden, stellte sich reproduzierbar eine Bande zwischen 90 und 105
kDa dar.

Diskussion

Da die Ergebnisse reproduzierbar waren, konnte davon ausgegangen werden, dass es
sich bei der Bande, die bei der Immunprazipitation mit aHNA-3a Plasma und HNA-3a
positiven Lysaten spezifisch ist, um das das Epitop HNA-3a tragende Protein handelt. Flr
eine ldentifizierung des Antigens konnte die Bande aus dem Gel ausgeschnitten werden
und mit weitergehenden Methoden charakterisiert werden.

Exakt dieses Vorgehen fuhrte zu der erfolgreichen Identifizierung des Epitops HNA-3a.
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