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1. Einleitung

1.1. Mikropartikel

Ziel der modernen Tumorforschung ist es, neue Erkenntnisse {iber das Wachstum und die
Ausbreitung von Tumorzellen zu erlangen, um dadurch neue Therapieansitze zu
entwickeln. Neue Tumormarker sollen hierbei Aussagen iiber Dignitdt, Stadium oder
Metastasierungspotenzial der Erkrankung treffen. Weltweit ist zudem ein steigendes
Interesse festzustellen, neue Marker fiir Koagulation, Fibrinolyse und Tumorangiogenese
bei Karzinompatienten zu evaluieren. Dabei konnte in neuesten Studien eine mogliche
klinische Relevanz von zirkulierenden Mikropartikeln (MP) bei verschiedenen malignen
Erkrankungen  dargelegt werden, unter anderem beim Magenkarzinom,
Bronchialkarzinom, Trousseau-Syndrom, bei Kolorektalen Karzinomen, Lymphomen und

bei Patienten mit muzinésen Adenokarzinomen (Mamma- und Pankreaskarzinom) (1-7).

MP sind Membranfragmente von einer Grofse kleiner als 1pm, die auf ihrer Oberfldche
Antigene tragen, wodurch man sie ihrer Ursprungszelle zuordnen kann. Sowohl jede
zirkulierende Blutzelle als auch Endothelzellen sind in der Lage, MP freizusetzen und ins
Blut abzugeben. Mehrere unterschiedliche Stimuli konnen die Freisetzung von MP
bewirken. Dazu gehoren Aktivierung oder Apoptose der Ursprungszelle, partielle oder
komplette Lyse, oxidativer Strefd oder Scherstref, der vor allem bei Endothelzellen einen
wichtigen Stimulus darstellt. Dabei scheint jeweils ein Anstieg der Kalziumkonzentration
im Zytosol, entweder aus zellinternen Tubuli oder aus dem Plasma, der entscheidende
Trigger zu sein. Ein viel diskutiertes Konzept der MP-Freisetzung geht davon aus, dass
spezifische Enzyme (Scramblase, Floppase) einen ,Switch’ induzieren kénnen, der dazu
fithrt, dass die normalerweise auf der Innenseite der Zellmembran gelegenen negativ

geladenen Phospholipide, wie zum Beispiel Phosphatidylserin (PS), auf der Aufienseite



der Doppelschichtmembran zu liegen kommen. Dieser Switch wird, so vermutet man, von
der Freisetzung von MP begleitet, die dann an ihrer Oberfliche das prokoagulatorisch

wirkende PS tragen, was man sich fiir ihre Detektierung zunutze macht (8-11).

Fiir die Messung von MP haben sich vor allem die Durchflufizytometrie, der Enzyme-
linked Immunosorbent Assay (ELISA, ein immunologisches Nachweisverfahren mittels
enzymatischer Farbreaktionen) und die Messung der Prothrombinase-Aktivitit (PF3) als
die Methoden der Wahl etabliert. Als ,Hilfsmittel” fiir die Quantifizierung von MP nutzt
man ihre Bindung an Annexin V in Anwesenheit von Calcium, wobei die Bindungsstelle
fir Annexin V PS ist. Da aber nur eine gewisse Fraktion von MP Annexin V-positiv ist,
werden zusitzliche Marker eingesetzt, die fiir die jeweilige Ursprungszelle spezifisch sind

(12).

Erhohte Konzentrationen an MP wurden bisher bei verschiedenen Krankheitsbildern wie
dem akuten Coronaren Syndrom, kardiovaskuldren Erkrankungen, der Rheumatoiden
Arthritis, dem Systemischen Lupus erythematodes und der Multiplen Sklerose

nachgewiesen (13-17).

Ein Bereich, in dem MP ebenso eine wichtige Rolle spielen, ist die Entziindungsreaktion.
Thrombozytire MP (TMP) présentieren an ihrer Oberfliche Entziindungsmediatoren,
von denen man bis vor kurzem annahm, dass sie ungebunden im Blut vorkommen. Nach
neueren Erkenntnissen aber liegen sie auch an MP gebunden vor (12). Zu diesen
Entziindungsmediatoren gehoren unter anderem der Plittchen-Aktivitits-Faktor (PAF),
verantwortlich vor allem fiir die Modulation der Leukozytenadhdsion am Endothel (18),
,Regulated upon Activation, Normal T-cell Expressed, and Secreted” (RANTES,
mittlerweile auch bekannt als ,Chemocine Ligand 5, CCL5), ein hochwirksamer
chemotaktischer Faktor mit Wirkung auf Eosinophile und Basophile, der die Freisetzung
von Histamin vermittelt (19), und Thrombospondin, ein Modulator der

Komplementaktivierung (20).

Am ausfiithrlichsten sind bisher die TMP untersucht worden. Sie konnen

antikoagulatorisch wirken, indem sie das Protein C-System unterstiitzen. Dabei kénnen



sie iiber Thrombin-Thrombomodulin die Aktivierung von Protein C férdern und damit

die Faktoren Va und VlIIla inaktivieren (21, 22).

TMP  konnen auch prokoagulatorisch wirken, da sie eine anionische
Phospholipidoberfliche haben, an die der Tenase- und Prothrombinase-Komplex
andocken kann. Somit konnen sie passiv die Gerinnung initiieren (23-25). In neueren
Studien konnte desweiteren nachgewiesen werden, dass TMP auf ihrer Oberfliche
Gewebefaktor (tissue factor, TF) tragen und somit auch in der Lage sind, aktiv die
Blutgerinnung zu initiieren (25-31). Wenn also eine deutlich erhohte Anzahl an MP
vorliegt, konnte dies eine thrombophile Risikosituation darstellen, welche Einfluss auf die
Thromboseentstehung nimmt. Die tumor-assoziierte Thrombose ist die zweithdufigste
Ursache fiir die Mortalitét bei Krebspatienten neben der Krankheit selbst (32). Bis zu 10 %
der Patienten mit einer unbekannten tiefen Venenthrombose (TVT) konnen ein
Karzinom haben; eine idiopathische TVT kann also ein Hinweis auf eine okkulte maligne
Erkrankung sein (33). Die Pathogenese der TVT bei Tumorerkrankungen wird allerdings
noch nicht vollstindig erfasst, aber in mehreren Untersuchungen wurden erhohte
Plasmaspiegel von Gerinnungsfaktoren gefunden (34-36). Weiter gibt es Hinweise, dass
gerinnungsfordernde Proteine auf den Tumorzellen selbst exprimiert werden und so die
Aktivierung der Gerinnungskaskade bewirken konnen (37-39). Dariiberhinaus fand man
eine Verbindung zwischen TF auf Tumorzellen und Hyperkoagulabilitit, Tumor-
Angiogenese und Tumor-Progression (40). Aufierdem konnte gezeigt werden, dass eine
Plattchenaktivierung und damit verbunden eine Freisetzung von TMP durch Thrombin
oder durch die Tumorzelle selbst erfolgen kann. Die dabei freigesetzten MP tragen an
ihrer Oberfliche Mediatoren fiir die Angiogenese, wie zum Beispiel vascular endothelial

growth factor (VEGF), TF oder Thrombospondin (41-43).

Andere Studien beschiftigen sich seit einiger Zeit mit dem vermehrten Vorkommen von
zirkulierenden Endothelzellen bei Tumorpatienten. Auch bei diesen Untersuchungen
geht es hauptsichlich um die Frage der Angiogenese und den Stellenwert und die

Bedeutung der Endothelzellen bei diesem Prozefs. Dabei konnte festgestellt werden, dass



bei verschiedenen Tumorarten die Anzahl der zirkulierenden Endothelzellen erhoht ist
(44) und diese Zunahme als ein Merkmal von fortgeschrittenen Tumorerkrankungen
betrachtet werden kann (45, 46). Eine weitere Studie konnte zeigen, dass TMP die
Angiogenese fordern (47). Diese dadurch entstehende vermehrte Durchblutung koénnte
moglicherweise eine Ursache fiir verstirktes Tumorwachstum und eine hdmatogene
Metastasierung sein. Daneben koénnen MP auch selbst das Metastasierungspotenzial

verschiedener Tumorzelllinien stimulieren (48).



1.2. Mammakarzinom

Das Mammakarzinom ist derzeit der weltweit hdufigste bosartige Tumor der Frau. Laut
Schitzungen der WHO wird pro Jahr bei iiber einer Millionen Frauen erstmalig die
Diagnose Brustkrebs gestellt. Auch in Deutschland steht das Mammakarzinom immer
noch an vorderster Stelle bei den Krebserkrankungen, gefolgt von Kolorektalen
Karzinomen, dem Bronchialkarzinom, Karzinomen des Gebdrmutterkorpers, dem
Magenkarzinom und Ovarialkarzinomen. Etwa jede 10. Frau in Deutschland erkrankt
somit wihrend ihres Lebens an einem Mammakarzinom. Im Jahr 2000 waren es ca.
47 500 Betroffene, was einen Anteil von 24,4 % an allen weiblichen Krebserkrankungen
betrdgt. Betrachtet man die Mortalitdt, so liegt das Mammakarzinom auch dort an erster
Stelle; im Jahr 2000 etwa lag die Zahl bei fast 18 000 Sterbefillen in Deutschland. Der
Mittelwert des Erkrankungsalters liegt bei 61,4 Jahren, wobei sich mit einer
Standardabweichung von 13,1 Jahren und einem Median von 60 Jahren eine fast

symmetrische Verteilung ergibt.

Fiir alle Mammakarzinom-Patientinnen zeigt sich eine 5-Jahres-Uberlebensrate von
76,4 %, die nach 10 Jahren noch bei 59,4 % liegt und nach 15 Jahren bei 46,7 %. Als
wichtigster Prognosefaktor fiir das Uberleben ist die Anzahl der positiven Lymphknoten
zu nennen. Bei einem pNO-Status betrigt das relative Uberleben nach 5 Jahren 94,8 % und
auch nach 10 Jahren noch 86,4 %. Allerdings sinkt ab 10 und mehr befallenen
Lymphknoten das relative Uberleben auf nur noch 48,1 % nach 5 beziehungsweise 27,3 %

nach 10 Jahren.

Fiir das histologische Grading des Tumors ergibt sich eine positive Korrelation mit
anderen Prognosefaktoren. Beim Hormonrezeptorstatus zeigt sich zu Beginn auch eine
positive Abhingigkeit zum relativen Uberleben, die sich allerdings nach etwa 15 Jahren

relativiert hat.



Ein erhohtes Risiko fiir das Auftreten eines Mammakarzinoms besteht fiir Frauen mit
einer familidren Belastung hinsichtlich dieser Erkrankung, wobei der Grad der
Verwandtschaft eine wichtige Rolle spielt. Ebenso erhoht ist das Risiko fiir Frauen im
Zustand nach einem Mammakarzinom oder mit einer Pridkanzerose der Brust. Auch
Frauen im hoheren Lebensalter sind gefihrdeter, an einem Mammakarzinom zu
erkranken, was deutlich wird, wenn man die altersspezifische Inzidenz betrachtet, die
sich fast symmetrisch verteilt (prozentuales Erkrankungsalter: 32,1 % > 70 Jahre, 49,1 %
zwischen 50-69 Jahre und 18,8 % < 50 Jahre). Daneben kann man fiir einen weiteren sehr
grofen Teil der weiblichen Bevolkerung ein ,Gruppenrisiko’ definieren, das sich aus
mehreren Faktoren zusammensetzt, deren einzelne Bedeutungen aber zum Teil
unbekannt sind. Zu diesen Faktoren gehdren der Menopausenstatus, die Anzahl der
Schwangerschaften/Geburten und Zyklus-Charakteristika, eine hohe Brustdichte in der
Mammographie, proliferative und prikanzerdse Gewebeveranderungen in der Brust, die
Belastung mit Kanzerogenen und konstitutionelle Faktoren wie
Erndhrungsgewohnheiten, der Body-Mass-Index (BMI) und koérperliche Aktivitdt. Zur
Fritherkennung einer Brustkrebserkrankung zdhlen neben der Tastuntersuchung sowohl
durch den Facharzt als auch durch die Frau selbst vor allem die apparativen Methoden der
Mammographie, der Mamma-Sonographie und der Magnetresonanztomographie (MRT)
sowie die minimal-invasiven = Modglichkeiten der Probenentnahme  durch

Feinnadelpunktion, Stanz- und Vakuumbiopsie.

Um fiir die Patientinnen die jeweils angemessene Therapie empfehlen zu konnen, ist es
wichtig, den Tumor anhand spezifischer Kriterien zu kategorisieren. Dafiir entscheidend
ist die histologische Klassifikation, das Grading und die Tumorgrofie. Dazu kommen dann
das pTNM-Stadium (postoperative histopathologische Klassifikation von Tumor, Nodes =
Lymphknoten und Metastasen) und die R-Klassifikation (Residualgrenzen) nach einer
Operation, der Hormonrezeptorstatus und seit neuerem auch der HER-2/neu-Status

(human epidermal growth factor receptor 2).
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Bei der Therapie gibt es zum einen die Moglichkeit der primédr operativen Therapie. Dabei
werden verschiedene Operationsverfahren angewandt, die brusterhaltende Therapie
(BET) mit einer Entfernung des Tumors und die modifiziert radikale Mastektomie
(MRM), wobei der gesamte Brustdriisenkorper einschliefflich der oberflichlichen
Schichten der Pectoralisfaszie unter Belassung beider Pectoralismuskeln entfernt wird.
Kombiniert wird beides mit einer Entfernung des Sentinellymphknotens und
gegebenenfalls einer axilliren Lymphonodektomie, je nach Status des Sentinels. Im
Anschlufy an eine BET mufd die Restbrust nachbestrahlt werden. Je nach Klassifikation
des Tumors ist eine systemische Therapie im Anschluff an die Operation anzuraten
(adjuvante Therapie mit Chemo- und /oder Hormontherapie). Die andere Moglichkeit der
Behandlung besteht in der primér systemischen Therapie (PST), also einer neoadjuvanten
(Chemo-)Therapie, der eine Operation folgen sollte. Hierbei wird héaufig der

Sentinellymphknoten vor Beginn der neoadjuvanten Therapie entnommen.

Die Nachsorge beim Mammakarzinom sieht, vergleicht man sie mit der Nachsorge bei
anderen Karzinomerkrankungen, einen lingeren Zeitraum vor. In den ersten 3 Jahren
sollte alle 3 Monate, in den darauf folgenden 2 Jahren alle 6 Monate eine klinische
Nachsorge stattfinden, die aus einer Anamnese und einer klinischen Untersuchung
besteht. Insgesamt ist ein Zeitraum von 10 Jahren fiir die Nachsorge beim
Mammakarzinom vorgesehen. Im Rahmen der Nachsorge ist eine Mammographie bei BET

in den ersten 3 Jahren alle 6 Monate, danach alle 12 Monate geplant.

Lange Zeit galt das Carzinoembryonale Antigen (CEA) als der einzige im Blut
zirkulierende Tumormarker. Heute benutzt man als hauptsdchlichen Tumormarker fiir
das Mammakarzinom das Cancer-Antigen (CA) 15-3, ein Produkt des MUC1-Gens. Das
Einsatzgebiet beider Tumormarker (CEA und CA 15-3) beinhaltet sowohl die
Uberwachung von Frauen mit Brustkrebs als auch die Kontrolle der Therapie bei
fortgeschrittener Krankheit. Neueste Untersuchungen beschiftigen sich jetzt aber auch
mit der Suche nach neuen méglichen Tumor-/Prognosemarkern, wie zum Beispiel

zirkulierende MP.
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Mochte man eine Prognose zum Verlauf des Mammakarzinoms abgeben, so werden dafiir
als gesichert geltende relevante Faktoren wie das pTNM-Stadium, die Morphologie des
Tumors (Grading und histologische Klassifikation), der Rezeptorstatus (Ostrogen-
/Progesteronrezeptoren) und der HER-2/neu-Status herangezogen. Als Nachteil ist zu
nennen, dass hierbei immer Tumorgewebe untersucht werden muf, welches mithilfe

einer vorangehenden Biopsie beziehungsweise Operation gewonnen wird (49).
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1.3. Studienziel

Bei dieser prospektiven Fall-Kontroll-Studie wurden die Konzentrationen an
thrombozytiren, endothelialen und leukozytiren MP bei Mammakarzinom-Patientinnen

und Frauen mit benignen Mammatumoren untersucht.
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2. Material und Methodik

2.1. Studiendesign

2.1.1. Patientenkollektiv

Alle Patientinnen wurden sowohl durch einen standartisierten Einverstindnisbogen
(siehe Anlage S. 57) als auch durch ein personliches Gesprich iiber die Studie aufgeklirt.
Durch ihre Unterschrift erteilten die Patientinnen die Erlaubnis, ihre klinischen und
labortechnischen Daten zu analysieren. Diese Studie war zuvor bereits durch die
Ethikkommission der Ludwig-Maximilians-Universitdit Miinchen genehmigt worden

(Projekt-Nr. 349/02).

Die Studienpatientinnen wurden aus dem Patientenkollektiv der Klinik und Poliklinik fiir
Frauenheilkunde und Geburtshilfe und des Institutes fiir Klinische Radiologie des
Universititsklinikums Groffhadern der LMU Miinchen ausgewihlt. Dabei waren
Patientinnen eingeschlossen, bei denen ein Mammakarzinom per Stanzbiospie
diagnostiziert worden war, bevor sie einer chirurgischen Therapie zugefithrt wurden. Im
Anschluff an die Operation wurden die Patientinnen anhand der Tumorgrofie, des
Nodalstatus und moglicherweise vorhandener Metastasen dem entsprechendem TNM-

Stadium zugeteilt (Tabelle 1).

In die Kontrollgruppe wurden Frauen aufgenommen, bei denen histologisch ein benigner
Mammabefund gesichert worden war. Dabei konnte vor allem auf Patientinnen der
Abteilung fiir Klinische Radiologie zuriickgegriffen werden, bei denen bei
sonographischer oder mammographischer Stanzbiopsie ein benigner Tumor nachgewiesen

wurde.

Ausgeschlossen wurden Patientinnen, die vor der Blutabnahme eine operative, adjuvante

oder neoadjuvante Therapie erhalten hatten, sowie Frauen, die Aspirin, niedermolekulare

14



Heparine oder Marcumar eingenommen hatten oder Bluthochdruck beziehungsweise eine

Thrombose in der Anamnese aufwiesen.

Bei allen Teilnehmerinnen wurden anamnestisch Daten zu Alter, Grofde und Gewicht

erhoben.

pTO Kein Anhalt fiir Primartumor

pTis Carcinoma in situ: duktales (DCIS) oder lobuldares Carcinoma in situ (LCIS) oder
Morbus Paget der Mamille ohne nachweisbaren Tumor

Anmerkung: Der Morbus Paget, kombiniert mit einem nachweisbaren Tumor,
wird entsprechend der Grofde des Tumors klassifiziert

pT1 Tumor 2 cm oder weniger in gréfdter Ausdehnung

pT1lmic Mikroinvasion von 0,1 cm oder weniger in grofdter Ausdehnung
pTla mehrals 0,1 cm, aber nicht mehr als 0,5 cm in grofdter Ausdehnung
pTlb  mehrals 0,5 cm, aber nicht mehr als 1 cm in grofdter Ausdehnung

pTlc mehrals 1 cm, aber nicht mehr als 2 cm in grofiter Ausdehnung

pT2 Tumor mehr als 2 cm, aber nicht mehr als 5 cm in grofiter Ausdehnung
pT3 Tumor mehr als 5 cm in grofiter Ausdehnung
pT4 Tumor jeder Grofde mit direkter Ausdehnung auf Brustwand oder Haut

Anmerkung: Die Brustwand schlief3t die Rippen, die interkostalen Muskeln und
den vorderen Serratusmuskel mit ein, nicht aber die Pectoralis-Muskulatur

pT4a mit Ausdehnung auf die Brustwand

pT4b  mit Odem (einschlieRlich Apfelsinenhaut), Ulzeration der Brusthaut
oder Satellitenmetastasen der Haut der gleichen Brust

pT4c  Kriterien 4a und 4b gemeinsam

pT4d entziindliches (inflammatorisches) Karzinom

pNx Regiondre Lymphknoten konnen nicht beurteilt werden (zur Untersuchung
nicht entnommen oder friither entfernt)

pNO Keine regionalen Lymphknotenmetastasen?

pN1lmic | Mikrometastase (grofSer als 0,2 mm, aber nicht gréfier als 2 mm in max.
Ausdehnung)

pN1 Metastase(n) in 1-3 ipsilateralen axilldren Lmyphknoten und/oder ipsilateralen
Lymphknoten entlang der A. mammaria interna mit mikroskopischer(en)
Metastase(n), die bei der Sentinellymphknoten-Dissektion entdeckt wurden,
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aber nicht klinisch erkennbar® waren

pNla  Metastase(n) in 1-3 ipsilateralen axilliren Lymphknoten, zumindestens
eine grofier als 2 mm in max. Ausdehnung

pN1b Lymphknoten entlang der A. mammaria interna mit
mikroskopischer(en) Metastase(n), die bei der Sentinellymphknoten-Dissektion
entdeckt wurden, aber nicht klinisch erkennbar waren

pNlc Metastasen in 1-3 ipsilateralen axilliren Lymphknoten und
ipsilateralen Lymphknoten entlang der A. mammaria interna mit
mikroskopischer(en) Metastase(n), die bei der Sentinellymphknoten-Dissektion
entdeckt wurden, aber klinisch nicht erkennbar waren

pN2

Metastase(n) in 4-9 ipsilateralen axilliren Lymphknoten oder in klinisch
erkennbarencipsilateralen Lymphknoten entlang der A. mammaria interna ohne
axillire Lymphknotenmetastase

pN2a Metastasen in 4-9 ipsilateralen axilliren Lymphknoten, zumindestens
eine grofier als 2 mm in max. Ausdehnung

pN2b Metastase(n) in klinisch erkennbaren ipsilateralen Lymphknoten
entlang der A. mammaria interna ohne axillire Lymphknotenmetastase

pN3

Metastasen in mindestens 10 ipsilateralen axilliren Lymphknoten; oder in
ipsilateralen infraklavikuliren Lymphknoten; oder in klinisch erkennbaren
Lymphknoten entlang der A. mammaria interna mit mindestens einer axilliren
Lymphknotenmetastase; oder mehr als 3 axillire Lymphknotenmetastasen

mit klinisch nicht erkennbarer(en), mikroskopisch nachweisbarer(en)
Metastase(n) in Lymphknoten entlang der A. mammaria interna; oder
Metastase(n) in ipsilateralen supraklavikuldren Lymphknoten

pN3a Metastase(n) in mindestens 10 ipsilateralen axilliren Lymphknoten
(zumindest eine grofier als 2 mm in max. Ausdehnung) oder in ipsilateralen
infraklavikularen Lymphknoten

pN3b Metastase(n) in klinisch erkennbarem(en) Lymphknoten entlang der
A. mammaria interna bei Vorliegen von mindestens einer axilldren
Lymphknotenmetastase; oder Metastasen in mehr als 3 axilliren Lymphknoten
und in Lymphknoten entlang der A. mammaria interna, nachgewiesen durch
Sentinellymphknoten-Dissektion, aber nicht klinisch erkennbar

pN3c Metastase(n) in ipsilateralen supraklavikuliaren Lymphknoten

pMx

Vorliegen von Fernmetastasen kann nicht beurteilt werden

pMO

Keine Fernmetastasen

pM1

Fernmetastasen

Tabelle 1: pTNM-Klassifikation des Mammakarzinoms, Quelle: Manual Mammakarzinome (71)
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Anmerkung:

2 Fille, bei denen nur isolierte Tumorzellen in regionalen Lymphknoten nachgewiesen werden, werden als
pNO (i+) klassifiziert. Isolierte Tumorzellen sind definiert als einzelne Tumorzellen oder kleine
Ansammlungen von Zellen, die in ihrer grofiten Ausdehnung 0,2 mm nicht tiberschreiten und gewo6hnlich
mittels Immunhistochemie oder molekularen Methoden entdeckt werden. Manchmal kénnen sie mittels
H&E-Firbung verifiziert werden.

Isolierte Tumorzellen zeigen typischerweise keine Hinweise auf eine metastatische Aktivitit, d.h.
Proliferation oder Stromareaktion.

®  Nicht klinisch erkennbar = nicht entdeckt im Rahmen der klinischen Untersuchung oder mit

bildgebenden Untersuchungsverfahren (ausgenommen Lymphszintigraphie).

¢ Klinisch erkennbar = entdeckt im Rahmen der klinischen Untersuchung oder mit bildgebenden
Untersuchungsverfahren (ausgenommen Lymphszintigraphie) oder makroskopisch vom Pathologen
erkannt.

2.1.2. Blutentnahme

Die Probengewinnung erfolgte bei den Patientinnen mittels einer weitlumigen Kaniile (20
G) und Vacutain (9 Natriumcitrat 0,105 M, 1:10 verdiinnt) bei einem Stauungsdruck von
etwa 40 mmHg, der nur fiir den Einstich aufrechterhalten und danach wieder geldst
wurde. In vorhergegangenen Versuchen konnte festgestellt werden, dass durch diese
spezielle Art der Blutabnahme kein Einfluf} auf den Aktivierungzustand der
Thrombozyten genommen wird. Es wurden insgesamt 3 Rohrchen Blut abgenommen, ein
Serumrohrchen, ein EDTA-Blutrohrchen und ein Citratblutrohrchen (alle Monovetten
Sarstedt, Niirnbrecht, Deutschland), welches innerhalb von 30 Minuten weiterverarbeitet
wurde. Durch die schnelle Weiterverarbeitung konnte eine Autoaktivierung der
Thrombozyten verhindert werden, wie sich in vorhergegangenen Versuchen gezeigt
hatte. Zusidtzlich wurden ein kleines Blutbild und die relevanten Tumormarker am

Institut fiir Klinische Chemie des Universitatsklinikum Grof8hadern bestimmt.
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2.1.3. Aufbereitung der Blutproben

Das Citratrohrchen wurde innerhalb von 30 Minuten im Forschungslabor der
Frauenklinik des Klinikum Grofshadern weiterverarbeitet. Dafiir wurden die Proben 20
Minuten lang bei 1550xg zentrifugiert (Omnifuge 2.ORS, Heraeus Sepatech, Osterode,
Deutschland). Der Plasmaiiberstand wurde bis auf 1 cm abpipettiert, durchmischt und
jeweils a 320 pl Probe asserviert. Diese wurde in fliissigem Stickstoff schockgefroren und
dort zur weiteren Stabilisierung fiir 15 Minuten aufbewahrt. Vor der endgiiltigen
Weiterverarbeitung, die frithestens 2 Tage nach Gewinnung erfolgte, wurden die Proben

bei -80°C gelagert.

2.1.4. Laborwerte

Fiir jede Studienteilnehmerin wurden folgende Laborparameter erhoben, angegeben hier
mit den zugehorigen Referenzwerten des Institutes fiir Klinische Chemie am

Universitatsklinikum Grofdhadern:

Thrombozytenzahl 150 - 440 G/1
Himoglobinwert 12 - 16 grdl
Leukozytenzahl 4-116G/1
CA 15-3S <28 U/ml
CEA S < 3,4 ng/ml
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2.2. DurchflufRzytometrie

2.2.1. Prinzip der Durchflufzytometrie

Bei der Durchflufdzytometrie oder Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS) werden
Eigenschaften von Zellen gemessen, wobei es sich prinzipiell um die Emission von
optischen Signalen seitens der Zelle handelt, wenn diese einen Laserstrahl passiert. Um
diesen Vorgang zu ermoglichen, miissen die Zellen in einer Suspension vorliegen. Diese
Suspension wird durch Uberdruck iiber eine feine Kapillare in eine Mef{kammer
transportiert, durch welche ein kontinuierlicher Strom von Trigerfliissigkeit flief3t. Trifft
die Probensuspension auf die Tragerfliissigkeit, wird sie durch deren laminare Strémung
auf die Mitte der Mefikiivette konzentriert (Vorgang der hydrodynamischen
Fokussierung). Dadurch wird die Probensuspension so stark beschleunigt, dass die Zellen
perlschnurartig ein Sensormodul passieren und dort einzeln vom Laserstrahl erfafdt
werden konnen. Jede einzelne Zelle wird durch den Laser angeregt und emittiert
Streulicht unterschiedlicher Qualitit und Quantitit, wodurch es moglich wird, eine
Aussage iiber unterschiedliche Eigenschaften der Zelle zu treffen. Dabei stellen das
Vorwirtstreulicht (Forward Scatter = FSC) ein Mafd fiir die Zellgrofie und das
Seitwirtsstreulicht (Side Scatter = SCC) ein Maf$ fiir die Granularitit und die Struktur der
Zelle dar. Durch diese Nutzung der Durchflufdzytometrie lassen sich schon im Vollblut
die einzelnen Zellpopulationen (Erythrozyten — Thrombozyten - Leukozyten)

voneinander abgrenzen.

Um die Differenzierung noch sensitiver zu gestalten, beziehungsweise bestimmte
Oberflichenmembranproteine und —partikel darstellen zu konnen, verwendet man
zusdtzlich fluoreszierende Farbstoffe und markiert damit Antigene, um dadurch deren
Emissionen in bestimmten Absorptionsspektren darstellen zu kénnen. Das Prinzip beruht
darauf, dass der verwendete Laser die Elektronen der Fluoreszenzfarbstoffe anregt und
diese dadurch auf ein hoheres Energieniveau gehoben werden. Beim Zuriickfallen auf ihr
urspriingliches Energieniveau kommt es dann zur Emission von Energie in Form von

Photonen, der sogenannten Fluoreszenz. Diese Konzentration an Photonen ist direkt
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proportional zur Menge der gebundenen Antikérper bzw. Zellen. Zusidtzlich geht auch
Energie in Form von Wirme verloren, so dass das Emissionsspektrum energiedrmer und

damit langwelliger ist als das Anregungsspektrum.

2.2.2. Mef3gerit und verwendete Fluoreszenzfarbstoffe

Fiir die Analysen wurde ein Durchfluffzytometer (FACScan) der Firma Becton Dickinson
(Heidelberg, Deutschland) benutzt, welches einen monochromatischen Argonlaser mit
einer Emissionslinie von 488 nm beinhaltet. Durch den Aufbau des FACScan mit
insgesamt 3 Kanilen lieflen sich bis zu 3 Farbstoffe zur gleichen Zeit aufzeichnen. Zur

Unterscheidung wurden hier Fluoreszein-Isocyanat (FITC) und Phycoerythrin (PE)

verwendet.

Fluoreszenzfarbstoff Max. Exzitation | Max. Emission | Farbe
Fluoreszein-Isocyanat (FITC) | 488 nm 525 nm Griin
Phycoerythrin (PE) 488 nm 575 nm Gelb-rot

Tabelle 2: Angabe der Wellenlidnge der verwendeten Fluorochrome FITC & PE

Das FACScan zeichnet im Kanal 1 Wellenldngen von 530 nm auf und im Kanal 2
Wellenlédngen von 585 nm. Somit ist ersichtlich, dass die verwendeten Fluorochrome ein

genau passendes Emissionsspektrum zur Analyse besitzen.

2.2.3. Geriteeinstellung

Forward Scatter (FSC) und Side Scatter (SCC) wurden auf eine logarithmische
Verstirkung festgelegt. Die Geschwindigkeit, mit der die Proben durch die Mefikammer

flieBen, wurde auf 60 pl/min festgelegt.
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2.2.4. Verwendete Antikorper
22.4.1. Annexin V

Annexin V ist ein Protein mit einer Grofle von etwa 36 kD, das Ca?*-abhingig an
anionische Phospholipide von Zellmembranen bindet, vor allem an PS. PS befindet sich
normalerweise auf der Innenseite der Zellmembran, kann aber durch Aktivierung oder
Apoptose der Zelle auf die Aufienseite gelangen. Annexin V wirkt antikoagulatorisch,
indem es den Kontakt von anionischen Phospholipiden auf der Zelloberfliche mit
Gerinnungsfaktoren verhindert. Dadurch wird vor allem die Prothrombin-Aktivierung

gehemmt und eine Thrombusbildung verhindert.
Es wurden folgende Annexin V-Antikdrper verwendet:
» Annexin V - FITC der Firma IQ Products

» Annexin V - PE der Firma IQ Products (beide von Immuno Quality Products,

Groningen, Niederlande)

2.2.4.2. Immunglobulin G 1 (IgG 1)

IgG 1 ist ein Immunglobulin mit einer Grofie von 146 kD, es stellt die grofite Subklasse
von IgG dar. IgG 1 ist in der Lage, Komplementfaktoren zu aktivieren, Immunkomplexe

zu formieren und an Makrophagen zu binden, wodurch die Phagozytose erleichtert wird.
Es wurden folgende IgG 1-Antikérper verwendet:
» Mouse IgG 1 - FITC der Firma Immunotech (Immunotech, Marseille, Frankreich)

> Isotype control IgG 1 R — PE der Firma IQ Products (Immuno Quality Products,

Groningen, Niederlande)
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2.2.4.3. CD61

CD61 ist ein Cystein-reiches Glykoprotein und gehort zur Familie der Integrine B. CD61
selbst bildet einen Calcium-abhingigen Komplex mit dem Glykoprotein GP11b auf
ruhenden Thrombozyten. CD61 ist an der Zelladhdsion beteiligt und dient als Vermittler

bei der Plattchenaggregation.
Es wurde folgender CD61-Antikorper verwendet:

» PE anti-human CD61 der Firma BD Pharmingen (BD Bioscience, Heidelberg,
Deutschland)

2.2.4.4. CD63

CD63 ist ein Typ 3-Glykoprotein der Tetraspanin-Familie und befindet sich in
intrazelluldren Granula von Thrombozyten. Bei Aktivierung der Plittchen wird es an die
Zelloberfliche transportiert, wodurch es als Marker fiir Thrombozytenaktivierung dient.
CD63 vermittelt Signaltransduktionen, die eine Rolle spielen bei der Regulierung von
Zellentwicklung, Zellaktivierung, Wachstum und Beweglichkeit. Zudem wird diskutiert,
dass CD63 eine Funktion als Tumorsuppressorgen bei der Ausbreitung von menschlichen

Melanomzellen hat.
Es wurde folgender CD63-Antikorper verwendet:

> Monoclonal Antibody CD63-PE der Firma Immunotech (Immunotech, Marseille,
Frankreich)

2.2.4.5. CD62P

CD62P ist ein P-Selectin Typ 1-Glykoprotein und wird bei Aktivierung von
Thrombozyten aus sekretorischen Granula an die Oberfldche transportiert. CD62P besitzt

Bindungsstellen fiir Epidermal Growth Factor (EGF) und fiir Complement Control
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Binding Protein (CCP). Es vermittelt die Interaktion von Leukozyten mit der

Blutgefafiwand.
Es wurde folgender CD62P-Antikorper verwendet:

» Monoclonal Antibody CD62P-PE der Firma Immunotech (Immunotech, Marseille,
Frankreich)

2.2.4.6. CD62E

CD62E ist ein E-Selectin Typ 1-Glykoprotein und dient als Marker fiir aktivierte
Endothelzellen. Wie CD62P besitzt auch CD62E Bindungsstellen fiir EGF und CCP. Wie
auch die anderen Selektine ist CD62E ein Adhidsionsmolekiil und wirkt an der Bindung
von Leukozyten an die Gefifwand mit, was eine wichtige Voraussetzung fiir den
Ubertritt von Leukozyten ins Gewebe bei entziindlichen Prozessen darstellt. Weiter wird
fir CD62E eine Rolle bei der Vermittlung der Tumorzelladhdsion wihrend der

hdmatogenen Metastasierung diskutiert.
Es wurde folgender CD62E-Antikorper verwendet:

> PE anti-human CD62E der Firma BD Pharmingen (BD Bioscience, Heidelberg,
Deutschland)

2.2.4.7. CD45

CD45 ist ein Typ 1-Glykoprotein der Tyrosin-Phosphatase-Rezeptor-Familie und besitzt
Bindungsstellen fiir Fibronektin-Typ-III. CD45 ist ein Signalmolekiil, das eine Vielzahl
von Zellprozessen reguliert, wie Zellwachstum und Differenzierung. CD45 wird vor allem
von Leukozyten exprimiert, dabei sind die B- und T-Lymphozyten besonders

hervorzustellen.
Es wurde folgender CD45-Antikorper verwendet:

» CD45-PE der Firma Immunotech (Immunotech, Marseille, Frankreich)
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2.2.5. Prothrombin-Fragment F1+2

Das Prothrombin-Fragment F1+2 ist ein Spaltprodukt des Prothrombins wihrend der
Umwandlung in Thrombin. Seine Halbwertszeit im Plasma betrdgt 1,5 Stunden. Das
Prothrombin-Molekiil mit einer Grofse von 70 kD wird durch die proteolytische Aktivitat
des Faktors Xa in ein Thrombin-Molekiil mit der Grofle von 30 kD gespalten. Dabei

entsteht ein Prothrombin-Fragment F1+2, welches die Grofie von 35 kD besitzt.

Die Konzentration des Prothrombin-Fragments F1+2 steigt im Blut von Patienten mit

akuten venosen Thrombembolien stark an.

Die Bestimmung erfolgt nach ELISA-Enzygnost 1-2 der Firma Boehringer Mannheim,
wobei das Peptid F1+2 durch immobilisierte monoklonale Antikorper an eine feste Phase

gebunden und mit einem zweiten enzymmarkierten Antikdrper detektiert wird.
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2.3. Versuchsablauf

2.3.1. Puffer und Grundlésungen

Die PBS-Grundlésung bestand aus 9 g NaCl gelost in 1000 ml aqua destillata
(entsprechend 154 mmol/l NaCl 0,9 %) und zusétzlich 0,25 g Hydrogenphosphat Natrium
(entsprechend 1,4 mmol/l Phosphat) mit einem pH von 7,5. Diese Grundlésung war 1 — 2

Wochen bei Raumtemperatur haltbar.

Fir die Calcium-Grundlésung wurden 1,47 g CaCl? in 100 ml aqua destillata gelost
(0,1 mol/l CaCl? entsprechend). Diese Losung war bei 2 — 8 ° Celsius fiir 12 Monate
haltbar.

Die Citrat-Grundlosung bestand aus 3,2 g Tri-Natriumcitrat gelost in 100 ml aqua
destillata (3,2 % Tri-Natriumcitrat entsprechend). Diese Grundlosung war fiir 2 Monate

bei 2 — 8 ° Celsius haltbar.

2.3.2. Arbeitslésungen

Die Arbeitslosungen wurden téglich frisch aus den Grundlosungen hergestellt. Dabei
bestand der Calcium-Puffer aus 39 ml PBS-Grundlésung sowie 1 ml Calcium-
Grundlésung. Der Citrat-Puffer bestand aus 27 ml PBS-Grundlésung sowie 3 ml Citrat-

Grundlosung.

Diese Arbeitslosungen wurden vor jedem Gebrauch noch am pH-Mefigerit (inoLab pH
720, WTW Series, Weilheim, Deutschland) tiberpriift, ob ein Bereich von pH 7,36 bis 7,43
vorliegt. Um eine Verunreinigung moglichst gering zu halten, wurden die
Arbeitslosungen zuletzt noch gefiltert (Minisart, non-pyrogenic, 0,20 um, steril, Sartorius,

Gottingen, Deutschland).
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2.3.3. Probenl6sung

Die Isolation und Analyse der MP wurde auf die Art und Weise durchgefiihrt, wie sie von

Nieuwland et al. beschrieben wurde (25).

Die nach der Blutabnahme durch Zentrifugation, Pipettierung und Schockgefrierung
gewonnenen Proben wurden langsam auf Eis iiber ca. 1 — 2 Stunden aufgetaut und 250 pl
Probe zur weiteren Benutzung abpipettiert. Danach erfolgte eine erste Zentrifugation fiir
30 Minuten bei 17,570xg und 20° Celsius (Mikro 22R, Hettich Zentrifugen, Tuttlingen,
Deutschland). Ein Uberstand von 225 pl wurde verworfen, die restlichen 25 pl Probe
wurden mit 225 pl PBS-Tri-Natriumcitrat-Gemisch (Citrat-Puffer) verdiinnt und
durchmischt. Es erfolgte die zweite Zentrifugation fiir erneut 30 Minuten bei wieder
17,570xg und 20° Celsius. Wieder wurde ein Uberstand von 225 pl abpipettiert und

verworfen und der Rest (25 pl) mit 75 pl Citrat-Puffer verdiinnt und vermischt.

Die verwendeten Antikdrper wurden in jeweils passenden Verhiltnissen mit Calcium-
Puffer gemischt (s. Tabelle 3) und bis auf die beiden Annexin-Leerproben fiir 5 Minuten
bei 17,570xg und 20° Celsius zentrifugiert (Mikro 22R, Hettich Zentrifugen, Tuttlingen,
Deutschland).

Annexine-FITC | 6 pl Annexine-FITC | 54 pl Ca-Puffer
IgG-PE 2 ul IgG-PE 18 pl Ca-Puffer
CD61-PE 2 ul CD61-PE 18 pl Ca-Puffer
CD63-PE 10 pl CD63-PE 10 pl Ca-Puffer
CD62P-PE 2 pl CD62P-PE 18 pl Ca-Puffer
CD62E-PE 10 pl CD62E-PE 10 pl Ca-Puffer
CD45-PE 4 pl CD45-PE 16 pl Ca-Puffer
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Annexine-PE

2 pl Annexine-PE

38 ul Ca-Puffer

IgG-FITC

2 ul IgG-FITC

18 pl Ca-Puffer

Tabelle 3: Antikérper-Mischungen

AnschlieBend wurde ein Uberstand von 10 pl abpipettiert.

Fiir die fertigen Messlésungen wurden jeweils 5 pl des Plasma-Citrat-Gemisches (s.0.) mit

je 5 pl der jeweils zell-spezifischen Antikérper und je 35 pl PBS-CaCl2-Gemisch (Calcium-

Puffer) gemischt. Dazu kamen fiir die PE-gelabelten Antikoérper jeweils 5 pl Annexin-

FITC und fiir die FITC-gelabelten Antikorper jeweils 5 ul Annexin-PE.

Die beiden Annexin-Leerproben wurden mit jeweils 35 pl Citrat-Puffer und 5 pl Plasma-

Citrat-Gemisch (s.0.) gemischt, so dass sich zum Schluff folgende Probenverhaltnisse

ergaben, die denen von Berckmans et al. entsprechen (22):

Annexine-FITC-

35 ul Citrat-

5 pl Annexin-

5 ul Plasma-Citrat-

Leerprobe Puffer FITC Losung (= MP)

IgG-PE 35 pl Calcium- | 5 pl Annexin- |5 pl IgG-|5 pl Plasma-Citrat-
Puffer FITC PE Losung (= MP)

CD61-PE 35 ul Calcium- | 5 pl Annexin- | 5 pl 5 ul Plasma-Citrat-
Puffer FITC CD61-PE Losung (= MP)

CD63-PE 35 pl Calcium- | 5 pl Annexin- | 5 pl 5 ul Plasma-Citrat-
Puffer FITC CD63-PE | [Osung (= MP)

CD62P-PE 35 pl Calcium- | 5 pl Annexin- | 5 pl 5 pl Plasma-Citrat-
Puffer FITC CD62P-PE Losung (= MP)

CD62E-PE 35 ul Calcium- | 5 pl Annexin- | 5 pl 5 ul Plasma-Citrat-
Puffer FITC CD62E-PE | [Osung (= MP)
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CD45-PE 35 ul Calcium- | 5 pl Annexin- | 5 pl 5 ul Plasma-Citrat-
Puffer FITC CD45-PE Losung (= MP)

Annexine-PE- 35 pl Citrat- | 5 pl Annexin- 5 pl Plasma-Citrat-

Leerprobe Puffer PE Losung (= MPI)

IgG-FITC 35 ul Calcium- | 5 pl Annexin- |5 pl IgG-|5 pl Plasma-Citrat-
Puffer PE FITC Losung (= MP)

Tabelle 4: fertige Mischungen

Die fertigen Probenlosungen wurden fiir 15 Minuten bei Dunkelheit inkubiert. Danach

wurden die Annexin-Leerproben mit jeweils 900 pl Citrat-Puffer und die Antikorper-

Mischungen mit jeweils 900 pl Calcium-Puffer verdiinnt, um die Reaktion zu stoppen.

2.3.4 Auswertung

Zur Auswertung der Mikropartikelmessungen wurde die Cell Quest Software (Becton

Dickinson; San Jose, California, USA) benutzt. Fiir die statistische Auswertung wurde das

SPSS-Programm fiir Windows (Statistical Package for Social Science, Version 15.0,

Chicago, Illinois, USA) verwendet. Die parametrisch verteilten Daten wurden als

arithmetisches Mittel (+/- Standardabweichung) ausgedriickt, alle anderen Daten als

Median. Unabhingige Variablen wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test und dem

Fisher’s exact-Test analysiert. P-Werte <0.05 wurden als statistisch signifikant angesehen.
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3. ERGEBNISSE

3.1. Studien-Population

Insgesamt wurde bei dieser Studie das periphere Blut von 58 Patientinnen mit einem neu
diagnostizierten Mammakarzinom untersucht und die Daten mit denen von 13
Patientinnen mit einem benignen Mammatumor verglichen. Das Durchschnittsalter
zwischen den einzelnen Gruppen zeigte keine grofien Unterschiede: bei den Patientinnen
mit einem Mammakarzinom lag das Durchschnittsalter bei 59,8 + 11,4 Jahren (Mittelwert
+ SD 34-85 Jahre) und bei der Kontrollgruppe mit benignem Mammatumor bei 55,4 + 16,5
Jahren (20-80 Jahre). Lediglich innerhalb der Gruppe der Karzinompatientinnen gab es
eine leichte Verschiebung innerhalb des Alters, wobei die Patientinnen mit
Fernmetastasen und einem grofieren Tumor im Durchschnitt 8,1 — 9,5 Jahre édlter waren

als die Patientinnen mit einem in-situ-Karzinom oder einem kleineren Tumor.

Der BMI-Wert variierte nicht stark zwischen den einzelnen Gruppen: 24,0 + 4,2 bei der
Kontrollgruppe mit benignem Tumor, 24.6 + 3.7 bei Tis, 24.9 + 3.2 bei Patientinnen mit
einem T1-Tumor und 23.9 + 2.5 bei einem M1-Stadium. Lediglich die Patientinnen mit

einem T2-Stadium wiesen einen leicht hoheren BMI-Wert auf: 27.1 + 5.3.

Beziiglich des zusitzlich abgenommenen Blutbildes mit der Bestimmung von
Hamoglobin, Leukozyten- und Thrombozytenzahl zeigten sich keine grofien
Unterschiede: weder bei den Hamoglobin-Werten (Durchschnittswerte beim
Mammakarzinom bei 13,8 + 1,2 g/dl (11,3-16,7), bei benignen Tumoren bei 14,0 + 0,7 g/dl
(13,1-15,4)), noch bei der Leukozytenzahl (Mammakarzinom 7.1 + 2.0 x103/1 (4-12.8),
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benigner Tumor 7.7 =+ 3.0 x10%1 (5.2-16)) oder bei der Thrombozytenzahl

(Mammakarzinom 280 + 67 x103/1 (146-483), benigner Tumor 277 +51 x10%/1 (207-365)).

Desweiteren wurden die beiden Tumormarker CEA und CA 15-3 untersucht, wobei
deutliche Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen nachgewiesen werden konnten.
Generell ist zu sagen, dass die beiden Tumormarker im Durchschnitt nur bei Vorliegen
eines grofden Primértumors (T2) und bei Fernmetastasen (M1) erhoht, also positiv waren.
Die hochsten Werte fiir CEA fanden sich mit 12,5 ng/ml + 25,6 bei den Patientinnen mit
Fernmetastasen (M1) im Vergleich zu den Patientinnen mit einem benignen
Mammatumor (1,0 ng/ml + 0,7), ebenso wie im Vergleich mit den Patientinnen mit einem
in-situ-Karzinom (1,7 ng/ml + 0,5 bei Tis) und mit einem kleinen Tumor (1,8 ng/ml + 1,8
bei T1). Das gleiche Ergebnis zeigte sich fiir den zweiten Tumormarker CA 15-3. Es
konnten deutlich erhhte Werte bei einem Vorliegen von Fernmetastasen (M1: 77,0 U/l +
62,8) nachgewiesen werden verglichen mit den gemessenen Werten der Kontrollgruppe

(15,2 U/l + 4,9 bei benignem Tumor) und auch denen der Patientinnen mit einem frithen

Krankheitsstadium (12,1 U/l + 6,6 bei Tis, und 17,0 U/1 + 6,1 bei T1).

Parameter benigne Tis T1 T2 M1
n=13 n=8 n=27 n=16 n=7
Alter 55.4+16.5 57.6+6.9 56.2+10.8 64.3+11.9 65.7+12.4
(Jahren) (20-80) (46-69) (36-80) (34-78) (47-85)
BMI 24.0+4.2 24.6+3.7 24.9+3.2 27.1+5.3 23.9+2.5
(kg/m?) (19-29) (19-32) (17-30) (20-37) (21-28)
Hb 14.0+0.7 14.3+1.5 13.7+1.1 13.7+1.3 13.4+1.0
(g/dl) (13-15) (12-17) (11-16) (11-16) (12-15)
Thrombozyten | 276.9+50.9 | 286.6+95.0 | 275.6+49.7 | 264.8+76.3 | 321.0+64.6
(GN) (207-365) (191-483) (196-426) (146-417) (256-417)
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Leukozyten | 7.8+3.0 7.3+2.7 6.6+1.6 7.0+1.8 9.1+2.1
(GN) (5-16) (5-13) (4-12) (4-10) (5-12)
CEA 1.0+0.7 1.7+0.5 1.8+1.8 5.7+13.5 12.5+25.6

(ng/ml) (0-3) (1-3) (0-9) (1-56) (1-70)
CA 15-3 15.2+4.9 12.1+6.6 17.0+6.1 31.4+49.8 77.0£62.8
(un (8-24) (1-22) (7-32) (8-212) (8-192)

Tabelle 5: Dargestellt werden die demographischen Patientendaten, BMI-Werte & Laborbefunde. Die
parametrisch verteilten Daten werden présentiert als Mittelwert +/- Standardabweichung (Minimum-

Maximum)
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3.2. Zirkulierende Mikropartikel

Die Gesamtzahl an zirkulierenden Annexin V-positiven MP war am hochsten bei

Mammakarzinom-Patientinnen mit einem grof3en Primirtumor (T2) und Fernmetastasen

(M1).

Dabei zeigten sich auf mehreren Ebenen signifikante Unterschiede: fiir

Patientinnen mit einem T2-Stadium zwischen T2 und Tis (p=0.019), T2 und T1 (p=0.009)

und T2 und benignen Befunden (p=0.04). Auch zeigte sich Signifikanz bei Patientinnen

mit Fernmetastasen zwischen M1 und T1 (p=0.043).

Parameter benigne Tis T1 T2 M1

n=13 n=8 n=27 n=16 n=7
Annexin 4108 3220* 3281* 5637',** 6102*
(x1041) (2530-4874) | (2277-4124) (2356-4861) (2852-8613) | (3350-7445)

Tabelle 6: Dargestellt wird die Gesamtzahl an zirkulierenden Annexin V-positiven MP. Die Anzahl der MP

wird angezeigt als Median (Minimum-Maximum). Zirkulierende MP:

I kennzeichnet signifikante

Unterschiede zwischen Patienten und Frauen mit benignem Brusttumor, ** kennzeichnet signifikante
Unterschiede innerhalb der Gruppe der Mammakarzinom-Patientinnen. p<0.05 = signifikant.
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Abbildung 1: Verteilung der Gesamtzahl der Annexin V-positiven MP innerhalb der Studienpopulation,

analysiert durch Durchflufizytometrie. Daten werden dargestellt als Median, p<0.05 = signifikant.
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Wie sich bei den Untersuchungen nachweisen liefs, stammten die Annexin V-positiven

MP hauptsdchlich von Thrombozyten (CD61-positive MP), dabei 82,3 % bei den

Mammakarzinom-Patientinnen und 79 % bei der Kontrollgruppe mit benignem

Mammatumor. Die Anzahl an CD61-positiven MP war am hochsten bei Vorliegen von

Fernmetastasen (M1) mit nachgewiesenem signifikanten Unterschied zu Patientinnen mit

einer geringen Tumorgrofie (T1; p=0.039). Zusitzlich ergaben sich signifikante

Unterschiede beim Vergleich zwischen Patientinnen mit einem groffen und einem

kleinen Priméartumor (T2 und T1; p=0.044).

Parameter benigne Tis T1 T2 M1

n=13 n=8 n=27 n=16 n=7/
CDe61 3226 2727 2819 4660 5197*
(x109/1) (1728-3934) | (1806-3261) (1872-3866) (2334-5885) | (2984-6576)

Tabelle 7: Dargestellt wird die Gesamtzahl der CD61-positiven MP. Die Anzahl der MP wird angezeigt als
Median (Minimum-Maximum). Zirkulierende MP: I kennzeichnet signifikante Unterschiede zwischen
Patienten und Frauen mit benignem Brusttumor, ** kennzeichnet signifikante Unterschiede innerhalb der
Gruppe der Mammakarzinom-Patientinnen. p<0.05 = signifikant.
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Abbildung 2: Durchflufizytometrische Analyse der Thrombozyten-assozierten MP (CD61 positiv) innerhalb

der Studienpopulation.
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Um innerhalb der Population der CD61-positiven MP die aktivierten TMP zu

identifizieren, wurden die Antikérper CD62P-Selektin und CD63 eingesetzt, die sich als

Marker fiir thrombozytire Aktivierung an granulire Membranproteine an der

Zelloberfliche anlagern. Dabei zeigte sich, dass bei den Mammakarzinom-Patientinnen

nur 2,4 % der CD61-positiven MP auch CD62P-positiv waren und damit von aktivierten

Thrombozyten stammten. Bei den Patientinnen mit benignen Tumoren waren es sogar

nur 1,3 %, wobei sich eine Signifikanz zeigte in der Gesamtzahl der CD62P-positiven MP

zwischen den Karzinompatientinnen und der Kontrollgruppen (p=0.024). Deutlich

erhohte Werte an CD62P-positiven MP fanden sich bei hoheren Tumorstadien (T2 und

M1) im Vergleich zu den anderen Gruppen (M1 zu benignen Tumoren (p=0.003), M1 zu

Tis (p=0.014), T2 zu Tis (p=0.038) und T2 zu benignen Tumoren (p=0.006)).

Parameter benigne Tis T1 T2 M1
n=13 n=8 n=27 n=16 n=7/

CD62P 43 60" 55 94f 1074,

(x109/1) (15-64) (31-74) (24-142) (52-191) (68-241)

Tabelle 8: Dargestellt wird die Gesamtzahl der CD62P-positiven MP. Die Anzahl der MP wird angezeigt als
Median (Minimum-Maximum). Zirkulierende MP: I kennzeichnet signifikante Unterschiede zwischen

Patienten und Frauen mit benignem Brusttumor, ** kennzeichnet signifikante Unterschiede innerhalb der
Gruppe der Mammakarzinom-Patientinnen. p<0.05 = signifikant.
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Abbildung 3: Verteilung der P-Selektin-positiven thrombozytiren MP (CD62P)

Studienpopulation.

innerhalb der

Ein weiterer Marker fiir die Degranulation, damit also fiir die Aktivierung von

Thrombozyten, der untersucht wurde, war CD63. Auch fiir diesen Marker zeigte sich,

dass nur wenige zirkulierende TMP von aktivierten TMP stammten: bei den

Mammakarzinom-Patientinnen 7,5 % und bei den Frauen mit benignen Tumoren 8,8 %

der CD61-positiven MP. Die grofite Menge an CD63-positiven MP fand sich bei einem

Vorliegen von Fernmetastasen (M1), allerdings zeigte sich in keinem Vergleich mit den

anderen Gruppen eine Signifikanz.

Parameter benigne Tis T1 T2 M1

n=13 n=8 n=27 n=16 n=7/
CD63 286 227 208 264 348
(x109/1) (92-498) (205-314) (129-348) (185-425) (102-811)

Tabelle 9: Dargestellt wird die Gesamtzahl der CD63-positiven MP. Die Anzahl der MP wird angezeigt als
Median (Minimum-Maximum). Zirkulierende MP: I kennzeichnet signifikante Unterschiede zwischen
Patienten und Frauen mit benignem Brusttumor, ** kennzeichnet signifikante Unterschiede innerhalb der

Gruppe der Mammakarzinom-Patientinnen. p<0.05 = signifikant.
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Eine weitere Beobachtung galt den MP, die von aktivierten Endothelzellen freigesetzt
werden, also den CD62E-positiven MP. Deren Anzahl war am hochsten bei Patientinnen
mit Fernmetastasen (M1). Dabei war zum einen eine Signifikanz zu beobachten zwischen
diesen Patientinnen und der Kontrollgruppe, zum anderen innerhalb der Gruppe der

Mammakarzinom-Patientinnen (benigne, Tis, T1 und T2; jeweils p<0.05).

Parameter benigne Tis T1 T2 M1

n=13 n=8 n=27 n=16 n=7
CD62FE. 418 467 466 646}, 944
(x109/1) (269-629) (377-672) (325-596) (516-894) (263-1239)

Tabelle 10: Dargestellt wird die Gesamtzahl an CD62E-positiven MP. Die Anzahl der MP wird angezeigt als
Median (Minimum-Maximum). Zirkulierende MP: I kennzeichnet signifikante Unterschiede zwischen
Patienten und Frauen mit benignem Brusttumor, ™ kennzeichnet signifikante Unterschiede innerhalb der
Gruppe der Mammakarzinom-Patientinnen. p<0.05 = signifikant.

Auch fiir die MP, die von Leukozyten stammen, also den CD45-positiven MP, konnte eine
erhohte Anzahl bei Mammakarzinom-Patientinnen mit vorliegenden Fernmetastasen
festgestellt werden (M1 257x10%1 MP), signifikant bei jeweils p<0.05 zu den Frauen aus
der Kontrollgruppe (143x10%1 MP) und innerhalb der Patientinnengruppe (Tis 148x10%1
MP, T1 188x10%1 MP und T2 249x10%1 MP). Fiir die CD45-positiven MP zeigte sich
allerdings zusitzlich noch eine Besonderheit: die Messungen ergaben signifikante
Korrelationen zwischen der Anzahl der LMP und dem Vorhandensein von peripheren
Metastasen (p=0.046), dem Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen (p=0.001) und

der Hohe des Tumormarkers CA15-3 (p=0.01).

Parameter benigne Tis T1 T2 M1

n=13 n=8 n=27 n=16 n=7/
CD45 143 148" 188" 249}, 257},
(x10/1) (112-214) (132-175) (157-221) (149-317) (213-449)

Tabelle 11: Dargestellt wird die Gesamtzahl der CD45-positiven MP. Die Anzahl der MP wird angezeigt als
Median (Minimum-Maximum). Zirkulierende MP: I kennzeichnet signifikante Unterschiede zwischen
Patienten und Frauen mit benignem Brusttumor, ™ kennzeichnet signifikante Unterschiede innerhalb der
Gruppe der Mammakarzinom-Patientinnen. p<0.05 = signifikant.
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Zusammenfassend konnte man feststellen, dass sowohl bei der Gesamtzahl der MP als
auch bei allen untersuchten zelluldren Untergruppen die hochsten Konzentrationen an
MP bei Patientinnen mit einem hohen Tumorstadium, also einem groffen Primirtumor,
und/oder bei Patientinnen mit Fernmetastasierung vorlagen. Die vorliegenden

Unterschiede waren dabei zum grofien Teil auch signifikant.
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3.3. Prothrombin-Fragment 1+2

Auch fiir das Prothrombin-Fragment 1+2 zeigte sich eine Korrelation zwischen der

Prothrombin-Konzentration und der Grofle des Tumors. Dabei konnte die hdchste

Konzentration bei Patientinnen mit einem grofden Tumor (T2) nachgewiesen werden, die

niedrigste Konzentration wiesen Patientinnen mit einem benignen Mammatumor auf.

Ebenso zeigten Patientinnen mit einem Tis eine geringe Konzentration an Prothrombin-

Fragment 1+2, wobei die Unterschiede sowohl zwischen einem benignen Tumor als auch

einem Tis im Vergleich mit einem T2-Tumor signifikant waren (bei beiden p<0.04).

Parameter benigne Tis T1 T2 M1

n=13 n=8 n=27 n=16 n=7
Prothrombin | 190.4+105.9 | 201.0+71.8 231.2+84.6 275.5+87.8 237.4+124.4
F1+2 (83-417) (119-342) (120-388) (167-479) (99-441)
(pmol/L)

Tabelle 12: Dargestellt wird die Prothrombin-Fragment

1+2-Konzentration. Die parametrisch verteilten
Daten werden prasentiert als Mittelwert +/- Standardabweichung (Minimum-Maximum)

Die Hohe des Prothrombin-Fragments 1+2 korrelierte ebenfalls signifikant mit der Hohe

der MP, insbesondere der CD63-positiven, der CD62P-positiven und der CD45-positiven

MP (bei allen Gruppen p<0.04 und r>0.32). Desweiteren waren signifikante Korrelationen

zwischen Prothrombin-Fragment 1+2 und dem Alter der Patientinnen und dem

Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen zu erkennen (auch hier p<0.04 und r>0.32).
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4. Diskussion

Ziel dieser prospektiven Fall-Kontroll-Studie war die Bestimmung der Konzentration an
thrombozytiaren, leukozytiren und endothelialen MP bei Frauen mit einem neu
diagnostizierten Mammakarzinom, wobei ein Augenmerk auf einem méglichen
Zusammenhang zum Krankheitsstadium lag. Desweiteren beschiftigte sich diese Studie
mit der Frage, inwieweit erhohte MP ein Hinweis fiir eine verstirkte
Gerinnungsaktivierung sein konnen, und ob es auch hier einen Zusammenhang gibt

zwischen Tumorstadium und vermehrter Gerinnung.

39



4.1 Leukozytire Mikropartikel

Patientinnen mit Fernmetastasen hatten erhohte Werte fiir LMP. Dabei zeigte sich
hinsichtlich der Anzahl der LMP eine signifikante Erhohung sowohl gegeniiber der
Kontrollgruppe, als auch innerhalb der Gruppe der Karzinompatientinnen (Tis, T1 und
T2). Dies konnte auch durch Kanazawa et al. in ihrer Studie nachgewiesen werden, die
eine signifikant erhohte Anzahl an Monozyten-assoziierten MP (MAMP) bei Patienten
mit einem Bronchialkarzinom feststellten (2). Das Ergebnis ihrer Studie ldsst darauf
schliefen, dass diese erhoht vorhandenen MAMP eine vermehrte Ausbildung von
Blutgefiflien bewirken. Dabei stiitzten sich Kanazawa et al. auch auf andere
Studienergebnisse, wonach in einer Kultur von Leukozyten und Endothelzellen die
Endothelisierung und Entziindungsanregung durch MP von aktivierten Leukozyten
vermittelt werden (50). Der Zusammenhang zwischen erhohten LMP und der
Angiogenese, und damit auch der Tumorprogression als Folge einer zunehmenden
Gefifineubildung, konnte auch durch die weiteren Ergebnisse der hier vorliegenden
Studie gestiitzt werden, da die Konzentration an CDA45-positiven MP mit dem
Vorhandensein von peripheren Metastasen und Lymphknotenmetastasen und der Hoéhe
des Tumormarkers CA15-3 korrelierten. Allerdings korrelierte die Anzahl an LMP nicht
mit der gemessenen Anzahl an Leukozyten. Dies kénnte moglicherweise ein Hinweis
darauf sein, dass die Bildung von LMP nicht allein durch Aktivierung von Leukozyten
ausgelost wird, sondern vielmehr durch den Tumor oder die Tumorprogression zu

erkliren ist und es sich damit um einen Circulus vitiosus handelt.

Es gibt Hinweise, dass LMP ebenso bei der Gerinnungsaktivierung eine Rolle spielen. So
konnte in vitro nachgewiesen werden, dass LMP TF an Blutpléittchen tibermitteln und
damit womdglich in der Lage sind, aktiv an der Thrombinbildung mitzuwirken (24, 51,
52). Die Studienergebnisse zeigten, dass die LMP, vielmehr als die Leukozyten selbst, TF

an den wachsenden Thrombus weitergeben (53, 54). TF-tragende TMP =zirkulieren
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kontinuierlich im Blut. Ihr Auftreten ist bei einer Entziindungsantwort oder Apoptose
vermehrt zu beobachten; ebenso kann die Interaktion zwischen P-Selektin und

Leukozyten zu einer erhohten Konzentration von LMP fiihren (55).
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4.2 Endotheliale Mikropartikel

Die Beobachtung der aktivierten endothelialen MP (EMP), also der CD62E-positiven MP,
zeigte ebenfalls eine signifikante Erhohung bei Mammakarzinom-Patientinnen mit
Fernmetastasen im Vergleich sowohl mit der Kontrollgruppe als auch innerhalb der
Tumorgruppe. Eine mogliche Erklirung dafiir konnte eine vermehrte Aktivierung von
Endothelzellen in vivo sein, die vermutlich durch die zunehmende tumorbedingte
Angiogenese zustande kommt. Bei verschiedenen malignen Erkrankungen wurden
signifikant erhohte Konzentrationen an zirkulierenden Endothelzellen gefunden, vor
allem bei Patienten mit einem hoheren Tumorstadium. Entscheidend fiir
Tumorwachstum und —progression ist die Neoangiogenese, welche gekennzeichnet ist
durch eine Funktionsstorung der vaskuldren Endothelisierung. Die Messung der
Konzentrationen an zirkulierenden Endothelzellen wird als eine mogliche neue Methode
angesehen, um besser vaskuldre Schiden und Dysfunktionen oder die vaskulire
endotheliale Funktion bei Karzinomerkrankungen einschétzen zu kénnen (56, 57). Dies
scheint im Hinblick auf eine mégliche Uberwachung von Therapien imanent, da in
Studien ein deutlicher Riickgang der erhohten Konzentrationen an zirkulierenden
Endothelzellen nach einer Behandlung (BET, Chemotherapie) zu beobachten war (58, 59).
Zudem konnte die Zunahme an EMP eine prokoagulatorische Verdnderung

widerspiegeln, die sich wihrend des Tumorwachstums entwickelt.

In mehreren Studien wurde ein weiterer Marker fiir die endotheliale Zellaktivierung
untersucht: der von-Willebrand-Faktor (vWF). Dabei zeigte sich, dass Frauen mit einem
Mammakarzinom erhohte Konzentrationen an vWF aufwiesen, verglichen mit Frauen
mit einem gutartigen Tumor beziehungsweise gesunden Frauen. Desweiteren konnte
nachgewiesen werden, dass zusitzlich auch eine positive Korrelation besteht zwischen der

Hohe des vWF im Blut und dem Tumorprogress bei Brustkrebspatientinnen (60-62).
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In einer weiteren Studie wurden bei Patienten mit einem Bronchialkarzinom im
Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe erhohte Konzentrationen von léslichem, also
nicht an Zellen oder MP gebundenem, E-Selektin nachgewiesen. Dies ldsst die
Vermutung zu, dass die Aktivierung von Endothelzellen ein generelles Phinomen bei

Karzinompatienten darstellt (2), deren Bedeutung noch weiter gekldrt werden sollte.
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4.3 Thrombozytire Mikropartikel

Die Konzentration an CD62P-positiven MP zeigte signifikant héhere Werte bei der
Gruppe der Mammakarzinom-Patientinnen im Vergleich zu der Kontrollgruppe mit
benignen Tumoren. Kim et al. konnte zeigen, dass bei Patienten mit Magenkarzinom im
Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe signifikante erhohte Werte fiir TMP vorlagen,
obwohl andere Antikorper zur Bestimmung verwendet wurden als in unserer Studie (1).
Zusitzlich konnte die hier vorliegende Studie die Ergebnisse von Kim et al. bestitigen,
wonach auch eine Signifikanz bestand zwischen Patienten mit einem metastasierten
Karzinom (Stadium IV) im Vergleich zu den Patienten mit einem niedrigeren
Tumorstadium (Stadium I und II/III). Dariiberhinaus zeigte Kim et al., dass ab einer
bestimmten Plasmakonzentration der TMP (> 2.70x10°ml) mit einer hohen Sensitivitit
(93.3 %) und einer hohen Spezifitit (91.1 %) eine Metastasierung anzunehmen sei. Daher
konnte die Bestimmung der PMP eine nicht-invasive Méglichkeit sein, um Patienten in
einem fortgeschrittenen Tumorstadium méglichst friithzeitig zu identifizieren und ihnen
dann eine effektive Therapie empfehlen zu konnen. Zusitzlich bestimmten sie auch noch
die Konzentrationen fiir Interleukin-6 (IL-6), VEGF und RANTES, die, ebenso wie die
TMP, bei den Tumorpatienten signifikant erhoht waren. Diese Ergebnisse sind ein
Hinweis fiir die Interaktion zwischen  Koagulation, Angiogenese und
Entziindungsreaktionen, wobei alle 3 Komponenten an Tumorwachstum und -

ausbreitung beteiligt sind.

Eine Thrombose ist eine der schwerwiegenden Komplikationen bei Krebserkrankungen,
und es gibt zahlreiche durch Studien belegte  Anhaltspunkte fiir einen klaren
Zusammenhang zwischen malignen Erkrankungen und vendsen thrombembolischen
Problemen. Der genaue pathophysiologische Mechanismus bleibt aber weiterhin
ungeklart. Es gibt viele mogliche Thesen, die bereits in mehreren Studien untersucht

wurden, die sich vor allem mit der moglichen Rolle des TF beschiftigen (63), unter
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anderem mit der Expression von TF durch die Tumorzellen, mit der Freisetzung des TF
wihrend des Zelltodes in Folge einer Chemotherapie oder mit der Rolle von MP, wobei
man zur Zeit von einer multifaktoriellen Ursache ausgeht. Es kristallisiert sich aber
aktuell vor allem die Rolle von TF-positiven MP als eine mogliche Mitursache fiir die
Hyperkoagulabilitit im Blut bei Karzinompatienten heraus. In der Studie von Hron et al.
konnten signifikant erhohte Werte von TF-positiven MP bei Patienten mit einem
kolorektalen Karzinom gefunden werden im Vergleich mit der gesunden Kontrollgruppe.
Zudem zeigte sich ebenso eine Korrelation zwischen TF-positiven MP und erhéhten D-

Dimer-Spiegeln, was auf eine Aktivierung der Gerinnung hinweist (4).

Bezugnehmend auf die erhéhten Konzentrationen von D-Dimer bei Hron et al. konnte
auch hier in dieser Studie nachgewiesen werden, dass die Patientinnen mit einem
Mammakarzinom, vor allem mit einem grofen Primdrtumor und einer
Metastasenbildung, signifikant erhohte Werte an Prothrombin-Fragment F1+2 aufweisen.
Dies ist gleichermafien, wie die Erhéhung der D-Dimer-Konzentrationen, als deutliches

Zeichen fiir eine Aktivierung der Blutgerinnung zu werten.

Zur Detektion von MP nutzt man ihre Bindung an Annexin V, wobei die Bindungsstelle
fiir Annexin V PS ist. Dieses PS stellt einen Marker fiir die Zellaktivierung dar. In unserer
Studie wurde eine grofie Zahl an MP gefunden, die PS exprimieren, damit also Annexin
V-positiv sind. Um diese Annexin V-positiven MP hinsichtlich ihrer Ursprungszelle
zuzuordnen, wurden weitere Marker zur Identifizierung eingesetzt. Dabei zeigte sich,
dass sowohl bei den Mammakarzinom-Patientinnen als auch bei der Kontrollgruppe der
deutlich tiberwiegende Teil der MP von Blutplittchen stammt, also CD61-positiv ist.
Allerdings konnten diese Ergebnisse nicht auf die Plittchenaktivierung, also die
Degranulation, iibertragen werden; MP von aktivierten Plittchen machten nur einen
geringen Teil der TMP aus. Bei dem Prozess der Plittchenaktivierung werden
intrazelluldr gelegene granulire Membran-Glykoproteine (GP) freigelegt. Zu diesen GP
gehoren unter anderem P-Selektin (CD62P) und gp55 (CD63), die wir auch in unserer

Studie benutzten, um aktivierte TMP zu quantifizieren. Auch in anderen Studien wurden
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dieses GP verwendet, um die Plittchen-Aktivierung zu messen. So vermuteten Van der
Zee et al. in ihrer Studie, dass es eine brauchbare und zuverlédssige Methode sein konnte,
die TMP zu messen, die P-Selektin oder CD63 exprimieren, um dariiber den
Aktivitdtszustand der Blutplittchen in vivo festzustellen. Bei ihren Messungen an
Patienten mit peripheren arteriellen Erkrankungen und myokardialen Infarkten waren
sowohl P-Selektin-positive als auch CD63-positive MP erhoht (64). Bei unserer Studie an
Mammakarzinom-Patientinnen konnte zwar festgestellt werden, dass der iiberwiegende
Teil der MP thrombozytiren Ursprungs ist, aber nur weniger als 10 % von aktivierten
Plattchen stammen, also CD62P- und CD63-positiv sind. Die Ausloser fiir die Aktivierung
der Blutplittchen kann man aufteilen in schwache und starke Agonisten, wobei fiir die
Exprimierung von CD62P schwache und fiir die Exprimierung von CD63 starke
Agonisten verantwortlich sind. Interessanterweise konnten mehr CD63-positive MP bei
unserer Studie nachgewiesen werden als CD62P-positive MP. Auch in der Arbeit von
Michelson et al. beschiftigten sich die Autoren mit der Frage, warum relativ wenig
CD62P-positive MP im peripheren Blut gefunden wurden, obwohl fiir diese Exprimierung
nur schwache Agonisten nétig sind, was eigentlich zu einer deutlichen Uberexpression
fithren sollte. Durch die Ergebnisse ihrer Studie lieferten sie eine mogliche Erkldarung; sie
fanden heraus, dass sich P-Selektin von der Oberfliche der Blutplittchen ablosen kann.
Die Blutpldttchen sind aber auch danach noch in der Lage, fiir einige Tage im Blut zu
zirkulieren und ihre Funktion auszuiiben (65). Natiirlich ist es auch moglich, dass sich das
P-Selektin nicht nur von der Oberfliche der Plittchen 16sen kann, sondern auch von der
Oberfliche der MP. Dies konnte eine mogliche Erklarung sein, dass CD62P-positive MP
nicht vermehrt nachgewiesen werden konnen, da sie bereits ihren Identifikationsmarker,
das P-Selektin, verloren haben. Die Frage nach dem l6slichen im Blut zirkulierenden P-
Selektin beschiftigte auch Blann et al. in ihrer Studie. Sie konnten wihrend ihrer
Untersuchungen an Patienten mit hédmatologischen Karzinomerkrankungen und
Mammakarzinom-Patientinnen herausfinden, dass diese Gruppe erhohte Werte an
loslichem P-Selektin im Blut aufwiesen im Vergleich zur Kontrollgruppe (61). Damit

wiirden ihre Ergebnisse zu der verbreiteten These passen, dass im Blut von

46



Karzinompatienten P-Selektin nur in einer kleinen Fraktion membrangebunden an TMP
vorkommt, und dass der weitaus grofiere Teil in loslicher Form zirkulierend im Blut

vorliegt.

Zusammengefasst kann man sagen, dass im Blut von Mammakarzinom-Patientinnen
signifikant erhohte Werte fiir zirkulierende MP zu finden sind im Vergleich zu den
Frauen der Kontrollgruppe mit einem benignen Tumor, wobei sich diese Signifikanz nicht
nur auf die TMP beschréinkt. Zusitzlich ist festzuhalten, dass diese MP zum Teil storend
in die hdmostatische Balance eingreifen konnen und damit in der Lage sind, eine
Verinderung in der Gerinnung zugunsten der Hyperkoagulation zu bewirken. Dies
konnte damit eine mogliche Erkldrung fiir die bereits zu Beginn angesprochene tumor-
assoziierte Thrombose bei Karzinompatienten sein, wobei jedoch die komplette
Pathogenese auch durch diese Thesen nicht vollstindig erklart ist. Inwiefern aber erhohte
MP eine Risikogruppe definieren und damit Patienten mit einer Tumorerkrankung von
der Gabe einer prophylaktischen Antikoagulation mit niedermolekularen Heparinen

profitieren kénnten, muf? an grofien Fall-Kontroll-Studien weiter untersucht werden.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

In der Tumorforschung wird weltweit nach neuen Therapieansitzen und
Prognosefaktoren gesucht. Dabei sind in den letzten Jahren zirkulierende MP in das
Zentrum der Aufmerksamkeit geriickt, da sie auch schon bei anderen Krankheitsbildern
bestimmt wurden und generell als Indikatoren fiir Zellverletzung, Stref, Thrombose und
Entziindungen gelten. Da bisher bereits in mehreren Studien bei verschiedenen
Karzinomerkrankungen eine erhohte Anzahl an MP gefunden werden konnten, wurde in
dieser prospektiven Fall-Kontroll-Studie die Anzahl der MP bei Patientinnen mit einem
neu diagnostizierten Mammakarzinom untersucht. Ziel war es, eine Korrelation zwischen
der MP-Anzahl bei Mammakarzinom-Patientinnen im Vergleich zu Frauen mit einem

benignen Tumor zu erforschen.

Anhand der Daten zeigte sich, dass sowohl bei Patientinnen mit einem Mammakarzinom
als auch bei Patientinnen mit einem benignen Mammatumor zirkulierende MP im
peripheren Blut nachweisbar sind, wobei der Hauptanteil bei beiden Gruppen von
Thrombozyten stammt. Allerdings konnte eine signifikante Erhohung bei der Gesamtzahl
der zirkulierenden MP zwischen den beiden Gruppen und auch innerhalb der Gruppe der
Mammakarzinom-Patientinnen festgestellt werden. Bei den CD61-positiven MP, also den
TMP, konnte die signifikante Erhéhung der MP-Anzahl nur innerhalb der
Karzinomgruppe nachgewiesen werden. Es wurde aber nicht nur die Gesamtzahl der TMP
betrachtet, sondern auch ihre Subpopulationen, die MP von aktivierten Plittchen. Dabei
zeigte sich einerseits eine signifikante Erhohung der CD62P-positiven MP bei
Mammakarzinom-Patientinnen im Vergleich zu den Frauen mit einem benignen Tumor.
Andererseits bestand auch eine Signifikanz innerhalb der Gruppe der

Karzinompatientinnen zwischen hoheren und niedrigeren Tumorstadien. Fiir die CD63-
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positiven MP konnte eine erhéhte Anzahl der MP bei Frauen mit vorliegenden

Fernmetastasen nachgewiesen werden, aber keine Signifikanz zu den anderen Gruppen.

Fiir die MP der anderen beiden Zellpopulationen - Leukozyten und Endothelzellen — lief3
sich sowohl fiir die CD45-positiven als auch fiir die CD62E-positiven MP eine Signifikanz
zwischen der Kontrollgruppe und den Patientinnen mit einem Mammakarzinom
nachweisen, zusitzlich auch jeweils innerhalb der Gruppe der Karzinompatientinnen im

Vergleich zwischen einem hoéheren und einem niedrigeren Tumorstadium.

Fiir den zusitzlich betrachteten Parameter, das Prothrombin-Fragment 1+2, zeigte sich
ebenfalls eine positive Korrelation innerhalb der Gruppe der Mammakarzinom-
Patientinnen und auch zwischen den beiden Gruppen. Desweiteren konnten wir
signifikante Korrelationen zwischen der Konzentration an Prothrombin-Fragment und
den Konzentrationen der CD63-, CD45- und CD62P-positiven MP feststellen sowie dem

Alter der Patientinnen und dem Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen.

Damit bestdtigt diese Studie die Ergebnisse anderer Studien, die erhohte Werte fiir MP bei
Karzinompatienten nachwiesen, und liefert damit die Grundlage fiir die Erforschung von
Folgefragen, wie zum Beispiel, ob allein iiber den Nachweis von MP im zirkulierenden
Blut eine Stadieneinteilung moglich ist (Benignitit, grofder Primartumor, Metastasierung),
ob eine prophylaktische Heparinisierung einen mdoglichen Schutz vor tumor-assoziierter
Thrombose darstellt oder ob die Messung der MP-Zahl im Blut zur Verlaufskontrolle
beispielsweise wihrend einer adjuvanten Therapie als méglicher Prognosefaktor
einsetzbar ist. Dies muss erst durch zahlreiche weitere Fall-Kontroll-Studien geklirt
werden. Damit sind durch die vorgelegte Studie neue Ansitze in der Diagnostik, Therapie
und Nachsorge von Karzinomerkrankungen aufgezeigt worden, die es wert sind, intensiv

weiter erforscht zu werden.
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Minchen, den

Patienteninformation und Einverstandniserklarung

Sehr geehrte Patientin,

wir méchten Sie heute Uber eine Studie zur Erforschung von Mikropartikeln - neue Marker in
der Gerinnungsdiagnostik, welche mdglicherweise einen Einfluss auf das Wachstum von

Krebszellen und die Méglichkeit der Metastasierung haben - informieren.

Der Titel dieser Studie lautet:
1) Einfluss von Mikropartikel auf Wachstum und Metastasierungspotenzial bei Mamma-

karzinom-Patienten

Neue Forschungsergebnisse aus dem Bereich der Inneren Medizin und der Geburtshilfe
legen nahe, dass Mikropartikel eine wichtige Rolle im Gerinnungssystem spielen. So konnten
Forscher ein erhéhtes Vorkommen von Mikropartikeln sowohl bei Patientinnen mit Angina
pectoris (Herzschmerzen bei drohendem Herzinfarkt) als auch bei Typ 2 Diabetes und
akutem Rheuma nachweisen. Daruberhinaus fand sich ein erhéhtes Vorkommen von
Mikropartikeln bei Krebspatienten.

Bislang gibt es keine publizierten Untersuchungen bei Frauen mit Brustkrebs. Ebenso ist
unklar, ob ein vermehrtes Vorkommen von Mikropartikeln mit der Bésartigkeit des Tumors

korreliert oder etwas Uber das Risiko von Metastasen aussagt.
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Durch die Teilnahme an dieser Studie helfen Sie mit, diese Parameter zu erforschen und
damit moglicherweise neue Erkenntnisse Uber Brustkrebs zu finden.

Leider kann bisher noch keine klare Therapieempfehlung aus den durchgefiihrten
Untersuchungen abgeleitet werden. Sollte sich dies &ndern, werden wir Sie allerdings gerne

informieren.

Bei dieser Studie werden die Vorschriften tber den Datenschutz und die arztliche
Schweigepflicht eingehalten. Es werden personliche Daten (wie Alter, Anzahl der
bisherigen Schwangerschaften, GréRRe, Gewicht) und B efunde (TumorgréiRe,
Beschaffenheit) Uber Sie erhoben, gespeichert und n  ur in verschlusselter Form
festgehalten, d.h. weder Ihr Name, noch lhre Initia  len oder das exakte Geburtsdatum
erscheinen im Verschlisselungscode. Es kann Einsich tin die Originaldaten durch
autorisierte Personen (Oberarzt Dr. Bauerfeind, Che  farzt Prof. Dr. Friese) genommen
werden, vor allem zur Uberwachung der Studiensicher heit.

Die Teilnahme an der Studie ist freiwillig. Im Fall e eines Widerrufs der Einwilligung
werden die gespeicherten Daten nicht weiter verwend  et.

Der Zugang zu den Originaldaten ist auf folgende Pe  rsonen beschrénkt: Dr. Ditsch, Dr.
Toth, Dr. Bauerfeind, Prof. Friese. Die Unterlagen  werden in der Frauenklinik
GroRRBhadern fur mindestens zwei Jahre aufbewahrt. 1  n etwaigen Veroffentlichungen
der Daten dieser Studie werden Sie nicht namentlich genannt, so dass die

Vertraulichkeit der persénlichen Daten gewéhrt wird

Ablauf der Studie:

Im Rahmen der Blutenthahme werden lhnen 5 ml Vollblut entnommen. Diese werden
umgehend weiterverarbeitet und die Anzahl an Mikropartikel bestimmt.

Wenn Sie es wiinschen, werden wir Sie jederzeit Uber die Untersuchungsergebnisse
informieren.

Sie erreichen uns unter folgenden Telefonnummern:

Frau Dr. Ditsch und Frau Dr. Toth: Frauenpoliklinik Tel.: 7095-6820 Fax: 7095-6840

Ich erklare hiermit, dass ich von (Name der/des Arztin/Arztes

bzw. der medizinischen Doktorandin) ausfuhrlich Gber die Studie aufgeklart und meine
offenen Fragen beantwortet wurden. Ich erteile meine Zustimmung zur Speicherung meiner

Daten unter Berilicksichtigung des oben ausgefihrten Datenschutzes.

59



Mit meiner Unterschrift erklare ich mich bereit, an der Studie teilzunehmen.

Ort, Datum, Unterschrift der Patientin

Ort, Datum, Unterschrift der/s aufklarenden Arztin/Arztes/ bzw. der med. Doktorandin
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