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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Die hamatopetische Stammzelltransplantation

1.1.1. Entwicklung der hamatopoetischen Stammzelltransplantation

Die Grundlagen fur die Entwicklung der hamatopoetische Stammzelltransplan-
tation (HSCT) wurden von L.O. Jacobson, E. Lorenz und J.J. Trentin entdeckt.
Jacobson zeigte, dass mit einer normalerweise letalen Strahlendosis bestrahlte
Mause nach Infusion von vorher entnommenem, eigenem Knochenmark (auto-
loge Transplantation) Uberleben kénnen [1]. Lorenz erbrachte den Nachweis,
dass das Uberleben der bestrahlten Mause auch durch Infusion von Knochen-
mark anderer Mause (allogene Transplantation) gesichert werden kann [2].
Spéater bewies Trentin in seinen Experimenten, dass die Infusion von Knochen-
markzellen eines Spender-Mausestammes das Uberleben eines Hauttransplan-
tates vom gleichen Spenderstamm beim Empfangertier bewirkt [3]. Diese Er-
gebnisse fuhrten zu der Erkenntnis, dass hdmatopoetische Zellen zur Repopu-
lierung des Knochenmarks und zu einer Toleranz gegeniiber Xenotransplanta-
ten fihren kdnnen.

Thomas E. Donnall entwickelte die hdmatopoetische Stammzelltransplantation
(HSCT) als lebensrettende Therapie bei Erkrankungen des blutbildenden
Systems beim Menschen. Er fuhrte im Jahre 1956 die erste Knochenmarktrans-
plantation am Menschen durch. Es handelte sich dabei um eine syngene Trans-
plantation; d.h. Spender und Empfanger waren eineiige Zwillinge [4]. Flr seine
Arbeit erhielt er zusammen mit Joseph E. Murray, der die erste Nierentrans-
plantation an einem Menschen durchfuhrte, den Nobelpreis fur Medizin/ Physio-
logie fur die Einfihrung der Methode der Ubertragung von Gewebe und
Organen als klinische Behandlungspraxis in die Humanmedizin.

Bis zur heutigen Zeit hat sich die HSCT zu einem festen Bestandteil der Be-
handlung vieler schwerer erworbener oder angeborener Erkrankungen des blut-
bildenden Systems und flr chemosensitive, radiosensitive oder immunosensi-
tive maligne Erkrankungen weiterentwickelt.

So wurden im Jahr 2002 insgesamt 20207 hamatopoetische Stammzelltrans-
plantationen an 586 Zentren in 39 europdischen Landern durchgefuhrt.
Darunter waren 6915 allogene (34%) und 13292 autologe (66%) HSCTs. Die
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Hauptindikationen (Abb. 1) waren Leukamien (6523 (32%; 76% allogen)),
Lymphome (10760 (53%; 92% autolog)), solide Tumoren (1913 (9%; 92%
autolog)) und nichtmaligne Erkrankungen des blutbildenden Systems (874 (4%;
92% allogen)) [5].
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Abb. 1 Hauptindikationen fir eine HSCT im Jahre 2002 in Europa [5]

1.1.2. Grundprinzipien und Verfahrensweisen

Die HSCT ist eine Transfusion hamatopoetischer Stammzellen nach einer Kon-
ditionierungstherapie mit der Absicht das hamatopoetische System durch
injezierte hamatopoetische Stammzellen zu ersetzen [6]. Dabei siedeln sich die
transfundierten hamatopoetischen Stammzellen tber einen als ,Homing“ be-
schriebene Mechanismus in den Markrdumen des Empfangers an und ersetzen
nach Proliferation und Differenzierung die Blutbildung. So wird die Mdglichkeit
einer stammzelltoxischen Therapie verschiedener Erkrankungen geschaffen,
die ohne Reinfusion von gesunden hamatopoetischen Stammzellen nicht
moglich ware [7]. Je nach Herkunft der Stammzellen unterscheidet man
zwischen der autologen (Eigenspende) und der allogenen (Familien- und
Fremdspender) bzw. syngenen (identischer Zwilling) Transplantation von

Knochenmark bzw. peripherer Blutstammzellen.
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1.1.2.1. Gewinnung hamatopoetischer Stammzellen

Bei der autologen Transplantation werden vom Patienten entnommene, eigene
Stammzellen transplantiert. Diese werden entweder durch Knochenmarkent-
nahme oder Stammzellapherese gewonnen.

Zur Knochenmarkentnahme werden multiple Knochenmarkaspirationen an der
Spina iliaca anterior et posterior durchgefihrt. Erst ab einem Volumen von
1000-1500ml gewonnenem Knochenmarkblut erhalt man mehr als 2x10%kg KG
mononukledre Zellen. Das Knochenmarkaspirat wird im Anschluld heparinisiert
und zur Entfernung von Knochensplittern und Fettpartikeln filtriert. Zur
Kryokonservierung werden die hamatopoetischen Stammzellen mit DMSO
(Dimethylsulfoyd)-haltigen Einfriermedien versetzt, tiefgefroren und kdnnen
anschlieBend in flissigem Stickstoff (-196°C) aufbewahrt werden [7].

Fur die Gewinnung von hamatopoetischen Stammzellen mittels Stammzell-
apherese mussen die Stammzellen aus dem Knochenmark in das periphere
Blut mobilisiert werden. Dies kann mit Hilfe von hamatopoetischen Wachstums-
faktoren wie G-CSF (Granulocyte-Colony Stimulating Factor) erfolgen oder im
Rahmen der Erholung von einer Myelosuppression nach Chemotherapie ge-
schehen, da in der Regenerationsphase die Anzahl zirkulierender hamato-
poetischer Stammzellen stark ansteigt. Die Anzahl der CD34-positiven Zellen,
welche als Mal} fir eine erfolgreiche Mobilisation dient, sollte mehr als 10/ul
betragen. Fir ein sicheres Transplantat werden mehr als 2x10° CD34-positive
Zellen pro Kilogramm Korpergewicht des Empfangers gefordert [8]. Die Kryo-
konservierung erfolgt im Anschluf’ auf dieselbe Weise wie bei der Knochen-
markentnahme.

Die autologe Transplantation mit peripher gewonnenen Stammzellen ist, im
Gegensatz zur autologen Knochenmarktransplantation, durch eine geringere
transplantationsassoziierte Morbiditdt und Mortalitdt ausgezeichnet. Dies ist
durch eine schnellere hamatopoetische Regeneration (8-14 Tage) und eine
schnellere Rekonstruktion des Immunsystems bedingt. Aus genannten Grinden

wird fast ausschlief3lich die autologe Blutstammezelltransplantation durchgefiihrt

[9].
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Bei der allogenen Transplantation wird die erkrankte Hamatopoese des Patien-
ten durch die Hamatopoese eines gesunden Spenders ersetzt. Dabei sind
Geschwister, die in den transplantationsrelevanten HLA (Human Leukocyte
Antigen)-Merkmalen, HLA-A, HLA-B und HLA-DR mit den Patienten identisch
sind, Spender erster Wahl. Steht kein Spender erster Wahl zur Verfigung, ist
ein HLA-haploidentisches Familienmitglied oder ein HLA-kompatibler Fremd-
spender zu suchen. Die hamatopoetischen Stammzellen kénnen, analog der
Gewinnung zur autologen Stammzelltransplantation, durch Knochenmarkent-
nahme oder Stammzellapherese gewonnen werden. Bei der Stammzellaphere-
se werden die hdmatopoetischen Stammzellen des gesunden Spenders, im
Gegensatz zur autologen Spende, nur mit Hilfe von hamatopoetischen Wachs-
tumsfaktoren wie G-CSF ins periphere Blut mobilisiert. Eine weitere potentielle
Stammzellquelle ist Nabelschnurblut, welches in diversen Nabelschnurblutbank-
en kryokonserviert und gelagert wird [7].

Wie nach der autologen kommt es auch nach der allogenen Stammzelltrans-
plantation mit Blutstammzellen zu einer schnelleren hamatopoetischen Re-
generation. Deswegen bietet dieses Verfahren bei Risikopatienten, die auf eine
schnelle Regeneration des blutbildenden Systems angewiesen sind, einen Vor-
teil. Dennoch kann derzeit keinem Verfahren uneingeschrankt der Vorzug gege-
ben werden [7].

Bei den 20207 Stammzelltransplantationen die im Jahr 2002 an 586 Zentren in
39 européaischen Landern durchgefuhrt wurden, wurden die hamatopoetischen
Stammzellen durch Knochenmarkentnahme, Stammzellapherese oder aus
Nabelschnurblut gewonnen. Von den 13292 autologen Ersttransplantaten
wurden 395 (4%) der Transplantate durch Knochenmarkpunktion, 12795 (97%)
durch Stammzellapheresen oder durch eine Kombination von Stammzell-
apherese und Knochenmarkpunktion gewonnen. Von den 6915 allogenen Erst-
transplantaten wurden 38% der Transplantate aus Knochenmark und 62%
durch Stammzellmobilisation aus dem peripheren Blut gewonnen. Insgesamt
stammten nur 162 der im Jahr 2002 transplantierten allogenen Transplantate
aus Nabelschnurblut, was einem Anteil von 2% an den allogenen Transplanta-

ten entspricht [5].
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1.1.2.2. Konditionierungstherapie

Vor der hamatopoetischen Stammzelltransplantation muss bei den Patienten
eine Konditionierungstherapie durchgefuhrt werden. Bei dieser Vorbehandlung
handelt es sich in der Regel um eine Hochdosis Chemotherapie oder eine
Strahlentherapie, bzw. eine Kombination aus beidem. Dabei verfolgt die
Konditionierung zwei wesentliche Ziele. Zum einen wird durch eine myelo-
ablative Therapie eine Intensivierung der tUblichen Chemotherapie erreicht und
zum anderen ermdoglicht die, mit der Konditionierung verbundene, lang
anhaltende Immunsuppression ein Anwachsen des Transplantats [7].

Bei der Therapie von malignen Erkrankungen des blutbildenden Systems, spe-
ziell der Leukédmien, beruht die antileukamische Potenz auf der zytotoxischen
Wirkung der Konditionierungstherapie. Bei der allogenen Transplantation hat
der so genannte Graft-versus-Leukamie-Effekt einen zusatzlichen antileuka-
mischen Effekt. Der Graft-versus-Leukamie-Effekt beschreibt die Potenz der im
Transplantat enthaltenen Immunzellen, noch vorhandene, residuelle leuka-
mische Zellen zu eleminieren [10]. Dieser Effekt ist am deutlichsten bei der
CML (chronisch myeloische Leukdmie) ausgepragt, lasst sich aber auch bei der
AML (akute myeloische Leukamie) und selten auch bei der ALL (akute lympha-
tische Leukamie) nachweisen. Somit konnte die Intensitat der Konditionierungs-
therapie bei der allogenen Stammzelltransplantation reduziert werden, so dass
der antileukamische Effekt nahezu ausschlieBlich auf dem Graft-versus-
Leukdmie-Effekt beruht. Die Konditionierung dient hierbei dem Zweck einer
massiven Immunsuppression, die ein Anwachsen des Transplantates ermo-
glicht. Trotz einer verminderten Oragantoxizitat ist auch eine dosisreduzierte

Konditionierungstherapie keineswegs frei von Nebenwirkungen [11, 12].

1.1.3. Toxizitat und Risiken

Bei einer hAmatopoetischen Stammzelltransplantation kann es zu einer Vielzahl
von Nebenwirkungen kommen. Zum einen sind diese bedingt durch die
Toxizitdt und den imunsuppressiven Effekt der unterschiedlichen Konditio-
nierungstherapien und zum anderen durch die Ubertragung immunkompetenter

Zellen. Diese konnen nach allogener Stammzelltransplantation mit dem
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immungenetisch fremden Empfanger reagieren und das Krankheitsbild der
Graft-versus-Host Erkrankung (GvHD) ausldsen.

Bei der GvHD handelt es sich um die klinische Manifestation einer immuno-
logischen Auseinandersetzung von T-Lymphozyten des Spenders mit Organen
des Empfangers. Dabei sind vor allem die Haut, die Leber und der Darm be-
troffen. Bei der GvHD unterscheidet man eine akute und eine chronische Form.
Die akute GvHD tritt ab Beginn der hamatopoetischen Regeneration auf,
wahrend die chronische GvHD sich erst nach dem 100. Tag der Transplantation
ausbildet. So entwickeln bei der allogenen Stammzelltransplantation vom HLA-
identischen Geschwisterspender etwa 30-40% der Patienten eine akute, meist
gut behandelbare GvHD und etwa 10% der Patienten eine chronische und
schwer beherrschbare GvHD [7].

Die Inzidenz einer GvHD korreliert dabei mit der Intensitat der Konditionierungs-
therapie. Je toxischer diese im Sinne von entzundlichen und apoptotischen
Affektionen ist, desto hoher ist die Rate an GvHD nach der Transplantation.
Pathogenetisch liegt dieser Beobachtung zugrunde, dass bereits vor der Trans-
plantation vermehrt empfangereigene Antigene auf Antigen-prasentierenden
Zellen exprimiert werden, welche mittransplantierte Spender T-Lymphozyten
aktivieren. Aktivierte zytotoxische T-Zellen attackieren schlief3lich die entsprech-
enden Zielorgane des zuvor prasentierten Antigens [13].

Ein haufiges Krankheitsbild, welches durch die Organotoxizitat der Konditionier-
ungstherapie hervorgerufen wird, ist die Mukositis. Hierbei handelt es sich um
eine entzundliche Veranderung der Schleimh&ute, die bei den Patienten regel-
manRig den Bedarf einer parenteralen Ernahrung und Schmerztherapie mit Opia-
ten zur Folge hat. Die gestorte Schleimhautbarriere bedeutet eine zusatzliche
Infektionsgefdhrdung. Durch Einschwemmung bakterieller Toxine und Lipo-
polysaccharide aus dem Darm in den Blutkreislauf kommt es zum so genannten
,Ccytokine storm®, einer massiven Zytokinausschittung, welche das Auftreten
einer schweren Graft-versus-Host-Erkrankung begtnstigt [14].

Neben der Mukositis, kann es durch den toxischen Effekt der Konditionierungs-
therapie, auch zu einer Schadigung der Lunge kommen. Diese kann sich in

unterschiedlichen Krankheitsbildern &uf3ern. Die wichtigsten hierbei sind die




Einleitung

diffuse alveolare Hamorrhagie (DAH), die Bronchilitis obliterans mit organisier-
ender Pneumonie (BOOP) und die idiopathische, interstitielle Pneumonie (IP).
Die BOOP und die DAH haben eine relativ gute Prognose wohingegen die
idiopathische IP unter dem klinschen Bild eines ARDS (acute respiratory
distress syndrom) mit entsprechend schlechter Prognose verlauft [15].

Ebenfalls eine Folge der Toxizitat der Konditionierungstherapien, vor allem mit
zytoreduktiven Substanzen wie Busulfan und Cyclophosphamid, ist die VOD
(venoocclusive disease) [16]. Hierbei handelt es sich um einen thrombotischen
Verschluss der kleinen Lebervenen auf dem Boden einer Mikroangiopathie. In
hepatischen Terminalvenen oder kleinen sublobularen Venen kommt es zu
einer konzentrischen subendothelialen Verdickung und Einengung des Gefal3-
lumens durch 6dematdse Retikulumfasern oder Kollagen [17]. Das Risiko einer
VOD ist nach einer allogenen Stammzelltransplantation hoéher als nach einer
autologen Stammzelltransplantation [18, 19]. Zur Diagnose einer VOD haben
McDonald et al. 1984 und Jones et al. 1987 klinische Symptome zu Diagnose-
kriterien zusammengefasst. So mussen zwei der folgenden Kriterien vor dem
30. Tag nach der Stammzelltransplantation auftreten: Ikterus (Bilirubin>2.0
mg/dl), Hepatomegalie mit Schmerzen im rechten oberen Quadranten und
Aszites oder unerklarte Gewichtszunahme von >2% des Ausgangsgewichts [20,
21]. Die Schwere der Erkrankung spiegelt sich in der Letalitéat wieder, die bei
der VOD mit 20-50% sehr hoch ist [22].

In der Phase der Panzytopenie ist das Risiko fur Infektionen erhoht. Dabei
tragen systemische Mykosen bei KMT-Patienten noch mehr zur transplanta-
tionsbedingten Mortalitat bei als bakterielle Infekte. Vor allem eine Infektion mit
Pneumocystis jiroveci, die zu einer Pneumocystis-jiroveci-Pneumonie fihren
kann, ist eine potenziell letale Komplikation.

Bei den viralen Infektionen ist bereits in den ersten Wochen nach Transplanta-
tion das Risiko einer Herpes-simplex Reaktivierung gegeben. Etwa 4 Monate
nach der Transplantation treten relativ haufig Varizella-Zoster-Infektionen auf.
Die gro3te Gefahr fur allogen transplantierte Patienten geht von einer Reakti-
vierung einer latenten Zytomegalie (CMV)-Infektion aus, die in der Regel 6 bis

10 Wochen nach der Transplantation, also nach Regeneration der Blutbildung,
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auftritt. Die CMV-Infektion verlauft bei diesen Patienten unter dem Bild einer
interstitiellen Pneumonie oder Kolitis und besitzt eine hohe Mortalitat. Daneben
sind respiratorische Viren, wie das respiratorische Synzytialvirus (RSV), das
Influenza- und das Parainfluenzavirus Erreger fir viral bedingte Pneumonien
[23].

Nach allogenen Transplantationen ist die hamorrhagische Zystitis eine der
haufigsten Komplikation, die als Nebenwirkung der Chemo- oder Bestrahlungs-
therapie auftritt und durch eine akute GvHD oder eine Infektion mit Adeno- oder
Polyomaviren ausgeldst werden kann [24].

Komplikationen nach einer der h&matopoetischen Stammzelltransplantation
konnen klinisch unterschiedlich schwer verlaufen. So missen zwischen 11%
und 40% der Patienten nach einer HSCT auf einer Intensivstation behandelt
werden. Diese besonders schweren Komplikationen haben ihren Ursprung
hauptséachlich in der Toxizitat der Konditionierungstherapie, der Immunsuppres-
sion und der GvHD. Uber 60% dieser Patienten miissen beatmet werden, was
mit einer sehr hohen Mortalitar verbunden ist [25, 26].

Im Jahr 2006 vero6ffentlichte Ayman O. Soubani [26] eine Literaturibersicht tber
die haufigsten und schwerwiegendsten Komplikationen bei Patienten nach
Stammzelltransplantation. Die Komplikationen wurden in dieser Arbeit den
verschiedenen Organen zugeordnet. Als pulmonale Komplikationen treten bei
7-35% der Patienten ein Engraftment Syndrome, bei 5% (Spannweite 2-14%)
eine diffuse alveolare Hamorrhagie (DAH), bei 10% (3-15%) eine Idiopathische
interstitielle Pneumonie (IPS) und bei 1,4 % eine Bronchilitis obliterans mit
organisierender Pneumonie (BOOP) auf. Die CMV-Pneumonie ist ein Beispiel
fur schwere Infektionen als Komplikation nach HSCT. Heutzutage wird die frihe
Form der CMV-Pneumonie (in den ersten 100 Tagen nach Transplantation),
dank routinemafiger Prophylaxe, nur noch bei 6% der Patienten gesehen. Die
Pravalenz der spaten Form der CMV-Pneumonie ist hingegen von 4% auf 15%
gestiegen. Bei den Pilzinfektionen betragt die Préavalenz invasiver Candida
Spezies-Infektionen 1,3-10% und von Aspergillus-Infektionen zwischen 2-26%.
Durch die Einfuhrung einer effektiven Prophylaxe mit Trimethoprim-Sulfametho-

xacolen zur Verhinderung einer Pneumocystis jiroveci-Pneumonie, ist deren
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Pravalenz heutzutage vernachlassigbar gering. Kardiale Komplikationen treten
bei 2% bis 28% der HSCT-Patienten auf. Dabei handelt es sich vor allem um
kongestive Herzinsuffizienzen, Perikardergisse, Endokarditiden (Pravalenz von
1,3%) und Arrhythmien. Supraventrikulare Tachykariden werden bei 4,1% der
Patienten nach HSCT beschrieben.

Zu den Gastrointestinale Komplikationen zéhlen die GvHD des Intestinums, die
intestinale Pseudoobstruktion, die akute Pankreatitis mit einer Préavalenz von
3,5%, die Enteritiden, welche nach allogener Stammzelltransplantation mit einer
Pravalenz von 43% auftreten und gastrointestinale Blutungen mit einer Prava-
lenz von 7-18%. Hauptvertreter der hepatischen Komplikationen ist wie oben
naher beschrieben die VOD, welche laut dem Autor mit einer Pravalenz von 20-
50% aufgefuhrt wird. Akutes Nierenversagens mit einer Pravalenz zwischen 9%
und 53% ist eine héaufige renale Komplikation. Als weitere Komplikation der
Niere und der ableitenden Harnwege wird die hamorrhagische Zystitis auf-
gefuhrt, welche bei 25% der Patienten nach allogener Stammzelltransplantation
auftritt. Die Pravalenz klinisch relevanter neurologische Komplikationen nach
einer HSCT betragt 11%-18%. Neurologische Komplikationen sind haufiger
nach einer allogenen HSCT zu beobachten. So treten zum Beispiel Schlagan-
falle bei allen HSCT-Patienten mit einer Pravalenz von 3% auf, nach allogener
HSCT mit 5% und nach autologer HSCT nur mit 1,2%. 10% der neurologischen
Komplikationen sind auf Infektionen des zentralen Nervensystems zuriickzu-
fuhren. Aspergillosen sind hierbei die Hauptursache und wurden bei 4,4% der
HSCT-Patienten, die nach dem Tode einer Autopsie unterzogen wurden,
gefunden. Metabolische Enzephalopathien werden vor allem nach allogener
HSCT gesehen und kommen unter allen HSCT mit einer Préavalenz zwischen
3% und 13% vor. Die Thrombozytisch Thrombozytopenische Purpura (TTP) ist
die schwerste hamatologische Komplikation und tritt vor allem nach allogener

HSCT mit einer Prévalenz von 5-15% auf.
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1.2. Mikropartikel

Im Jahr 1946 beschrieben Chargaff und West einen ,Faktor®, der in thrombo-
zytenfreien Plasma zu einer Beschleunigung der Thrombinbildung fihrt [27].
Erst 1967 wurde dieser ,Faktor zum ersten Mal von P. Wolf unter dem Elektro-
nenmikroskop entdeckt und als thrombozytéare Membranfragmente mit thrombo-
tischer Aktivitat beschrieben. Wolf nannte diese thrombozytaren Zellfragmente,
die heute unter dem Begriff Mikropartikel (MP) bekannt sind, ,platelet dust® [28].
1972 konnte B.A. Warren eine weitere Eigenschaft der thrombozytaren MP,
namlich die Adh&sion an GefaRwanden, nachweisen [29].

Aber nicht nur Thrombozyten, sondern nahezu alle Zellen sind in der Lage MP
zu bilden. Diese sind auf3erst heterogen und unterscheiden sich in ihrer Grol3e
(0,1 -1um) [30], der Lipid- und Proteinzusammensetzung und den exprimierten
Antigenen und Adhasionsmolektilen. Der Aufbau von MP scheint vom Aktivier-
ungsgrad der Ursprungszelle und der Art des Reizes, welcher zur Bildung fuhrt,
abhangig zu sein [31]. Von Exosomen, ebenfalls kleinen Partikeln mit einer
durchschnittlichen GroéRe von 0,04-0,1um, die durch Exozytose zuvor mit der
Zellmembran fusionierter, intraluminal gelegener und membrangebundener
multivesikularer Korper (MVBs) entstehen, konnen sie durch spezifische
Merkmale, wie dem Membranaufbau, unterscheiden werden [32]. Bei gréf3eren
Partikeln (>1,5um), die ebenfalls im Plasma gefunden werden kénnen, handelt
es sich um apoptotische Korper [33]. Diese werden bei der Apoptose von Blut-
und Gefal3zellen gebildet und besitzen einen &hnlichen Membranaufbau wie
MP. Durch ihre GroRe und die Tatsache, dass sie im Gegensatz zu MP DNA
enthalten, kbnnen apoptotische Kdrper von MP unterschieden werden [34].

Die am weitesten verbreitete Methode zur Bestimmung von MP ist die Durch-
flusszytometrie. Dabei kbnnen MP anhand ihrer Gré3e und ihrer exprimierter
Antigene, durch Bindung spezifischer Antikorper, analysiert werden. So kann
sowohl die Anzahl als auch der Ursprung von MP einer Probe ermittelt werden.
Die (patho-)physiologische Bedeutung der MP verschiedener Ursprungszellen
ist noch nicht vollstandig geklart und weiterhin Bestandteil der Forschung. Die
Untersuchung des Scott Syndroms, einer seltenen erblich bedingten Erkran-

kung aus dem Bereich der hereditaren Hamostasedefekte, hat viel zum Ver-
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standnis der (patho-)physiologie von MP beigetragen. Die essentielle Bedeu-
tung der MP fir eine normale Hamostase konnte dadurch nachgewiesen
werden. Bisher wurde bereits eine Vielzahl von Erkrankungen auf Veranderung-
en der Gesamtzahl, des Aufbaus oder des Ursprungs zirkulierender MP hin
untersucht. Die Ergebnisse dieser Studien deuten an, dass MP in Zukunft als
Biomarker zur Diagnosefindung oder zum Erkennen von Komplikationen, die
mit einer bestehenden Erkrankung in Verbindung stehen, benutzt werden

kdnnten.
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1.3. Fragestellungen

1) Die Konditionierungstherapie fuhrt durch die toxische Wirkung der Chemo-
therapie, bzw. der Bestrahlung zu Zellaktivierung und Zelluntergang im Organis-
mus. Dies sollte auch zu einer vermehrten Freisetzung von MP fuhren. Als
Surrogatmarker fir eine Endothelaktivierung soll die H6he endothelialer MP
wahrend der  Konditionierung mit  Hochdosischemotherapie  bzw.

Ganzkorperbestrahlung mit 12 Gray bestimmt werden.

2) Gibt es zwischen der Konditionierung mit 12 Gy Ganzkoérperbestrahlung bzw.
Hochdosischemotherapie einen Unterschied in der Anzahl freigesetzter MP

bzw. in deren zeitlichen Verlauf?

3) Die fur die HSCT durch Knochenmarkpunktion gesunder Spender
gewonnenen hamatopoetischen Stammzellen wurden bisher noch nicht auf MP
untersucht. Es stellt sich die Frage nach Anzahl, Ursprung und Verteilung der
MP im Knochenmarkaspirat im Vergleich zum peripheren Blut. Da im
Knochenmark eine Vielzahl von Zellaktivierungs- und Apoptosevorgange
ablaufen, liegt die Vermutung nahe, dass auch die Anzahl der MP im Knochen-
markaspirat hoher ist.

4) AulRerdem ist immer noch nicht abschlieRend geklart, welchen Ursprungs die
zirkulierenden thrombozytaren MP sind. Der Vergleich zwischen Knochenmark-
aspirat und peripherem Blut kénnte einen wichtigen Hinweis darauf geben, ob
zirkulierende MP mit thrombozytdren und megakaryozytaren Oberflachenanti-
genen zum grofiten Teil megakaryozytdren oder thrombozytaren Ursprungs

sind.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Reagenzien zum Mikropartikelnachweis

Annexin V FITC (IQP-120F), Annexin VR-PE, (IQP-120R) Immuno Quality
Products, Groningen, The Netherlands

Annexin V bindet spezifisch an Phosphatidylserin. Im Lipid-Bilayer von MP sind
negativ geladene Phospholipide, wie Phosphatidylethanolamine und Phospha-
tidylserine, enthalten [35]. Somit kann FITC- (Fluorescein Isothiocyanate) oder
PE- (Phycoerythrin) markiertes Annexin V zum Nachweis von MP mittels FACS
(flourescence-activated cell sorting) verwendet werden.

IgG1l R-PE (IQP-191R) monoklonaler, Fluorochrom-markierter Antikérper der
Firma Immuno Quality Products, Groningen, The Netherlands; IgG-FITC
monoklonaler, Fluorochrom-markierter Antikorper der Firma, Immunotech,
Marseille, Frankreich

Die monoklonalen Antikorper 1IgG-PE und IgG-FITC binden unspezifisch an MP
und dienen als Negativkontrolle fir die Messung.

CD34-PE, monoklonaler, Fluorochrom-markierter Antikbrper der Firma
Biosciences, Heidelberg, Deutschland

Das CD34-Antigen ist ein membranstandiges Glykoprotein (Ligand fur L-
Selectin), welches auf hamatopoetische Vorlaufer- und Stammzellen vorhanden
ist. Die genaue Funktion dieses Proteins ist noch nicht bekannt. Es ist aber
naheliegend, dass es eine wichtige Rolle bei der Steuerung der Hamatopoese
spielt. Fluorochrom (PE) markierte monoklonale Antikdrper gegen CD34
kénnen somit zum Nachweis von MP aus h&matopoetischen Vorlaufer- und
Stammzellen mittels FACS verwendet werden.

CD61-PE, monoklonaler, Fluorochrom-markierter Antikbrper der Firma
Biosciences, Heidelberg, Deutschland

Das CD61-Antigen ist das membranstandiges Glykoprotein llla (beta 3 integrin
chain) welches auf der Zellmembran von Megakaryozyten und ruhenden
Thrombozyten exprimiert wird. Es ist mit ein bis zwei Prozent des Gesamt-
proteingehalts und ca. 80.000 Kopien pro Zelle das haufigste Membran-

glykoprotein der Thrombozyten. Die wesentliche Funktion des gp llb/llla
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Rezeptors ist die Bindung von Fibrinogen an die Oberflache des aktivierten
Thrombozyten und damit die Initiierung der Plattchenaggregation. Fluorochrom
(PE) markierte monoklonale Antikdrper gegen CD61 kénnen somit zum Nach-
weis von MP thrombozytaren oder megakaryozytaren Ursprungs mittels FACS
verwendet werden.

CD62E-PE, monoklonaler, Fluorochrom-markierter Antikdrper der Firma Bio-
sciences, Heidelberg, Deutschland

Das CD62E Antigen ist das membranstandige Glykoprotein E-Selectin (endo-
thelial-leukocyte adhesion molecule-1; ELAM-1). Es wird spezifisch auf
aktivierten Endothelzellen exprimiert [36, 37] und dient der Adh&sion von Leu-
kozyten an aktiviertem Endothel [38]. Fluorochrom (PE) markierte monoklonale
Antikdrper gegen CD62E kdénnen somit zum Nachweis von MP endothelialen
Ursprungs mittels FACS verwendet werden.

CD62P-PE, monoklonaler, Fluorochrom-markierter Antikbrper der Firma
Immunotech, Marseille, Frankreich

Das CD62P Antigen ist das membranstandige Glykoprotein P-Selectin (platelet
activation-dependent granule external membrane protein; PADGEM) in throm-
bozytaren Granula. Es wird auf aktivierten Thrombozyten und in geringem Aus-
malfd auf aktivierten Endothelzellen exprimiert und vermittelt die Adhasion von
Leukozyten an aktivierte Thrombozyten und Endothelzellen. Fluorochrom (PE)
markierte monoklonale Antikdrper gegen CD62P werden vor allem zum Nach-
weis von MP aktivierter Thrombozyten mittels FACS verwendet.

CD63-PE, monoklonaler, Fluorochrom-markierter Antikbrper der Firma
Immunotech, Marseille, Frankreich

Das CD63 Antigen ist das membranstandige Glykoprotein Granulophysin
thrombozytarer Lysosomen (lysosomal-membrane-associated glycoprotein 3;
LAMP-3) und wird auf aktivierten Thrombozyten und Monozyten exprimiert.
Eine genaue Funktion dieses Proteins ist noch nicht bekannt.

Fluorochrom (PE) markierte monoklonale Antikérper gegen CD63 kbnnen somit
ebenfalls zum Nachweis von MP aktivierter Thrombozyten mittels FACS ver-

wendet werden.
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CD144-FITC, monoklonaler, Fluorochrom-markierter Antikdrper der Firma Acris
Antibodies GmbH, Hiddenhausen, Deutschland

Das CD144 Antigen ist das membranstandige Glykoprotein Cadherin-5 (VE-
Cadherin=Vascular Endothelial-cell-specific Cadherin), ein essentielles Ad-
hasions-molekil fur die Integritat der Endothelzellbarriere und spezifisch fur
Adhéarens Junctions in Endothelzellen [39]. Fluorochrom (FITC) markierte
monoklonale Antikdrper gegen CD144 konnen somit zum Nachweis von

Endothelzell-MP mittels FACS verwendet werden.

2.1.2. Chemikalien

e CaCl, (Calciumchlorid), Merck, Darmstadt, Deutschland

e Na,HPO, (Dinatriumhydrogenphosphat), Merck, Darmstadt, Deutschland
e NaCl (Natriumchlorid), Merck, Darmstadt, Deutschland

e Na3CgHsO7 (Trinatriumcitrat), Merck, Darmstadt, Deutschland

e NaOH (Natronlauge) 1mol/l, Merck, Darmstadt, Deutschland

¢ HCI (Salzsaure)1mol/l, Merck, Darmstadt, Deutschland

2.1.3. Pufferlésungen

2.1.3.1. Phosphat gepufferte Kochsalzlésung (PBS-Puffer)

Zur Herstellung der Phosphat gepufferte Kochsalzlosung (PBS=Phosphate
buffered Saline), des PBS-Puffers, werden 9g NaCl (=154mmol/l NaCl 0,9%)
und 0,25 g Na;HPO, (=1,4mmol/l Na,HPO,4) in 1000ml Aqua dest. aufgelost.
Dieser Puffer wird bei Raumtemperatur gelagert und kann maximal 2 Wochen

verwendet werden.

2.1.3.2. Calciumpuffer und Citratpuffer

Vor der Verwendung der unten aufgeftihrten Calcium- bzw. Citratpuffer werden
diese mit dem PH-Meter inolab PH720 mit Temperaturfihler TFK 325 der Firma
WTW (Weilheim, Deutschland) gemessen. Abweichungen vom physiologischen
PH-Wert (7,36-7,43) kbénnen durch Zugabe von HCI (1mol/l) oder NaOH (1mol/l)
ausgeglichen werden. AnschlieBend werden die Pufferlosungen mit Hilfe des
Spritzenvorsatzfilter Minisart NML (0,2um) gefiltert.
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Zur Herstellung des Calciumpuffers werden 39ml PBS und 1ml CalciumgrundIo-
sung vermischt. Fur die Calciumgrundlésung (=0,1mol/l CaCl,) werden 1,479
CaCl; in 100ml Agqua dest. aufgeldst. Die Calciumgrundlésung wird bei 2 bis
8°C gelagert und kann maximal 12 Monate verwendet werden.

Zur Herstellung des Citratpuffers werden 27ml PBS und 3ml Citratgrundldsung
vermischt. Fur die Citratgrundlosung (=124mmol/l Na3;CgHs07) werden 3,2 g
NaszCsHs07 in 100ml Aqua dest. aufgel6st. Die Citratgrundlésung wird bei 2 bis

8°C gelagert und kann maximal 2 Monate verwendet werden.

2.1.4. Gerate und Software

e FACScan flow cytometer mit Cell Quest Software der Firma Becton Dicinson,
Heidelberg, Deutschland

¢ Zentrifuge Mikro 22R der Firma Hettich, Tutting, Deutschland

¢ Zentrifuge Hermle ZK380, Gosheim, Deutschland

e PH-Meter inolab PH720 mit Temperaturfihler TFK 325 der Firma WTW,
Weilheim, Deutschland

e Vortex Genie 2™ der Firma Bender&Hobein AG, Ziirich, Schweiz

2.1.5. Verarbeitungszubehor

e Mikro Schraubrohre 1,5ml PP (RF 72.692.005), Firma Sarstedt, Nimbrecht,
Deutschland

¢ Reagiergefalle 1,5ml PP (RF 72.690) Sarstedt, Numbrecht, Deutschland

¢ BD Falcon 5 ml Polystyren Round-Bottom-Tube, 12x27mm (RF 352052)
Firma BD Biosciences, Bedford (USA)

e BD Falcon 15ml Polystyren Conical Tube 17x20mm der Firma BD
Biosciences, Bedford, USA

e Pipettenspitzen epT.I.P.S. Standard in den Grof3en 0,5-20pl, 2-200pl und 200-
1000p! der Firma Eppendorf AG aus Hamburg, Deutschland

e Costar Stripetten in den Gro3en 10ml und 5ml der Firma Corning, New York,
USA

e Spritzenvorsatzfilter Minisart NML 0,2um der Firma Vitaris AG, Baar, Schweiz
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e 20ml Spritzen BD Discardit Il der Fima Becton Dicinson, Heidelberg,
Deutschland

e EDTA-RGhrchen, S-Monovetten2,3ml K3E (1,6 mg EDTA/mI Blut) der Firma
Sarstedt, Numbrecht, Deutschland

¢ Citrat-Rdhrchen, S-Monovetten 5ml 9NC (Tri-Natriumcitrat-Losung 0,106
mol/l; 0,50 ml Citrat-Loésung) der Firma Sarstedt, Numbrecht, Deutschland

2.2. Patientenkollektiv

Fur die vorliegende Arbeit wurden insgesamt 20 Patienten aus der Medizinisch-
en Klinik 1l des Klinikum GrofRhaderns rekrutiert. Zum einen zehn gesunde
Knochenmarkspender und zum anderen zehn Patienten mit malignen Erkran-
kungen des hadmatopoetischen Systems in der Phase der Konditionierung vor
Stammzelltransplantation.

Die Patienten wurden vor der Durchfiihrung studienbezogener Probengewin-
nungen ausfuhrlich Gber Inhalte und Ziele der Studie informiert und aufgeklart,
erhielten ein Informationsblatt ausgehandigt und unterzeichneten eine Einver-
stéandniserklarung. Ein zustimmendes Votum der zustéandigen Ethikkommission

wurde eingeholt.

2.2.1. Gesunde Knochenmarksspender

Insgesamt wurden 10 gesunde Freiwillige in diese Gruppe im Zeitraum von
Oktober 2005 bis Marz 2007 aufgenommen. Das Kollektiv bestand aus sieben
weiblichen (Median 48.0 (42.0-51.5) Jahre) und drei méannlichen (Median 26.0
(25.0-37.5) Jahre) Knochenmarkspendern im Alter von 24 bis 56 Jahre (Median
455 (40.3-49.8) Jahre). Die Patientencharakteristika der zehn gesunden
Knochenmarkspender sind in Tabelle 1 zusammengefasst.

Alle Freiwilligen, welche die Voraussetzungen fur eine Knochenmarkspende er-
fullten, wurden in diese Gruppen aufgenommen. Hierbei handelt es sich um ge-
sunde Spender zwischen 18 bis 60 Jahren ohne Grunderkrankungen des Herz-,
Kreislauf- und Nervensystems und ohne Lungen- oder Stoffwechselerkrankung-
en. Des Weiteren mussten die Spender frei von Tumorenerkrankungen und

akuten Infektionen, sowie Infektion mit HAV, HBV, HCV, HIV sein und ein un-
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auffalliges Blut- und Differentialblutbild aufweisen. Zuséatzlich mussten die
Spender der Probenentnahme zustimmen, die zum Zeitpunkt der Knochen-

markspende erfolgte.

Geschlecht Alter(Jahre) Erythrozyten Thrombozyten

Weiblich 40 4,15 T/ 299G/I
Weiblich 53 4,12T/ 164 Gl
Weiblich 41 3,80 T/ 287 Gl
Weiblich 48 4,07 T/ 162 G|
Weiblich 56 3,84 T/ 271 G/l
Weiblich 43 3,56 T/l 322 Gl
Weiblich 50 4,44 T/ 181 G/l
Ménnlich 24 5,46 T/l 230 G/I
Ménnlich 49 4,89 T/l 244 Gl
Ménnlich 26 4,66 T/| 236 G/|

Tab. 1 Gesunde Knochenmarksspender

Es wurden vor Beginn der Knochenmarkentnahme zwei Citratréhrchen und ein
EDTA-Ro6hrchen peripheres vendses Blut mit einer 20G-Nadel entnommen.

Das EDTA-Blut wurde zur Bestimmung der Blutparameter der klinischen Che-
mie des Klinikums GroRBhaderns zugesandt. Das Citrat-Blut wurde wie unten
beschrieben weiterbehandelt und zur Mikropartikelmessung verwendet.

Des Weiteren wurden zwei Citratréhrchen mit Knochenmarkaspirat als Probe
genommen. Das Knochenmarkaspirat wurde durch Punktion der Spina iliaca
anterior und Spina iliaca posterior gewonnen. Hierzu wurde mit einer Hohlnadel,
unter sterilen Bedingungen, der Knochen punktiert und anschlieRend mit einer
leeren 10ml Spritze aspiriert. Das Aspirat wurde direkt aus der Spritze in die
Citratrohrchen umgeflllt. Dadurch wurde eine Vermischung der Proben mit
Heparin, welches dem Aspirat nach Entnahme durch das Mischen im Sammel-
behélter zugesetzt wird, vermieden. Die Befillung der Citratrohrchen erfolgte
bis zur vorgeschriebenen Volumenmarkierung (5ml), so dass das Citrat-

Knochenmarkaspirat-Verhaltnis in allen Proben gleich war.

2.2.2. Patienten wahrend Konditionierungstherapie vor HSCT
In diese Gruppe wurden 10 Patienten mit unterschiedlichen malignen Erkran-
kungen, deren kurative Therapie eine hamatopoetische Stammzelltransplanta-

tion erforderte, im Zeitraum von Marz 2006 bis Juni 2007 aufgenommen.
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Davon wurden vier Patienten mit 12Gy TBI + Cyclophosphamid (Cy) / Antithy-
mozytenglobulin  (ATG) konditioniert. Sechs Patienten wurden mit einer
Hochdosischemotherapie nach dem sogenannten FLAMSA-Protokoll (30mg/m?
Fludarabin, 2000 mg/m? Cytarabin, 100 mg/m? Amsacrin) + 4Gy oder 12Gy TBI
+ Cy/ATG bzw. FLAMSA + Busulfan (Bu) + Cy/ATG konditioniert. Die
Charakteristika der 10 Studienpatienten sind in Tabelle 2 zusammengefasst.
Patienten die der Entnahme nicht zustimmten oder einen Thrombozytenwert
unter 50 G/I zu Beginn der Konditionierungsphase hatten wurde nicht in die
Studie aufgenommen.

Die Probenentnahmen wurden immer zur selben Tageszeit im Rahmen der
geplanten Laborkontrollen durchgefuhrt, um etwaige tageszeitliche Schwan-
kungen der Mikropartikelkonzentration zu vermeiden. Zu jedem Entnahmezeit-
punkt wurden zwei Citratrohrchen zentralvendses Blut Uber einen Hickmanka-
theter abgenommen. Laufende Infusionen wurden fir die Abnahme unterbroch-
en. Um eine Verunreinigung der Proben mit Infusionsriickstdnden zu vermeiden
wurden vor der Probenentnahme 20ml Blut mit einer Spritze aus dem zentralen
Venenkatheter entnommen. Zusatzlich entnommenes EDTA-BIut, als Teil der
taglichen Laborkontrolle, wurde zur Bestimmung der Blutparameter der klinisch-
en Chemie des Klinikums GrofRhaderns zugesandt.

Patient Geschlecht Erkrankung Therapie

1 Ménnlich AML FLAMSA, 4Gy TBI, Cy, ATG
2 Weiblich AML FLAMSA, 4Gy TBI, Cy, ATG
3 Weiblich AML FLAMSA, 4Gy TBI, Cy, ATG
4 Weiblich AML FLAMSA, Bu, Cy, ATG

5 Ménnlich T-NHL FLAMSA, 12Gy TBI, Cy, ATG
6 Ménnlich AML FLAMSA, Bu, Cy, ATG

7 Ménnlich ALL 12Gy TBI, Cy, ATG

8 Ménnlich NHL 12Gy TBI, Cy, ATG

9 Ménnlich ALL 12Gy TBI, Cy, ATG

10 Weiblich B-NHL 12Gy TBI, Cy, ATG

Tab. 2 Patienten wahrend Konditionierungstherapie

2.2.2.1. Konditionierung mit FLAMSA-Protokoll

Es wurden sechs Patienten (Median 51.5 (40.0-57.3) Jahre), Studienpatient 1-
6, in die Gruppe der Konditionierungstherapie mit dem FLAMSA-Protokoll
(30mg/m?  Fludarabin, 2000mg/m? Cytarabin, 100mg/m? Amsacrin)
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aufgenommen. Darunter waren drei weibliche (51, 52 und 59 Jahre) und drei
mannliche Patienten (27, 29 und 68 Jahre).

2.2.2.1.1. Entnahmezeitpunkte fir Probengewinnung

Nach Anlage eines Hickman-Katheters wurde die erste Probe (PO) einen Tag
vor Beginn der Konditionierung nach dem FLAMSA-Protokoll (Tag 0) entnom-
men. An jedem Tag des viertagigen FLAMSA-Protokolls (Tag 1-4) wurde
jeweils eine weitere Probe (P1, P2, P3, P4) enthommen. Die sechste Probe
(P6) wurde zwei Tage nach dem letzten FLAMSA-Zyklus (Tag 6) enthnommen.
Am Tag nach der 4Gy-TBI bzw. Bu-Gabe (Tag 8) wurde die letzte Probe (P8)
entnommen. Bei Patienten, die zum Zeitpunkt der Probenentnahme P8, eine
Thrombozytenwert groRer als 100 G/l aufwiesen, wurden die Probeentnahmen
im zweitdgigen Abstand weitergefiihrt, bis der Thrombozytenwert unter 100 G/

gefallen war.

2.2.2.1.2. Patientencharakteristika

Studienpatient 1 ist mannlich, 27 Jahre alt, 174cm grof3, 87kg schwer und be-
sitzt eine Koérperoberflache von 2,0m?% Bei diesem Patienten wurde eine AML
M1 (mit Ubergang zu M2) diagnostiziert. In kurativer Absicht wurde der Patient
fur eine Knochenmarktransplantation vom HLA-haploidentischen Familien-
spender konditioniert. Zum Beginn der Konditionierungstherapie befand sich der
Patient in kompletter Remission. Das Konditionierungsschema bestand aus
FLAMSA (4x30mg/m? Fludarabin, 4x2000mg/m? Cytarabin, 4x100mg/m? Amsa-
crin), 4 Gy TBI, 4xX50mg/kg KG Cy und 5x20mg/kg KG ATG.

JIIIT T T

Therapie FLAMSA TBI ATG+Cy
Tag 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 - KMT

Abb. 2 Zeitpunkte der Probenentnahme bei Studienpatient 1

Studienpatient 2 ist weiblich, 52 Jahre alt, 174cm grof3, 58kg schwer und be-
sitzt eine Korperoberflache von 1,7m?. Bei dieser Patientin wurde eine AML M2

diagnostiziert. In kurativer Absicht wurde die Patientin fur eine allogene Stamm-
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zelltransplantation vom HLA-identischen Fremdspender konditioniert. Zum
Beginn der Konditionierungstherapie befand sich die Patientin in kompletter
Remission. Das Konditionierungsschema bestand aus FLAMSA (4x30mg/m?
Fludarabin, 4x2000mg/m? Cytarabin, 4x100mg/m? Amsacrin), 4 Gy TBI,
2x60mg/kg KG Cy und 3x20mg/kg KG ATG.

Die Probe P2 konnte bei der Patientin nicht gewonnen werden.

JI ST T T

Therapie FLAMSA TBI ATG+Cy
Tag 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 - KMT

Abb. 3 Zeitpunkte der Probenentnahme bei Studienpatient 2

Studienpatient 3 ist weiblich, 51 Jahre alt, 168cm grof3, 65kg schwer und be-
sitzt eine Korperoberflache von 1,7m?. Bei dieser Patientin wurde eine AML M1,
ein Rezidiv einer zuvor mit autologer Stammzelltransplantation therapierten
AML M4, diagnostiziert. In kurativer Absicht wurde die Patientin fir eine allo-
gene Stammzelltransplantation vom HLA-identischen Familienspender kondi-
tioniert. Zum Beginn der Konditionierungstherapie befand sich die Patientin in
kompletter Remission. Das Konditionierungsschema bestand aus FLAMSA
(4x30mg/m? Fludarabin, 4x2000mg/m? Cytarabin, 4x100mg/m? Amsacrin), 4 Gy
TBI, 2x40mg/kg KG Cy und 3x10mg/kg KG ATG.

JIIIT T T

Therapie FLAMSA TBI ATG+Cy
Tag 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 - KMT

Abb. 4 Zeitpunkte der Probenentnahme bei Studienpatient 3

Studienpatient 4 ist weiblich, 59 Jahre alt, 166cm grof3, 68kg schwer und be-
sitzt eine Korperoberflache von 1,8m?. Bei dieser Patientin wurde eine AML
M1/MO, ein Rezidiv einer AML M1, diagnostiziert. In kurativer Absicht wurde die
Patientin fur eine allogene Stammzelltransplantation vom HLA-identischen Fa-
milienspender konditioniert. Zum Beginn der Konditionierungstherapie befand

sich die Patientin in kompletter Remission. Das Konditionierungsschema be-
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stand aus FLAMSA (4x30mg/m? Fludarabin, 4x2000mg/m® Cytarabin,
4x100mg/m? Amsacrin), 10x0.8mg/kg KG Bu, 2x60mg/kg KG Cy und
3x20mg/kg KG ATG.

NI,

Therapie FLAMSA
Tag 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 - KMT
Abb. 5 Zeitpunkte der Probenentnahme bei Studienpatient 4

Studienpatient 5 ist mannlich, 29 Jahre alt, 177cm grof3, 73kg schwer und be-
sitzt eine Korperoberflache von 1,9m2. Bei diesem Patienten wurde die Diagno-
se eines peripheren T-Zell-Lymphoms vom Typ eines ALK negativen, grof3zellig
anaplastischen T-Zell-Lymphoms im Stadium la gestellt. Dabei handelt es sich
um ein Rezidiv nach multimodaler Chemotherapie und autologer Stammzell-
transplantation. Zur Erreichung einer langerfristigen Remission der Grunder-
krankung wurde der Patient fir eine allogene Stammzelltransplantation vom
HLA-identischen Fremdspender konditioniert. Zum Beginn der Konditionie-
rungstherapie befand sich der Patient in kompletter Remission. Das Konditio-
nierungsschema bestand aus FLAMSA (4x30mg/m2 Fludarabin, 4x2000mg/m2
Cytarabin, 4x100mg/m2 Amsacrin), 12 Gy TBI, 2x60mg/kg KG Cy und
3x20mg/kg KG ATG. Die Probe P8 konnte bei diesem Patienten nicht

gewonnen werden.

N

Therapie FLAMSA TBI
Tag 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 - KMT

Abb. 6 Zeitpunkte der Probenentnahme bei Studienpatient 5

Studienpatient 6 ist mannlich, 68 Jahre alt, 170cm grof3, 62kg schwer und be-
sitzt eine Korperoberflache von 1,7m?. Bei diesem Patienten wurde die Diagno-
se eines Ubergangs eines myelodysplastischen Syndroms in eine akute myelo-
ische Leuk&mie M1 gestellt. In kurativer Absicht wurde der Patient fur eine allo-
gene Stammzelltransplantation vom HLA-identischen Fremdspender konditio-
niert. Zum Beginn der Konditionierungstherapie befand sich der Patient in kom-
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pletter Remission. Das Konditionierungsschema bestand aus FLAMSA
(4x30mg/m? Fludarabin, 4x2000mg/m? Cytarabin, 4x100mg/m? Amsacrin),
10x0.8mg/kg KG Bu, 2x60mg/kg KG Cy und 3x20mg/kg KG ATG.

EAIAN NN,

Therapie FLAMSA
Tag 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 - KMT
Abb. 7 Zeitpunkte der Probenentnahme bei Studienpatient 6

2.2.2.2. Konditionierung mit 12 Gy Ganzkdrperbestrahlung

Es wurden vier Patienten (Median 41.0 (37.0-45.5) Jahre), Studienpatient 7-10,
in die Gruppe der Konditionierungstherapie mit fraktionierter 12Gy TBI
aufgenommen. Darunter waren eine weibliche (37 Jahre) und drei mannliche
Patienten (20, 45 und 47 Jahre).

2.2.2.2.1. Entnahmezeitpunkte fir Probengewinnung

Nach Anlage eines Hickman-Katheters wurde die erste Probe (PO) am Tag vor
Beginn der fraktionierten 12Gy TBI (Tag 0) entnommen. Die Proben zwei bis
vier (P1, P2, P3) wurden an den drei Bestrahlungstagen (Tag 1-3) nach erfolg-
ter TBI entnommen. Zwei Tage nach Abschluss der fraktionierten 12Gy TBI
(Tag 5) wurde die funfte Probe (P5) enthommen.

Bei Patienten, die zum Zeitpunkt der Probenentnahme P5, eine Thrombozyten-
wert groBer als 100 G/l aufwiesen, wurden die Probeentnahme im taglichen
Rhythmus weitergefihrt, bis der Thrombozytenwert unter 100 G/I gefallen war.

PO P1 P2 P3 P5
Therapie 12Gy TBI ATG+Cy

Tag 0 1 2 3 4 5 6 - KMT
Abb. 8 Zeitpunkte der Probenentnahme der Studienpatient 7-10

2.2.2.2.2. Patientencharakteristika
Studienpatient 7 ist mannlich, 20 Jahre alt, 180cm grof3, 64kg schwer und be-

sitzt eine Koérperoberflache von 1,8m?. Bei diesem Patienten wurde eine Phila-
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delphia-Chromosom positive c-ALL diagnostiziert. In kurativer Absicht wurde
der Patient fur eine Knochenmarktransplantation vom HLA-haploidentischen
Familienspender konditioniert. Zum Beginn der Konditionierungstherapie befand
sich der Patient in kompletter Remission. Das Konditionierungsschema bestand
aus 12 Gy TBI, 4x50 mg/kg KG Cy und 5x20 mg/kg KG ATG.

Studienpatient 8 ist mannlich, 47 Jahre alt, 180cm grof3, 75kg schwer und be-
sitzt eine Korperoberflache von 1,92m?. Bei diesem Patienten wurde ein folliku-
lares Lymphom im Stadium IVB diagnostiziert. Nach initialer Therapie mit sechs
Zyklen nach dem R-CHOP-Protokoll und erreichen einer kompletten Remission
folgte eine zwei monatige Interferon Erhaltungstherapie. Dennoch kam es be-
reits sechs Monate nach Remission zu einem Rezidiv. Darauf folgte eine Mobili-
sierungstherapie mit 2 Zyklen R-DHAP zur anschlie3enden Stammzellsamm-
lung. In kurativer Absicht wurde der Patient fur eine autologe Stammzelltrans-
plantation konditioniert. Zum Beginn der Konditionierungstherapie befand sich
der Patient in kompletter Remission. Das Konditionierungsschema bestand aus
12 Gy TBI, 4x50 mg/kg KG Cyclophosphamid und 5x10 mg/kg KG Antithymo-
zytenglobulin (ATG).

Studienpatient 9 ist mannlich, 45 Jahre alt, 178cm grof3, 69kg schwer und be-
sitzt eine Kérperoberflache von 1,9m?. Bei diesem Patienten wurde eine pro-B-
ALL mit Co-Expression des myeloischen Markers CD15 diagnostiziert. In kurati-
ver Absicht wurde der Patient fir eine Knochenmarktransplantation von einem
HLA-identischen Fremdspender konditioniert. Zu Beginn der Konditionierungs-
therapie befand sich der Patient in kompletter Remission. Das Konditionie-
rungsschema bestand aus 12 Gy TBI, 2x60mg/kg KG Cy und 3x20mg/kg KG
ATG.

Studienpatient 10, ist weiblich, 37 Jahre alt, 163cm grof3, 50kg schwer und be-
sitzt eine Korperoberflache von 1,5m? Bei dieser Patientin wurde ein diffus
grol3zelliges B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphom im Stadium Ve B diagnostiziert. Es
handelt sich bei der Patientin um eine Rezidivsituation nach autologer Stamm-
zelltransplantation. Zum erreichen einer langerfristigen Remission der Grunder-
krankung wurde die Patient fur eine allogene Stammzelltransplantation vom

HLA-differenten Fremdspender konditioniert. Zu Beginn der Konditionierungs-
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therapie befand sich die Patientin in kompletter Remission. Das Konditionier-
ungsschema bestand aus 12 Gy TBI, 2x 60mg/kg KG Cy und 3x 20mg/kg KG
ATG.

Die Proben P0O-P5 wurden wie in Tabelle 3 aufgefihrt gewonnen. P6 wurde zu-
satzlich am dritten Tag nach der letzten TBI gewonnen, da die Patientin am Ent-
nahmezeitpunkt P5 einen Thrombozytenwert grol3er als 100 G/l aufwies.

2.3. Methoden

2.3.1. Aufbereitung der Proben

Nach Entnahme der zentralvendsen Blutproben wurden die Citratréhrchen
durch mehrmaliges vorsichtiges Schwenken vermischt. Die Proben wurden
innerhalb von 15min nach Abnahme ins Labor gebracht und weiterverarbeitet.
Um eine Zellaktivierung durch Scherkréafte zu vermeiden wurde auf einen er-
schitterungsarmen Transport geachtet. Deswegen wurde auf das Rohrpostsys-
tem verzichtet und die Proben wurden per pedes und auf Eis gelagert transpor-
tiert. Im Labor wurden die Citratrohrchen fir 20 Minuten, bei 20°C mit 2900
RPM und Bremse 1, in der Zentrifuge Mikro 22R der Firma Hettich, zentrifugiert.
Nach der Zentrifugation wurde der Serumuiberstand bis zu einem Abstand von
1cm Uber dem Sediment abpipettiert. Das abpipettierte Serum wurde in einem
Sammelréhrchen (BD Falcon 15ml Polystyren Conical Tube) gesammelt und
durch langsamen Schwenken vermischt. AnschlieBend wurden jeweils 300pl
Serum in Mikro Schraubrohren (1,5ml PP) der Firma Sarstedt pipettiert. Die
Schraubréhren wurden zum Schockgefrieren fir 20 Sekunden senkrecht in
Flassigstickstoff getaucht und anschliel3end, um die Proben zu stabilisieren, fur
mindestens 15 Minuten im Stickstoffbad belassen. Nach dem Schockgefrieren
wurden die Proben bei -80°C im Tiefkuhlschrank vor der Weiterverarbeitung
mindestens 48 Stunden gelagert.

2.3.2. Isolation und Analyse von Mikropartikeln
2.3.2.1. Reinigen und Isolation der Mikropartikel
Die Proben wurden im Eiswasserbad tUber mindestens eine Stunde langsam

aufgetaut. Nach dem Auftauen wurde die jetzt fliissige Probe durch vortexen
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gemischt. AnschlielRend wurden 250 pl der Probe in eine Mikro Schraubrdhre
(1,5ml PP) der Firma Sarstedt gefullt und bei 13000 RPM, Bremse 1 und 20°C
fur 30 Minuten in der Zentrifuge Mikro 22R, der Firma Hettich, zentrifugiert.
Nach Entfernung von 225 pl Uberstand von der dem Pellet fernen Wandseite,
wurde das verbliebene Mikropartikelpellet mit 225 ul Citratpuffer (3,2% Tri-
Natrium-Citrat) resuspendiert und anschlieRend fir 30 Minuten bei 13000 RPM,
Bremse 1 und 20°C erneut zentrifugiert. Der erneut zentrifugierten Probe
wurden wiederum 225 pl entnommen und das belassene Mikropartikelpellet
wurde mit 75 I Citratpuffer wiederum resuspendiert. Somit wurden 100 pl

Mikropartikelldsung fur die Mikropartikelmessung gewonnen.

2.3.2.2. Herstellung der Antikorper-Proben und der Annexin-Leerproben

Die sieben verwendeten Antikérper wurden im jeweiligen Mischungsverhaltnis
(siehe Tabelle 4) mit Calciumpuffer versehen und anschliel3end fir 5 Minuten
bei 13000 RPM, 18°C und Bremse 0 zentrifugiert. Nach der Zentrifugation
wurden jeweils 10 Pl der Antikérperlésung abgenommen und in Reagiergefal3e
(1,5ml PP) der Firma Sarstedt zur Weiterverarbeitung gegeben. Die Annexin-
FITC- und Annexin-PE-LOsungen wurden ebenfalls im jeweiligen Mischungsver-

haltnis (siehe Tabelle 3) mit Calcium-Puffer versehen, aber nicht zentrifugiert.

Farbung Mischungsverhéltnis Menge Ansatz fur 1 Probe

Annexin-FITC 1:10 60 ul 6 ul Annexin-FITC + 54 ul Calcium-Puffer
IgG-PE 1:10 20 ul 2 ul IgG-PE + 18 pl Calcium-Puffer

CD 34-PE 1:1 15 15 pl CD 34-PE

CD 61-PE 1:10 20 pl 2 pl CD 61-PE + 18 pl Calcium-Puffer
CD 63-PE 1:2 20 pl 10 pl CD 63-PE + 10 pl Calcium-Puffer
CD 62P-PE 1:10 20 ul 2 yl CD 62P-PE + 18 pl Calcium-Puffer
CD 62E-PE 1:2 20 ul 10 ul CD 62E-PE + 10 pl Calcium-Puffer
Annexin-PE 1:20 40 pl 2 pl Annexin-PE + 38 ul Calcium-Puffer
IgG-FITC 1:10 20 ul 2 pl IgG-FITC + 18 pl Calcium-Puffer

CD 144-FITC 12 20 ul 10 pl CD 144-FITC + 10 ul Calcium-Puffer

Tab. 3 Mischungsverhéltnisse fiir Annexin- und Antikbrper-Anséatze

Im Anschluss wurden neun FACS-ROhrchen fir die Proben der Patienten
wéahrend Konditionierungstherapie, bzw. zehn FACS-R6hrchen fur die Proben
der freiwilligen Knochenmarkspender bereitgestellt und mit dem Namen des
jeweiligen Farbstoffes bzw. Antikorpers beschriftet. In zwei FACS-ROhrchen

wurde nun fur die beiden Annexin-Leerproben (Annexin-FITC-Probe/Annexin-
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PE-Probe) jeweils 35 pl Citrat-Puffer gegeben. In die Ubrigen sieben bzw. acht
FACS-RoOhrchen, wurden fur die Antikdrperproben jeweils mit 35 yl Calcium-
Puffer geflllt. Zu den FACS-Ro6hrchen der Annexin-FITC-Leerprobe, der 1gG-
PE-Probe, der CD34-PE-Probe, der CD61-PE-Probe, der CD62E-PE-Probe,
der CD62P-PE-Probe und der CD63-PE-Probe wurden jeweils 5 pl Annexin-
FITC zugegeben. Zu den FACS-R6hrchen der Annexin-PE-Leerprobe, der 19G-
FITC-Probe und der CD144-FITC-Probe wurden jeweils 5 ul Annexin-PE zuge-
geben. Zu den Antikdrper-FACS-Réhrchen wurden im nachsten Schritt jeweils 5
Ml des entsprechenden aufbereiteten Antikdrpers zugefugt. Im letzten Schritt
wurde nun noch in jedes der neun bzw. zehn vorbereiteten FACS-Ro6hrchen
jeweils 5 ul Mikropartikelldsung zugegeben. Vor dem Pipetieren wurde die
Mikropartikelldsung nochmals 1-3 Sekunden gevortext. Der Inhalt der einzelnen
FACS-ROhrchen ist in Tabelle 4 dargestellt. Die Proben wurden anschlieRend
bei Raumtemperatur in Dunkelheit fir 15 Minuten inkubiert. Nach der Inkubation

wurde die Reaktion durch Zugabe von jeweils 900 pl Calcium-Puffer zu den
Antikorper-Proben und jeweils 900 pl Citrat-Puffer zu den beiden Annexin-

Leerproben gestoppt.

Proben Zusammensetzung
Annexin-FITC 5 yl MP+ 35 ul Citrat-Puffer + 5 yl Annexin FITC
IgG-PE 5 ul MP+ 35 pl Calcium-Puffer + 5 yl Annexin FITC+ 5 pl IgG-PE

CD 34-PE 5 pl MP+ 35 pl Calcium-Puffer + 5 pyl Annexin FITC+ 5 ul CD 34-PE
CD 61-PE 5 pl MP+ 35 pl Calcium-Puffer + 5 pyl Annexin FITC+ 5 ul CD 61-PE
CD 62E-PE 5 ul MP+ 35 pl Calcium-Puffer + 5 yl Annexin FITC+ 5 pl CD 62E-PE
CD 62P-PE 5 pl MP+ 35 pl Calcium-Puffer + 5 pl Annexin FITC+ 5 ul CD 62P-PE
CD 63-PE 5 pl MP+ 35 pl Calcium-Puffer + 5 pyl Annexin FITC+ 5 ul CD 63-PE
Annexin-PE 5 pl MP+ 35 pl Citrat-Puffer + 5 pl Annexin PE

IgG-FITC 5 pl MP+ 35 pl Calcium-Puffer + 5 yl Annexin PE+ 5 pl IgG-FITC

CD 144-FITC 5yl MP+ 35 pl Calcium-Puffer + 5 ul Annexin PE+ 5 ul CD 144-FITC

Tab. 4 Zusammensetzung der Annexin- und der Antikdrperproben

2.3.2.3. Mikropartikel Messung mit FACScan flow cytometer

Die so aufbereiteten Proben wurden mit dem FACScan flow cytometer, der
Firma Becton Dicinson (Heidelberg, Deutschland) mit zugehdriger Cell Quest
Software der Firma Becton Dicinson (Heidelberg, Deutschland) gemessen und
ausgewertet. Vor der Messung wurden die Proben durch vortexen erneut ge-

mischt. Alle Proben wurden fir eine Minute bei héchstem Einzug gemessen.
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Der Wassereinzug, der dem Volumen entspricht, welches in einer Minute vom
Gerat eingezogen wird, wurde taglich vor den Messungen neu bestimmt und
betrug im Durchschnitt 90 ul. Dieser wurde durch den Gewichtsunterschied
einer Probe mit destilliertem Wasser vor und nach einer Minute Messung er-
rechnet. Der Forward Scatter (FSC, Vorwartsstreulicht) und der Side Scatter
(SSC, Seitwartsstreulicht) wurden nach logarithmischen Parametern eingestellt
(Tabelle 5). Die MP wurden zum einen anhand ihrer GroRe (FSC) und ihrer
Dichte (SSC) und zum anderen durch ihre Bindungsfahigkeit mit Annexin V und
mit monoklonalen, Fluoreszenz markierten Antikdrper gegen zellspezifische
Antigene detektiert.

Die Anzahl der MP pro I Plasma wurde Uber folgende Formel, entsprechend
Berckmans RJ et al. (2001) errechnet [40, 41].

Mikropartikel/I=Nx(100 pl/5 ul)x(950 ul/V)x10°%/250 pl)

Dabei entspricht N der absoluten Anzahl an MP, welche Uber die FACS-

Analyse ermittelt werden. 100ul ist das Gesamtvolumen der aufbereiteten MP
und 5ul ist die Menge der fur die Messung verwendeten Mikropartikellésung.
Das Gesamtvolumen der Probe vor der Messung betrug 950 ul (Mikropartikel-
|6sung+Antikorper+Puffer). V entspricht dem Wassereinzug pro Minute. Das
ursprungliche Volumen der Probe vor der Mikropartikelisolation betrug 250 pl.

Param Detector Voltage AmpGain Mode Compensation Treshold

P1 FSC EOO 1.00 Log FL1-2.6% FL2 Parameter: FSC
P2 SSC 300 1.00 Log FL2 - 6.3% FL1 Value: 96

P3 FL1 625 1.00 Log FL2 - 0.0% FL3

P4 FL2 630 1.00 Log FL3 - 0.0% FL2

P5 FL3 925 1.00 Lin

Tab. 5 Geréateeinstellung FACScan flow cytometer

2.3.3. Funktionsprinzip der Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie, auch FACS genannt, beruht im Wesentlichen auf der
Messung optischer Signale unterschiedlicher Qualitat wie Lichtstreuung und
Fluoreszenz. Eine Suspension von Zellen oder Partikeln wird daftr durch einen
Hullstrom verdinnt und anschleiRend fokussiert, in einer Sequenz von Einzel-
zellen/-partikeln (,im Gansemarsch®), im rechten Winkel an einer Lichtquelle

vorbei gefuhrt. Als Lichtquelle dient ein luftgekihlter Argon-lonenlaser (A = 488
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nm). Dabei werden Lichtstreuung und Fluoreszenzen in dem Moment detektiert,
in dem die Zellen oder Partikel den rechtwinklig zum Probenfluss angeordneten
Laserstrahl passieren. Die im Moment des Durchtritts durch den Fokus des
Lasers gemessene Lichtstreuung wird in Abhangigkeit zum Winkel in Vorwarts-
streulicht (FSC: forward scatter) und Seitwartsstreulicht (SSC: sideward scatter)
unterteilt (Abb. 8). Dabei entspricht FSC der Lichtstreuung in einem engen
Winkel (Kleinwinkelbereich von 0 — 10°) zum Laserlicht und ist das durchfluss-
zytometrische Korrelat zur Querschnittsflache der Zelle bzw. des Partikels und
liefert demnach Informationen Uber die Grol3e des detektierten Objekts. Dage-
gen wird Lichtstreuung in einem Winkel von 90° als SSC bezeichnet, welches
dem Refraktionsindex entspricht und Informationen tber Granularitat, Mem-

branfaltung, innere Komplexitat und auf3ere Form des detektierten Objekts

liefert.
Seltwdrtsstreulicht (488 nm):
Zellkomplexitat/-granularitat
Lichtquelle Vorwaértsstreulicht (488 nm):
(488 nm) ZeligrdBe

Abb. 9 Entstehung von SSC und FSC im FACS [42]

Bei Zellen oder Partikeln, die mit fluoreszierenden Farbstoffen oder Antikdrpern
markiert wurden, kann im Moment des Durchtritts durch den Laserstrahl, zu-
sétzlich die Fluoreszenz bestimmt werden. Dabei werden Fluorochrome durch
das Laserlicht angeregt und emittieren Licht eines fir sie charakteristischen
Wellenlangenspektrums. Die unterschiedlichen Lichtsignale kdnnen mit Hilfe
von Photomultiplier (PMT) detektiert werden. Diese wandeln das Licht in elek-
trische Signale um. Einer ublichen Nomenklatur folgend, werden die Detekto-
ren, mit zunehmendem spektralem Abstand vom Anregungslicht, aufsteigend
nummeriert (FL1-530nm, FL2-585nm, FL3->650nm). Bei Anregung mit dem
blau-griinen Licht eines 488-nm-Argon-Lasers erkennt beispielsweise der FL1-
Detektor grunes Licht, der FL2-Detektor oranges Licht und der FL3-Detektor
rotes Licht (Abb. 10).
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In der vorliegenden Arbeit kamen zwei verschiedene Fluorochrome zum Ein-
satz. Zum einen FITC, welches bei 492nm angeregt wird und dessen Absorp-
tionsmaximum nahe der Wellenlange des Argonlasers (488nm) liegt. Das
Emissionsmaximum liegt bei 520nm. Der Nachteil von FITC ist, dass es unter
Lichteinwirkung schnell ausbleicht und deswegen die Proben mdglichst zeitnah
nach der Anfarbung gemessen werden missen. Zum anderen PE, welches zur
Familie der Phycobiliproteine aus Cyanobakterien und eukaryonten Algen ge-
hort. PE besitzt drei Absorptionsmaxima bei 480, 546 und 565nm und kann mit
dem Argonlaser bei 488 nm sehr gut angeregt werden. Das Emissionsspektrum
von PE hat sein Maximum bei 578 nm. PE-Konjugate haben eine 10fach
hdhere Sensitivitat als die Fluorescein-Konjugaten und sind relativ unempfind-

lich beziglich des pH-Wertes und des lonen-Milieus.

FSC
J
JFL-3 670nm @

/
JFL2 ™ 580nm

A
¥4

’ FSC

Laser o]

o Zellen

Abb. 10 Genereller Aufbau eines Durchflusszytometers [43]

Am Kreuzungspunkt eines Laser-Strahls mit dem Probenstrom wird wahrend der Passage
einzelner Zellen/Partikel Licht gestreut und es werden Fluoreszenzen angeregt. Das FSC wird
als MaR der ZellgréRe detektiert. Farbteilerspiegel und Filter trennen SSC als MalRR der
Granularitat und Fluoreszenzen (FL1, FL2, FL3). Das von Photomultiplieren (PMTs) detektierte
Licht wird fur jede Einzelzelle / jeden Einzelpartikel in digitaler Form gespeichert.

Die gemessenen Daten werden fir jede einzelne Zelle/Partikel gespeichert und
kénnen spater zur Auswertung aufgerufen werden. Um aus dem kontinuierlich-
en ,Hintergrundrauschen® die den einzelnen Zellen/Partikeln zuzuordnenden
Signale herausfiltern zu kénnen, wird wahrend der Datenaufnahme auf einem
fuhrendem Parameter, dem Triggerparameter, ein Schwellenwert oder
JLtreshold“ definiert. Bei Uberschreiten des Schwellenwertes werden die Auf-

nahmen und das Abspeichern jeweils eines Datensatzes ausgelost.
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Zur Darstellung der gemessenen Fluoreszenzsignale ist in der Regel eine loga-
rithmische Darstellung erforderlich, da z.B. die Farbung mit monoklonalen Anti-
korpern haufig zu 100- oder 1000-fachen Unterschieden zwischen den Signalen
von stark positiven und negativen Zellen fihrt. Demnach ist eine Erkennung von
schwachen Signalen nur bei einer logarithmischen Darstellung der Messdaten
maoglich. Die Darstellung der Datensatzen erfolgt als zweidimensionale Punkte-
diagramme (Dot-Plots) und gibt Aufschluss Uber die Assoziation von zwei ver-
schiedenen Messparametern. Dabei werden in einem Dot-Plot auf der x- und y-
Achse jeweils die Intensitatsverteilungen von zwei Messparametern aufgetra-
gen. Jede gemessene Zelle/Partikel wird dann als Punkt an der x- und y-Posi-

tion entsprechend ihrer Intensitat aufgetragen [43].
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Abb. 11 Mikropartikelmessung mittels Durchflusszytometrie [40]

In der durchflusszytometrischen Analyse der Proben erfolgte zuerst die
Identifikation der MP anhand ihrer Grol3e durch Messung des FSC (a). In einer
Negativkontrolle wurden die Proben mit unspezifischem IgG und Annexin V in

Ca-freiem Puffer inkubiert (b). Die Zugabe von Ca, welches die Bindung von
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Annexin V an die MP ermoglicht, identifizierte die Gesamtzahl der MP einer
Probe (c, R3). Die Inkubation der Proben mit Annexin V und zellspezifischen
Antikdrpern in Ca-Puffer ermdglichte die Bestimmung von Untergruppen aus
der Gesamtheit der Annexin-positven MP (d, R4) [40].

2.3.4. Statistische Methoden

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des SPSS-Programms (Statistical
Package for Social Science 17.0, fur Windows XP). Dabei wurden die Auswer-
tung der beiden Proben der gesunden Knochenmarkspendender (zirkulierende
MP und MP im Knochenmarkaspirat) mit Hilfe des nicht-parametrischen Wilcox-
on-Vorzeichen-Rang-Test flr gepaarte Stichproben durchgefthrt.

Ergebnisse mit einem p-Wert < 0.05 wurden als statistisch signifikant definiert.
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3. Ergebnisse

3.1. Studiengruppe gesunder Knochenmarkspender

Der Vergleich von peripher vendésen Blut und Knochenmarkaspirat aller Knoch-
enmarkspender zeigte statistisch signifikante Unterschiede beziglich der Ge-
samtzahl und der Zahl endothelialer und thrombo-/megakaryozytarer MP sowie
der Zahl von MP h&matopoetischer Zellen (Tab. 6). Alle Messergebnisse sind

als Median und Interquartilsabstand angegeben.

MP Zirkulierende MP (/ul) Knochenmark MP (/ul) p
Anzahl %ds(;:msxm Anzahl %dsg:“§Xin
Annexin (7352?4?01-?'1%%6.53) (102816.3676936?121.36) 0.022
CD34 (174?8121-'36181.31) 2.5% (257%610?.7]4-1%.40) 3.0% 0.037
CD61 (6334?5???(.):%6.13) 91.5% (12272.2675-04'5)888.99) 14.9% 0.005
cbe2pP (216?210%'3771.04) 3.6% (18.13266-5.13?..31) 0.2% 0.007
CD63 (183?&9.667%.58) 3.5% (944?205%5%.32) 14.7% 0.005
CO14 i iisersan)  TB%  usseogrorsy  434% 0.005
CD62E  (oes1p.577.59 8.5% (958,55 5m.04) 11.1% 0.005

Tab. 6 Messergebnisse der gesunden Knochenmarkspender

3.1.1. Charakteristika der Studiengruppe

Insgesamt wurden zehn gesunde Knochenmarkspender mit einem Medianalter
von 45.5 (40.3-49.8) Jahren in unsere Studie aufgenommen. Das Kollektiv
bestand aus sieben Frauen (Median 48.0 (42.0-51.5) Jahre) und drei Mannern
(Median 26.0 (25.0-37.5) Jahre).

3.1.2. Laborparameter

Fur die Auswertung der Mikropartikelmessungen wurden in den peripher veno-
sen Blutproben die Konzentration der Thrombozyten und Erythrozyten bestimmt
(Tabelle 1). Bei den 10 Knochenmarkspendern betrug der Median der
Erythrozytenkonzentration 4.14 (3.90-4.61) T/I. und der Median der Thrombozy-
tenkonzentration 240.0 (193.3-283.0) G/I.
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3.1.3. Ergebnisse der Durchflusszytometrie

Die Proben des peripher ventsen Blutes und die Proben des Knochenmarkas-
pirats wurden beziglich der Gesamtzahl und der Anzahl endothelialer, thrombo-
zytarer/megakaryozytarer und hamatopoetischer MP untersucht. Die Gesamt-
zahl der MP einer Probe wurde durch Messung der Annexin-positiven MP be-
stimmt. Antikorper gegen CD34 wurden zur Detektion von MP aus hamatopoe-
tischen Stamm- und Vorlauferzellen verwendet. Antikorper gegen die Ober-
flachenantigene CD61, CD62P und CD63 wurden zum Nachweis von MP
thrombozytaren/megakaryozytaren Ursprungs verwendet. Zur Detektion endo-
thelialer MP, wurden Antikorper gegen die Oberflachenantigene CD62E und
CD144 eingesetzt.

3.1.3.1. Annexin positive Mikropartikel

Die zehn Knochenmarkspender hatten im Median 8618.40 (7352.40-11386.53)
/ul Annexin-positive MP im peripher vendsen Blut und 13792.37 (10285.66-
20491.36) /ul Annexin-positive MP im Knochenmarkaspirat (p=0.022). Die Zahl
Annexin-positiver MP entspricht der Gesamtzahl der MP einer Probe. Demnach
ist die Anzahl der MP im Knochenmarkaspirat etwa um den Faktor 1.6 hoher als
im peripher vendsen Blut (Abb. 12). Der erhdhte Zellumsatz wahrend der Ha-

matopoese stellt eine mdgliche Erklarung hierfur dar.
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Abb. 12 Annexin-positive MP bei gesunden Knochenmarkspendern
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3.1.3.2. Mikropartikel von hamatopoetischen Stamm- und Vorlauferzellen
Die Anzahl der CD34-positiver MP (Abb. 13) ist im Knochenmarkaspirat,
Median 413.13 (257.60-748.40) /ul, in etwa doppelt so hoch wie im peripher
vendsen Blut, Median 211.68 (174.82-311.81) /ul (p=0.037). Im peripher
venosen Blut tragen im Verhaltnis zu der Zahl Annexin-positiver MP etwa 2.5%
und im Knochenmarkaspirat etwa 3% der MP das CD34-Antigen.
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Abb. 13 CD34-positive MP bei gesunden Knochenmarkspendern

3.1.3.3. Mikropartikel thrombo-/megakaryozytéaren Ursprungs

Die Anzahl der CD61-positiven MP (Abb. 14) ist im peripher vendsen Blut,
Median 7889.37 (6334.03-10206.13) /ul, um etwa das vierfache hoher als im
Knochenmarkaspirat, Median 2060.38 (1227.37-4189.99) /ul (p=0.005). Im peri-
pher vendsen Blut sind im Verhaltnis zu den Annexin-positiven MP etwa 91.5%
und im Knochenmarkaspirat etwa 14.9% der MP CD61-positiv. Mit 91.5% ist
der grof3te Teil der zirkulierenden MP thrombo-/megakaryozytaren Ursprungs.
Bezogen auf die Anzahl der Thrombozyten im peripher vendsen Blut ergibt sich,
dass im Knochenmarkaspirat im Median 0.0087 (0.0052-0.0213) und im
peripher venosen Blut im Median 0.0342 (0.0253-0.0489) CD61-positive MP pro

Thrombozyt vorhanden sind.
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Abb. 14 CD61-positive MP bei gesunden Knochenmarkspendern

Die Anzahl CD62P-positiver MP (Abb. 15) ist im peripher vendsen Blut, Median
313.74 (216.20-371.04) /ul, um etwa das zwdlffache hoher als im Knochen-
markaspirat, Median 26.13 (18.36-131.31) /ul (p=0.007). Im peripher vendsen
Blut tragen im Verhdltnis zu der Zahl Annexin-positiver MP 3.6% und im
Knochenmarkaspirat 0.2% der MP das CD62P-Antigen.
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Abb. 15 CD62P-positive MP bei gesunden Knochenmarkspendern

Diese Zahlen erscheinen realistisch, da das CD62P-Antigen vor allem auf akti-
vierten Thrombozyten exprimiert wird. Die geringe Zahl CD62P-positiver MP im
Knochenmarkaspirat schliel3t dartiber hinaus Fehler bei der Probengewinnung
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weitgehend aus. Bei fehlerhafter Abnahme mussten die Werte fur CD62P-
positive MP durch eine dadurch bedingte Thrombozytenaktivierung deutlich
hoher sein. Im Gegensatz zum CD61-Antigen wird das CD62P-Antigen vor
allem auf aktivierten Thrombozyten exprimiert. Bezogen auf die Anzahl CD61-
positiver MP, die der Gesamtzahl der MP thrombo-/megakaryozytaren Ur-
sprungs entspricht, fanden sich im peripher venosen Blut etwa 4.0% und im
Knochenmarkaspirat etwa 1.3% CD62P-positive MP.

Im Knochenmarkaspirat, Median 2031.84 (944.25-5325.32) /ul, fanden sich fast
siebenmal mehr CD63-positive MP als im peripher vendsen Blut, Median
300.63 (183.14-670.58) /ul (p=0.005) (Abb. 16). Im Verhaltnis zu den Annexin-
positiven MP binden im Knochenmarkaspirat 14.7% und im peripher venésen
Blut 3.5% der MP den Antikérper gegen das CD63-Antigen. Neben aktivierten
Thrombozyten exprimieren aber auch Monozyten und Makrophagen das CD63-
Antigen. Bezogen auf die Anzahl CD61-positiver MP waren im Knochenmark-
aspirat 98.6% und im peripher vendsen Blut 3.8% CD63-positive MP.
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Abb. 16 CD63-positive MP bei gesunden Knochenmarkspendern

3.1.3.4. Mikropartikel endothelialen Ursprungs

Im Knochenmarkaspirat, Median 5986.93 (4558.22-8757.82) /ul, befindet sich
eine etwa um den Faktor 2.5 hohere Anzahl CD144-positiver MP als im peri-
pher vendsen Blut, Median 2391.42 (2141.12-2675.32) /ul (p=0.005) (Abb. 17).
Der Anteil CD144-positiver MP im Verhaltnis zu der Zahl Annexin-positiver MP

-37-



Ergebnisse

betragt im Knochenmark 43.4% und im peripher ventsen Blut 27.7%.
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Abb. 17 CD144-positive MP bei gesunden Knochenmarkspendern

Die Anzahl CD62E-positive MP ist im Knochenmarkaspirat, Median 1528.85
(958.92-1838.04) /ul, etwa doppelt so hoch wie im peripher ventsen Blut,
Median 732.96 (565.18-877.89) /ul (p=0.005) (Abb. 18). Im Verhaltnis zu der
Zahl Annexin-positiver MP tragen 11.1% der MP aus Knochenmarkaspirat und
8.5% der MP aus peripher vendsen Blut das CD62E-Antigen. Bezogen auf die
Zahl CD144-positiver MP sind im peripher vendsen Blut im 30.7% und im
Knochenmarkaspirat 25.5% der MP CD62E-positiv.
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Abb. 18 CD62E-positive MP bei gesunden Knochenmarkspendern
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3.2. Studiengruppe von Patienten mit hochdosierter Chemotherapie
versus 12 Gy Ganzkdrperbestrahlung (TBI)

Als Probanden wurden Patienten wahrend der Konditionierungsphase vor
hamatopoetischer Stammzelltransplantation aufgenommen. Die Studienpatien-
ten wurden in zwei Gruppen unterteilt. Die erste Gruppe wurde von Studienpa-
tienten gebildet, die mit einer Hochdosischemotherapie nach dem FLAMSA-
Protokoll plus 4 Gy TBI oder Buslufan konditioniert wurden (Studienpatient 1-6).
In der zweiten Gruppe wurden Studienpatienten zusammengefasst, die mit
12Gy TBI und Cyclophosphamid plus Antithymozytenglobulin konditioniert
wurden (Studienpatient 7-10).

Aufgrund der geringen Anzahl an Probanden und der grof3en interindividuellen
Unterschiede bezuglich der Blutparameter und der Messwerte, erfolgte eine
descriptive Auswertung der Ergebnisse.

Die Proben der beiden Studienkollektive wurden auf die Zahl der Thrombozyten
und auf die Veranderungen der Anzahl thrombozytarer/megakaryozytarer und
endothelialer MP zu den verschiedenen Entnahmezeitpunkten hin untersucht.
Des Weiteren wurde das Verhaltnis thrombozytarer/megakaryozytarer MP zur
Zahl zirkulierender Thrombozyten im Verlauf betrachtet. Dazu wurde zu den
verschiedenen Entnahmezeitpunkten die Anzahl CD61-, CD62P- und CD63-
positiver MP pro zirkulierenden Thrombozyt errechnet. Die erhobenen
Parameter wurden zum Vergleich der beiden Gruppen zusatzlich noch durch
Ermittlung der relativen Veranderung der Messwerte bezogen auf Tag 0 (PO0),

vor Beginn der Konditionierungstherapie, zusammengefasst und ausgewertete.

3.2.1. Studienkollektiv mit hochdosierter Chemotherapie

3.2.1.1. Charakteristika der Studiengruppe

In die Studiengruppe der Patienten mit hochdosis Chemotherapie nach dem
FLAMSA-Protokoll wurden im Zeitraum von Marz 2006 bis Juni 2007 sechs
Patienten im Alter von 27 bis 68 Jahren aufgenommen (Median 51.5 (40.0-57.3)
Jahre). Darunter befanden sich drei Frauen und drei Manner (Siehe Kapitel
2.2.2.1).
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3.2.1.2. Ergebnisse der Studienpatienten 1-6

3.2.1.2.1. Studienpatient 1

Studienpatient 1 wurde im Méarz 2006 in die Studie aufgenommen. Zum Zeit-
punkt der Probenentnahme PO war die Zahl der Thrombozyten bei 196 G/I. Die
Thrombozytenzahl nahm bis zur Probeentnahme P8 (73 G/I), dem Minimum der
Messwerte, im Verlauf ab. (Abb. 19)
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Abb. 19 Thrombozytenverlauf von Studienpatient 1

Die Messung der thrombo-/megakaryozytaren MP zeigte bei Studienpatient 1
in der Probe zum Entnahmezeitpunkt PO das Maximum der Messwerte der
CD61- (6741.01/ul), der CD62P- (1267.40/ul) und der CD63-positiven MP
(1944.57/ul). Zu P3 erreichten sowohl die CD61- (995.93/ul), als auch die
CD62P- (170.39/ul) und die CD63-positiven MP (396.12/ul) das Minimum der
Messwerte. Die Anzahl der CD61-positiven MP stieg im weiteren Verlauf zu P8
auf 4844.18/ul, die der CD62P-positven auf 811.44/ul und die der CDG63-
positiven auf 1289.61/ul. (Abb. 20)
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Abb. 20 Thrombo-/megakaryozytare MP von Studienpatient 1
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Die Anzahl CD61-, CD62P- und CD63-positiver MP in Abhangigkeit zur Anzahl
zirkulierender Thrombozyten von Studienpatient 1 erreicht jeweils zu P3 das
Minimum und zu P8, etwa mit einer Verdoppelung des Ausgangswertes, das

Maximum im Beobachtungszeitraum. (Abb. 21)
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Abb. 21 Thrombo-/megakaryozytare MP pro Thrombozyt von Studienpatient 1

In der durchlusszytometrischen Messung der endothelialen MP konnten zu PO
bei Studienpatient 1 3144.34/pul CD62E- und 4169.33/ul CD144-positive MP
nachgewiesen werden. Sowohl die CD62E- (591.10/ul) als auch die CD144-
positiven MP (674.54/ul) erreichten zu P3 das Minimum im Beobach-
tungszeitraum. Das Maximum der Messwerte zeigte sich sowohl bei den
CDG62E- (10969.14/ul) als auch bei den CD144-positiven MP (10676.17/ul) zu
P6. Die Anzahl CD62E-positiver MP war zu P6 mehr als dreifach und die An-
zahl CD144-positiver MP mehr als zweifach so hoch wie zu PO. (Abb. 22)
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Abb. 22 Endotheliale MP von Studienpatient 1
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3.2.1.2.2. Studienpatient 2

Studienpatient 2 wurde ebenfalls im Méarz 2006 in die Studie aufgenommen.
Die Probenentnahme P2 konnte bei diesem Studienpatienten nicht durchgefihrt
werden. Zum Zeitpunkt der Probenentnahme PO war die Zahl der Thrombozy-
ten bei 168 G/I, nahm im weiteren Verlauf ab und erreichte zur Probeentnahme
P8 (44 G/l) das Minimum der Messwerte. (Abb. 23)
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Abb. 23 Thrombozytenverlauf von Studienpatient 2

Bei der Messung der thrombo-/megakaryozytaren MP wurden bei Studien-
patient 2 zum Entnahmezeitpunkt PO 15705.34/ul CD61-, 1745.14/ul CD63-
und 1413.68/ul CD62P-positive MP bestimmt. Die Anzahl CD61-positiver MP
erreichte zu P1 (17954.91/ul) das Maximum und zu P8 (5359.49/ul) das
Minimum der Messwerte. Die CD63- (1771.40/ul) und die CD62P-positiven MP
(1675.41/pl) hatten zu P3 jeweils das Maximum der Messwerte. Das Minimum
der Messwerte wurde bei den CD62P-positiven MP zu P1 (773.40/pl) und bei
den CD63-positiven MP zu P8 (1011.58/pl) gemessen. (Abb. 24)
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Abb. 24 Thrombo-/megakaryozytare MP von Studienpatient 2
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Die Anzahl CD61-, CD62P- und CD63-positiver MP in Abhangigkeit zur Anzahl
zirkulierender Thrombozyten von Studienpatient 2 ist in Abbildung 25 darge-
stellt. Dabei findet sich zu P1 ein Maximum und an zu P4 ein Minimum der An-
zahl CD61-positiver MP pro Thrombozyt. Die Anzahl der CD62P- und der
CD63-positiven MP pro Thrombozyt erreicht jeweils zu P1 das Minimum und zu
P8, jeweils mit mehr als dem doppelten Ausgangswert, das Maximum der

Messwerte im Beobachtungszeitraum.
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Abb. 25 Thrombo-/megakaryozytare MP pro Thrombozyt von Studienpatient 2

In der durchflusszytometrischen Messung der endothelialen MP bei Studien-
patient 2 zeigte sich das Maximum der Messwerte der CD144-positiven MP
bereits zu PO (7017.68/ul) und das der CD62E-positiven MP, nach initial
5051.57/ul, zu P1 (5773.36/ul). Sowohl die CD62E- (2259.53/ul) als auch die
CD144- positiven MP (3437.75/ul) erreichten zu P8 das Minimum im
Beobachtungszeitraum. (Abb. 26)
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Abb. 26 Endotheliale MP von Studienpatient 2
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3.2.1.2.3. Studienpatient 3

Studienpatient 3 wurde im Februar 2007 in die Studie aufgenommen. Zum
Zeitpunkt der Probenentnahme PO betrug die Zahl der Thrombozyten 56 G/I.
Die Anzahl der Thrombozyten zeigte zu P1 (68 G/lI) das Maximum der
Messwerte, nahm im weiteren Verlauf ab und erreichte zu P8 (14 G/I) das
Minimum der Messwerte. (Abb. 27)
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Abb. 27 Thrombozytenverlauf von Studienpatient 3

In der Messung der thrombo-/megakaryozytaren MP zeigte sich bei Studien-
patient 3 zu PO sowohl bei den CD61- (7979.40/ul) als auch bei den CD63-
positiven MP (2094.71/ul) das Maximum der Messwerte. Bei den CD62P-
positiven MP wurde das Maximum der Messwerte hingegen zu P1 (660.97/ul)
erreicht. Zu P8 erreichten die CD61- (278.76/ul), die CD62P- (45.80/ul) und die
CD63-positiven MP (110.56/ul) das Minimum der Messwerte. (Abb. 28)
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Abb. 28 Thrombo-/megakaryozytare MP von Studienpatient 3
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Die Anzahl thrombozytarer/megakaryozytarer MP in Abhangigkeit zur Anzahl
zirkulierender Thrombozyten bei Studienpatient 3 ist in Abbildung 29 darge-
stellt. Es zeigt sich zu PO ein Maximum sowohl der CD61- als auch der CD63-
positiven MP pro Thrombozyt. Die Anzahl CD62P-positiven MP pro Thrombozyt
hat das Maximum der Messwerte erst zu P1 und das Minimum, ebenso wie die
CD61- und CD63- positiven MP pro Thrombozyt, zu P8.
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Abb. 29 Thrombo-/megakaryozytare MP pro Thrombozyt von Studienpatient 3

In der durchflusszytometrischen Messung der endothelialen MP Dbei
Studienpatient 3 zeigte die Anzahl CD62E-positiver MP zu PO (2865.40/ul), die
der CD144-positiven MP erst zu P1 (31370.62/ul) das Maximum der Mess-
werte. Sowohl die CD62E- (140.57/ul) als auch die CD144-positiven (596.22/pl)
MP erreichten zu P8 das Minimum der Messwerte. (Abb. 30)
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Abb. 30: Endotheliale MP von Studienpatient 3
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3.2.1.2.4. Studienpatient 4

Studienpatient 4 wurde im Mai 2007 in die Studie aufgenommen. Zum
Zeitpunkt der Probenentnahme PO zeigte die Zahl der Thrombozyten (84 G/l)
das Maximum der Messwerte. Die Anzahl der Thrombozyten nahm im Verlauf
ab und erreichte zu P6 (16 G/I) das Minimum der Messwerte. (Abb. 31)
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Abb. 31 Thrombozytenverlauf von Studienpatient 4

In der Messung der thrombo-/megakaryozytdren MP bei Studienpatient 4
zeigte sich zu PO sowohl fir die CD61- (6479.94/ul), als auch fir die CD62P-
(994.28/ul) und CD63- positiven MP (1355.69/ul) das Maximum der Messwerte
im Beobachtungszeitraum. Die CD61-positiven MP hatten zu P4 (823.49/ul), die
CD62P- (89.69/ul) und CD63- positiven MP (233.02/ul) jeweils zu P8 das
Minimum der Messwerte. (Abb. 32)
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Abb. 32 Thrombo-/megakaryozytdre MP von Studienpatient 4

Die Anzahl CD61-, CD62P- und CD63-positiver MP in Abhangigkeit zur Anzahl
zirkulierender Thrombozyten von Studienpatient 4 ist in Abbildung 33 darge-
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stellt. Dabei findet sich zu P1 ein Maximum und zu P4 ein Minimum der Anzahl
CD61-positiver MP pro Thrombozyt. Die Anzahl der CD62P- und der CDG63-
positiven MP pro Thrombozyt erreicht zu P7 jeweils das Maximum und zu P8

jeweils das Minimum der Werte im Beobachtungszeitraum.
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Abb. 33 Thrombo-/megakaryozytare MP pro Thrombozyt von Studienpatient 4

In der durchflusszytometrischen Messung der endothelialen MP bei
Studienpatient 4 zeigte sich zu PO sowohl fur die CD62E- (2756.76/ul) als
auch fur die CD144-positiven MP (3583.07/ul) das Maximum der Messwerte.
Das Minimum der Messwerte erreichten die CDG62E-positiven MP zu P8
(876.76/ul) und die CD144-positiven MP zu P4 (970.11/ul). (Abb. 34)
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Abb. 34 Endotheliale MP von Studienpatient 4

3.2.1.2.5. Studienpatient 5

Studienpatient 5 wurde im Juni 2007 in die Studie aufgenommen. Die Probe
P8 konnte bei diesem Studienpatienten nicht gewonnen werden. Zum Zeitpunkt
der Probenentnahme PO zeigte die Zahl der Thrombozyten mit 143 G/l das
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Maximum der Messwerte. Die Anzahl der Thrombozyten nahm im weiteren
Verlauf kontinuierlich ab und erreichte zu P6 (70 G/lI) das Minimum der
Messwerte. (Abb. 35)
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Abb. 35 Thrombozytenverlauf von Studienpatient 5

In der Messung der thrombo-/megakaryozytaren MP bei Studienpatient 5
wurden zum Messzeitpunkt PO 6304.97/ul CD61-positive MP bestimmt. Die
Anzahl CD61-positiver MP erreichte zu P1 (5864.08/ul) das Minimum und zu P4
(13199.54/pl) das Maximum der Messwerte. Zu P2 zeigten sowohl die CD63-
(1269.04/ul) als auch die CD62P-positiven MP (1771.96/ul) das Maximum der
Messwerte. Das Minimum wurde sowohl bei den CD63- (381.23/ul) als auch bei
den CD62P-positiven MP (866.28/ul) zu P6 erreicht. (Abb. 36)
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Abb. 36 Thrombo-/megakaryozytare MP von Studienpatient 5

Die Anzahl CD61-, CD62P- und CD63-positiver MP in Abhangigkeit zur Anzahl
zirkulierender Thrombozyten von Studienpatient 5 ist in Abbildung 37 darge-
stellt. Dabei findet sich fur die Anzahl CD61-positiver MP pro Thrombozyt zu P1
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ein Minimum und zu P4 ein Maximum im Beobachtungszeitraum, wobei es zu
einer Steigerung um mehr als das dreifache des Ausgangswertes kommt. Das
Minimum der CD62P-positiven MP pro Thrombozyt liegt zu P1 und das der
CD63-positiven MP pro Thrombozyt zu P4, wohingegen das Maximum im Beo-

bachtungszeitraum jeweils zu P2 erreicht wurde.
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Abb. 37 Thrombo-/megakaryozytare MP pro Thrombozyt von Studienpatient 5

Studienpatient 5 hatte in der durchflusszytometrischen Messung der
endothelialen MP zum Entnahmezeitpunkt PO 2755.18/pl CD62E- und
3174.28/ul CD144-positive MP. Sowohl die CD62E- (2413.19/ul) als auch die
CD144-positiven MP (2972.27/ul) erreichten zu P1 das Minimum im
Beobachtungszeitraum. Das Maximum zeigte sich bei den CD62E- (3387.46/ul)
zu P3 und bei den CD144-positiven MP (5054.37/ul) zu P2. (Abb. 38)
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Abb. 38 Endotheliale MP von Studienpatient 5
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3.2.1.2.6. Studienpatient 6

Studienpatient 6 wurde im Juni 2007 in die Studie aufgenommen. Zum Zeit-
punkt der Probenentnahme PO zeigte sich fir die Zahl der Thrombozyten mit 81
G/l das Maximum der Messwerte. Die Anzahl der Thrombozyten erreichte zu P6
(24 G/I) das Minimum der Messwerte. (Abb. 39)
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Abb. 39 Thrombozytenverlauf von Studienpatient 6

In der Messung der thrombo-/megakaryozytaren MP bei Studienpatient 6
zeigte die Anzahl CD61-positive MP zu PO (6315.78/ul) das Maximum und zu
P3 (2749.98/ul) das Minimum der Messwerte und stieg im Verlauf bis zu P8
(4916.77/ul) wieder an. Die Anzahl CD63-positiver MP zeigte nach initial 977,46
/ul zu PO das Minimum der Messwerte zu P3 (341.66/ul) und das Maximum zu
P8 (1009.18/ul). Bei den CD62P-positiven MP erreichten die Messwerte, nach
initial 526.45/pl zu PO, zu P4 (136.14/ul) das Minimum und ebenfalls zu P8
(642.92/ul) das Maximum. (Abb. 40)
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Abb. 40 Thrombo-/megakaryozytare MP von Studienpatient 6
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Die Anzahl thrombozytarer/megakaryozytarer MP in Abhangigkeit zur Anzahl
zirkulierender Thrombozyten von Studienpatient 6 ist in Abbildung 41 darge-
stellt. Zu P6 erreicht sowohl die Zahl der CD61- als auch der CD62P-positiven
MP pro Thrombozyt das Maximum im Beobachtungszeitraum. Das Minimum
zeigt sich bei den CD61- zu P2 und bei den CD62P-positiven MP pro Thrombo-
zyt zu P6. Die Anzahl CD63-positiver MP steigt nach einem Minimum zu P2

kontinuierlich bis zum Maximum der Messwerte zu P8 an.
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Abb. 41 Thromb-/megakaryozytaren MP pro Thrombozyt von Studienpatient 6

Studienpatient 6 zeigte in der durchflusszytometrischen Messung der
endothelialen MP zu PO fur die CD62E- (3141.31/ul) und die CD144-positiven
MP (3566.62/ul) jeweils das Maximum und zu P3 das Minimum der Messwerte
(CD62E 1341.18/ul, CD144 1890.12/ul). Bis P8 stieg die Zahl der CD62E-
(2497.91/pl) und der CD144-positiven MP (2954.63/ul) wieder an. (Abb. 42)
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Abb. 42 Endotheliale MP von Studienpatient 6
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3.2.1.2.7. Zusammenfassung der Ergebnisse der Studienpatienten 1-6

Um den Einfluss einer Konditionierung mit einer hochdosis Chemotherapie
nach FLAMSA-Protokoll mit dem einer 12Gy TBI vergleichen zu kdnnen,
wurden fur die einzelnen Patienten die relativen Veranderungen der Messwerte
bezogen auf den Wert zu PO errechnet. Hierfir wurden die Messwerte zu den
einzelnen Entnahmezeitpunkten durch die Werte aus der Probe PO geteilt.
Demnach errechnet sich bei allen Studienpatienten zum Zeitpunkt PO der Werte
1 und im Verlauf einen Wert kleiner als 1, wenn es zu einem Abfall, oder einen
Werte groRRer als eins, wenn es zu einem Anstieg der Messwerte im Vergleich
zum Messzeitpunkt PO kommt. Fir die verschiedenen Zeitpunkte der
Probengewinnung (PO-P8) wurden anschlieBend der Median, der
Interquartilsabstand und das Minimum und Maximum der relativen Veranderung
der Messwerte der Studienpatienten 1-6 zu den Entnahmezeitpunkten
bestimmt. Die Darstellung erfolgt als Boxplot.

Dabei zeigte sich, dass es im Verlauf der Konditionierung zu einem starken
Absinken der Thrombozytenzahl kommt. Eine Erklarung hierfir liegt in der
durchschnittlichen Uberlebenszeit der verschiedenen Blutbestandteile. Die
normale Lebensdauer der zirkulierenden Thrombozyten betragt etwa 9-10
Tagen. Demnach macht sich eine Schadigung der blutbildenden Stammzellen
des Knochenmarks durch eine hochdosis Chemotherapie nach dem FLAMSA-
Protokoll bereits zu einem frihen Zeitpunkt in einer Abnahme der
Thrombozytenzahl im Blutbild bemerkbar. (Abb. 43)
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Abb. 43 Relative Veranderung der Thrombozytenzahl der Studienpatienten 1-6
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Die Analyse der relativen Verdnderung der thrombo-/megakaryozytaren MP der
Studienpatienten 1-6 zu den verschiedenen Entnahmezeitpunkten zeigt, dass
es im Verlauf zu einem Absinken der Zahl aller thrombozytarer MP kommt. Das
Minimum der relativen Veranderung der thrombo-/megakaryozytaren MP
bezogen zu PO liegt bei den CD61-positiven MP zu P8, bei den CD63-positiven
MP zu P3 und bei den CD62P-positiven MP zu P4. Demnach scheint es durch
eine hochdosis Chemotherapie nach dem FLAMSA-Protokoll zu keiner
Zunahme der thrombo-/megakaryozytaren MP, weder in der Gesamtzahl noch
in der Zahl der MP mit Antigenen, die eine Aktivierung anzeigen, zu kommen.
Da es durch die Konditionierung aber zu einem Absinken der Anzahl von
Megakaryozyten und damit auch der zirkulierenden Thrombozyten kommt, ist
ein Anstieg der absoluten Zahl thrombo/megakaryozytaren MP ohne weitere

Aktivierung auch nicht zu erwarten. (Abb. 44-46)
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Abb. 44 Relative Veranderung der CD61-positiven MP der Studienpatienten 1-6
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Abb. 45 Relative Veranderung der CD62P-positiven MP der Studienpatienten 1-6
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Abb. 46 Relative Veranderung der CD63-positiven MP der Studienpatienten 1-6

Die relative Veranderung der Anzahl zirkulierender thrombo-/ megakaryozytarer
MP pro Thrombozyt bezogen auf PO hingegen zeigt einen Anstieg Uber das
Ausgangsniveau vor allem zu den letzten Entnahmezeitpunkten. Im Median
steigen sowohl die CD61- als auch die CD62P- und CD63-positiven MP zu P8
zu einem Hochstwert an. Demnach kommt es zum Ende des Beobachtungs-
zeitraums zu einem leichten Anstieg der Zahl zirkulierender MP aus aktivierten
Thrombozyten pro Thrombozyt. (Abb. 47-49)
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Abb. 47 Rel. Verénderung der CD61-pos. MP pro Thrombozyt der Studienpatienten 1-6

Diese Beobachtung steht im Einklang mit der absoluten Zahl thrombo/mega-
karyozytarer MP pro Thrombozyt der einzelnen Studienpatienten. Auch hier
zeigt sich im Median zu P6 ein Maximum der CD61- und CD62P-positiven MP
pro Thrombozyt und zu P8 ein Maximum der CD63-positiven MP pro
Thrombozyt. (Abb. 50-52)
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Abb. 48 Rel. Veranderung der CD62P-pos. MP pro Thrombozyt der Studienpatienten 1-6
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Abb. 49 Rel. Verdnderung der CD63-pos. MP pro Thrombozyt der Studienpatienten 1-6
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Abb. 50 Anzahl der CD61-positiven MP pro Thrombozyt der Studienpatient 1-6
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Abb. 51 Anzahl der CD62P-positiven MP pro Thrombozyt der Studienpatient 1-6
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Abb. 52 Anzahl der CD63-positiven MP pro Thrombozyt der Studienpatient 1-6
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Bei der Betrachtung der relativen Veranderung der endothelialen MP bezogen
auf PO der Studienpatienten 1-6 zeigt sich, dass sowohl die CD62E- als auch
die CD144-positiven MP bis zu P3 abfallen und im Anschluf3 bis zu P6 erneut
ansteigen. Den niedrigsten Median erreichen die CD144-positiven MP zu P8
und die CD62E-positiven MP zu P3. Insgesamt scheint es durch die hochdosis
Chemotherapie nach dem FLAMSA-Protokoll zu keiner massiven Zunahme der
endothelialen MP im Beobachtungszeitraum zu kommen. Nur Studienpatient 1
zeigt zu P6 einen Anstieg um mehr als doppelte des Ausgangshiveaus zu PO.
(Abb. 53-54)
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Abb. 53 Relative Veranderung der CD144-positiven MP der Studienpatienten 1-6
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Abb. 54 Relative Veranderung der CD62E-positiven MP der Studienpatienten 1-6
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3.2.2. Studienkollektiv mit 12Gy-TBI

3.2.2.1. Charakteristika der Studiengruppe

In die Studiengruppe der Patienten mit 12Gy TBI wurden im Zeitraum von Marz
2006 bis Juni 2007 vier Patienten im Alter von 20 bis 47 Jahren aufgenommen
(Median 41.0 (37.0-45.5) Jahre). Darunter befanden sich drei Manner und eine
Frau (Siehe Kapitel 2.2.2.2.).

3.2.2.2. Ergebnisse der Studienpatienten 7-10

3.2.2.2.1. Studienpatient 7

Studienpatient 7 wurde im April 2006 in die Studie aufgenommen. Zum Zeit-
punkt der Probenentnahme PO betrug die Zahl der Thrombozyten 119 G/I. Die
Anzahl der Thrombozyten erreichte zu P2 (130 G/I) das Maximum und, im
weiteren Verlauf abnehmend, zu P5 (38 G/I) das Minimum der Messwerte.
(Abb. 55)
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Abb. 55 Thrombozytenverlauf von Studienpatient 7

In der Messung der thrombo-/megakaryozytaren MP fanden sich bei Studien-
patient 7 zu PO 5276.71/ul CD61-positive MP. Die Anzahl der CD61-positiven
MP erreichte zu P1 (7018.15/ul) das Maximum und nach kontinuierlich
Abnahme zu P5 (1297.08/ul) das Minimum der Messwerte. Die CD63-positiven
MP erreichte nach Initial 653.86/ul zu PO, das Maximum der Messwerte zu P2
(787.25/ul) und das Minimum zu P5 (256.96/ul). Das Maximum im
Beobachtungszeitraum der CD62P-positiven MP zeigte sich bereits zu PO
(418.99/ul), das Minimum ebenfalls zu P5 (65.47/ul). (Abb. 56)
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Abb. 56 Thrombo-/megakaryozytare MP von Studienpatient 7

Die Anzahl CD61-, CD62P- und CD63-positiver MP in Abhangigkeit zur Anzahl
zirkulierender Thrombozyten bei Studienpatient 7 ist in Abbildung 57 darge-
stellt. Dabei hat die Anzahl der CD61-positiven MP pro zirkulierenden Thrombo-
zyten zu P2 das Maximum und zu P5 das Minimum der Werte. Die Anzahl
CD62P-positiver MP pro Thrombozyt erreichte zu P1 das Maximum zu P5 das
Minimum der Messwerte. Die CD63-positiven MP pro Thrombozyten hingegen

zeigten das Maximum der Messwerte zu P5 und das Minimum zu P1.
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Abb. 57 Thrombo-/megakaryozytdre MP pro Thrombozyt von Studienpatient 7

In der durchflusszytometrischen Messung der endothelialen MP hatte Studien-
patient 7 zum Entnahmezeitpunkt PO 1272.53/ul CD62E- und 2099.06/ul
CD144-positive MP. Die CD62E- erreichten zu P2 (1464.84/ul) und die CD144-
positiven MP zu P1 (2364.21/ul) das Maximum der Messwerte. Das Minimum
der Messwerte erreichten sowohl die CD62E- (743.88/ul) als auch die CD144-
positiven MP (797.89/ul) zu P5. (Abb. 58)
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Abb. 58 Endotheliale MP von Studienpatient 7

3.2.2.2.2. Studienpatient 8

Studienpatient 8 wurde im Mai 2006 in die Studie aufgenommen. Zum
Zeitpunkt der Probenentnahme PO wurde fur die Zahl der Thrombozyten mit
305 G/l das Maximum der Messwerte bestimmt. Nach kontinuierlicher Abnahme
erreichte zu P5 die Anzahl der Thrombozyten mit 109 G/I das Minimum der
Messwerte. (Abb. 59)
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Abb. 59 Thrombozytenverlauf von Studienpatient 8

In Messung der thrombo-/megakaryozytaren MP zeigte Studienpatient 8 zu PO
(39371.70/ul) das Maximum der CD61-positiven MP und zu P5 (5225.39/ul) das
Minimum im Beobachtungszeitraum. Sowohl die CD62P-(1819.45/ul) als auch
die CD63-positiven (4076.39/ul) MP erreichten zu P1 das Maximum der
Messwerte. Das Minimum zeigte sich bei den CD62P- (733.62/ul) und bei den
CD63-positiven (1221.65/ul) MP zu P3. (Abb. 60)
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Abb. 60 Thrombo-/megakaryozytdren MP von Studienpatient 8

Bei Studienpatient 8 fand sich zu PO das Maximum und zu P3 das Minimum
der Anzahl CD61-positiver MP pro Thrombozyt im Beobachtungszeitraum. Die
Anzahl CD62P- und CDG63-positiver MP pro Thrombozyt zeigte zu P1 das
Maximum und zu P3 das Minimum der Werte. (Abb. 61)
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Abb. 61 Thrombo-/megakaryozytaren MP pro Thrombozyt von Studienpatient 8

In der durchflusszytometrischen Messung der endothelialen MP zeigte sich bei
Studienpatient 8 zu PO sowohl flr die CD62E- (5854.78/ul) als auch fiur die
CD144-positiven (8409.43/ul) MP das Maximum der Messwerte. Im weiteren
Verlauf nahm die Anzahl sowhol der CD62E- als auch der CD144-positiven MP
kontinuierlich ab. Zu P5 erreichten die CD62E- (1656.77/ul) und die CD144-
positiven (2205.61/ul) MP jeweils das Minimum der Messwert. (Abb. 62)
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Abb. 62 Endotheliale MP von Studienpatient 8

3.2.2.2.3. Studienpatient 9

Studienpatient 9 wurde im Marz 2007 in die Studie aufgenommen. Die Zahl
der Thrombozyten betrug zu PO 153 G/l und erreichte zu P1 (159 G/l) das
Maximum und zu P5 (35 G/I) das Minimum der Messwerte. (Abb. 63)
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Abb. 63Thrombozytenverlauf von Studienpatient 9

In der Messung der thrombo-/megakaryozytaren MP zeigte sich bei Studien-
patient 9 zu PO sowohl fur die CD61- (14458.48/ul) als auch fir die CD62P-
(2335.12/pl) und CD63-positiven MP (2787.61/ul) das Maximum der
Messwerte. Das Minimum der Messwerte erreichten die CD61- (1607.93/ul),
CD62P- (361.98/ul) und CD63-positiven (370.52/ul) MP je zu P5. (Abb. 64)

Die Anzahl der CD61-, CD62P- und CD63-positiven MP pro Thrombozyt zeigt
jeweils zu PO das Maximum. Das Minimum erreichet die Zahl der CD61-
positiven MP pro Thrombozyt zu P5, die der CD62P-positiven MP pro Throm-
bozyt zu P2 und die der CD63-positivenMP pro Thrombozyt zu P3. (Abb. 65)
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Abb 64 Thrombo-/megakaryozytaren MP von Studienpatient 9
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Abb. 65 Thrombo-/megakaryozytaren MP pro Thrombozyt von Studienpatient 9

In der durchflusszytometrischen Messung der endothelialen MP hatte Studien-
patient 9 zum Entnahmezeitpunkt PO sowohl fur die CD62E- (4006.11/ul) als
auch fur die CD144-positiven (5201.70/ul) MP das Maximum der Messwerte.
Das Minimum erreichten sowohl die CD62E- (825.72/ul) als auch die CD144-

positiven MP (1139.53/ul) zu P5. (Abb. 66)
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Abb. 66 Endotheliale MP von Studienpatient 9
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3.2.2.2.4. Studienpatient 10

Studienpatient 10 wurde im Mai 2007 in die Studie aufgenommen. Da zur
Probenentnahme P5 die Anzahl der Thrombozyten mit 131 G/I groR3er als 100
G/l war, wurde nach Protokoll eine weitere Abnahme an Tag 6 (P6)
durchgefuhrt. Zum Zeitpunkt der Probenentnahme PO betrug die Zahl der
Thrombozyten 153 G/l und erreichte zu P2 (171 G/I) das Maximum und nach
Abnahm im Verlauf zu P6 (36 G/I) das Minimum der Messwerte. (Abb. 67)
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Abb. 67 Thrombozytenverlauf von Studienpatient 10

Die Messung der thrombo-/megakaryozytaren MP von Studienpatient 10
zeigte das Maximum der Messwerte der CD61-positiven MP (8487.86/ul) zu PO
und der CD62P-(798.53/ul) und CD63-positiven (347.22/ul) MP jeweils zu P3.
Das Minimum der Messwerte erreichten sowohl die CD61- (644.73/ul) als auch
die CD62P- (142.93/ul) und CD63-positiven (50.49/ul) MP zu P6. (Abb. 68)
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Abb. 68 Thrombo-/megakaryozytdren MP von Studienpatient 10
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Die Anzahl CD61-, CD62P- und CD63-positiver MP in Abhangigkeit zur Anzahl
zirkulierender Thrombozyten bei Studienpatient 10 ist in Abbildung 69 darge-
stellt. Dabei findet sich zu PO fir die CD61- und zu P3 fur die CD62P-und die
CD63-positiven MP pro Thrombozyt das Maximum der Werte. Das Minimum im
Beobachtungszeitraum erreichen die CD61- zu P6, die CD62P- zu P1 und die
CD63-positiven MP pro Thrombozyt zu PO.
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Abb. 69 Thrombo-/megakaryozytaren MP pro Thrombozyt von Studienpatient 10

In der Messung der endothelialen MP wurden bei Studienpatient 10 zum
Entnahmezeitpunkt PO 2472.49/ul CD62E- und 3848.16/ul CD144-positive MP
nachgewiesen. Die CD62E- (3232.95/ul) und die CD144-positiven (4129.35/ul)
MP zeigten zu P3 jeweils das Maximum der Messwerte. Das Minimum
erreichten sowohl die CD62E- (322.36/pl) als auch die CD144-positiven
(482.38/ul) MP zu P6. (Abb. 70)
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Abb. 70 Endotheliale MP von Studienpatient 10
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3.2.2.2.5. Zusammenfassung der Ergebnisse der Studienpatienten 7-10
Um die Auswirkungen einer Konditionierung mit 12Gy-TBI mit einer Hochdosis-
chemotherapie nach dem FLAMSA-Protokoll zu vergleichen wurden analog zu
Kapitel 3.2.1.2.7 die relativen Verdnderungen der Messwerte bezogen auf den
Entnahmezeitpunkt PO errechnet.

Dabei zeigte sich, dass es im Verlauf nach 12Gy TBI ebenfalls zu einem Ab-
sinken der Thrombozytenzahl kommt. Eine Erklarung hierfur liefert wiederum
die durchschnittliche Uberlebenszeit der verschiedenen Blutbestandteile mit
einer Halbwertszeit der Thrombozyten von 4-5 Tagen. Scheinbar kommt es
aber im Vergleich zu einer Konditionierung nach FLAMSA-Protokoll bei einer
myeloablativen Konditionierung mit 12Gy-TBI erst mit einer gewissen Ver-

zbgerung zu einer Abnahme der Zahl zirkulierender Thrombozyten. (Abb. 71)
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Abb. 71 Relative Veranderung der Thrombozytenzahl der Studienpatient 7-10

Die Analyse der relativen Veranderung der thrombo-/megakaryozytaren MP der
Studienpatienten 7-10 zu den verschiedenen Entnahmezeitpunkten zeigt, dass
es im Verlauf im Median zu einer kontinuierlichen Abnahme aller thrombo-
zytarer MP, mit einem Minimum der Werte zu P5, kommt. Demnach scheint es
durch eine Konditionierung mit 12Gy-Ganzkdrperbestrahlung, ahnlich wie bei
einer Konditionierung nach dem FLAMSA-Protokoll zu keiner Zunahme der
thrombo-/megakaryozytdren MP zu kommen. Dies ist durch die Abnahme der
Anzahl an Megakaryozyten und der damit verbunden Anzahl an zirkulierenden
Thrombozyten zu erklaren. (Abb. 72-74)
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Abb. 72 Relative Veranderung der CD61-positiven MP der Studienpatienten 7-10
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Abb. 73 Relative Veranderung der CD62P-positiven MP der Studienpatienten 7-10
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Abb. 74 Relative Veranderung der CD63-positiven MP der Studienpatienten 7-10

Die Analyse der relative Veranderung der Anzahl zirkulierender thrombo-/mega-
karyozytarer MP pro Thrombozyt bezogen auf die Werte zu PO hingegen zeigt,
dass es, verglichen mit den Werten des Studienkollektivs mit hochdosis
Chemotherapie nach dem FLAMSA-Protokoll, nur bei den CD62P- und CD63-

positiven MP pro Thrombozyt zu einem Anstieg Uber das Ausgangsniveau
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kommt. Dabei haben die CD62-P positiven MP pro Thrombozyt den hiochsten
Median zu P2, wohingegen die CDG63-poitiven MP pro Thrombozyt den
hochsten Median erst zu P5 haben. Im Median sinkt die Anzahl der CD61-
positiver MP pro Thrombozyt und erreicht zu P4 ein Minimum. (Abb. 75-77)
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Abb. 75 Rel. Veranderung der CD61-pos. MP pro Thrombozyt der Studienpatienten 7-10
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Abb. 76 Rel. Veranderung der CD62P-pos. MP pro Thrombozyt der Studienpatienten 7-10
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Abb. 77 Rel. Verédnderung der CD63-pos. MP pro Thrombozyt der Studienpatienten 7-10
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Diese Beobachtung steht im Einklang mit dem Median der Anzahl thrombo-
/megakaryozytarer MP pro Thrombozyt zu den einzelnen Entnahmezeitpunkten
der Studienpatienten 7-10. (Abb. 78-80)
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Abb. 78 Anzahl der CD61-positiven MP pro Thrombozyt der Studienpatient 7-10
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Abb. 79 Anzahl der CD62P-positiven MP pro Thrombozyt der Studienpatient 7-10
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Abb. 80 Anzahl der CD63-positiven MP pro Thrombozyt der Studienpatient 7-10
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Bei der Betrachtung der relativen Veranderung der endothelialen MP bezogen
auf PO der Studienpatienten 7-10 zeigt sich, dass sowohl die Zahl der CD62E-
als auch die der CD144-positiven MP im Verlauf abnimmt und zu P5 jeweils den
niedrigsten Median erreicht. Im Gegensatz zu den Befunden einzelner Studien-
patienten zeigt sich in der Zusammenfassung im Median zu keinem Zeitpunkt
ein Anstiegen Uber das Ausgangsniveau. Demnach scheint es durch eine
Konditionierung mit 12Gy-TBI zu keiner Zunahme der endothelialen MP im
Beobachtungszeitraum zu kommen. Im Vergleich zum letzten Tag der
Bestrahlung (P3) kam es bei den vier Studienpatienten nochmals zu einem
deutlichen Abfall der endothelialen MP bis zu P5. (Abb. 81-82)
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Abb. 81 Relative Veranderung der CD144-positiven MP der Studienpatienten 7-10

1,50
1,20 - | |
0,90 - ‘
0,60 : ‘
0,30 :
0,00 . . : :

0 1 2 3 5

Tage

Abb. 82 Relative Veranderung der CD62E-positiven MP der Studienpatienten 7-10
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4. Diskussion

4.1. Mikropartikel

4.1.1. Entstehung und Aufbau von Mikropartikeln

MP entstehen durch Abschnirung von Zellmembranblasen nahezu aller Zellen,
wenn diese einem bestimmten Reiz ausgesetzt werden. Die gebildeten MP sind
aul3erst heterogen und unterscheiden sich in ihrer Grofl3e (0,1 -1um), der Lipid-
und Proteinzusammensetzung und den exprimierten Antigenen und Adhasions-
molekilen [30]. Die Freisetzung von MP ist zudem ein wesentlicher Bestandteil
der Umbauvorgange der Zellmembran. Dabei geht die asymmetrische Verteil-
ung der membranbildenden Phospholipide zwischen der zytoplasmatischen und
der exoplasmatischen Seite der Zellmembran verloren [44]. In ruhenden Zellen
von Saugetieren sind die negativ geladenen Aminophospholipide Phosphatidyl-
serin (PS) und Phosphatidylethanolamin (PE) vor allem in der inneren, der zyto-
plasmatischen Seite der Zellmembran gelegen. Die Cholinphospholipide Sphin-
gomyelin (SM) und Phosphatidylcholin (PC) bilden den Hauptbestandteil der
aulReren, der exoplasmatischen Seite der Zellmembran [45, 46]. Diese asym-
metrische Verteilung der membranbildenden Phospholipide wird durch spezi-
fische und unspezifische Transporter Aufrecht erhalten. Zu den spezifischen
Aminophospholipid-Translokasen z&hlen die nach zytosolisch hin transportie-
rende Flippase und die nach exoplasmatisch hin transportierende Floppase
[46]. Beides sind Mg**- und ATP-abhangige Phospholipidtranslokasen [47, 48].
In der ruhenden Zellmembran steht die Aktivitdt der Flippase im Vordergrund,
was zu der typische Verteilung der Phospholipide in der Zellmembran ruhender
Zellen fahrt [49].

Wird eine Zelle einem prokoagulatorischen, einem proinfalmatorischen, einem
apoptotischen Reiz, dem Komplementsystem, oder einer Scherbeanspruchung
ausgesetzt, so zeigt diese, je nach Art der Zelle und Qualitat des Reizes, eine
spezifische Antwort. Bei allen Zellen gleich, kommt es aber meist zu einem
spontanen Zusammenbruch der Membranasymmetrie, wobei PS an die
exoplasmatische Seite der Zellmembran gelangt [50]. Dabei kommt es zu einer
Reduktion der Flippaseaktivitat und einer Steigerung der Floppaseaktivitat. Dies

fuhrt zu einem voribergehenden Massenungleichgewicht zwischen den beiden
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Seiten der Zellmembran, da PS nun vermehrt an die Aul3enseite der
Zellmembran gelangt. Das Zusammenbrechen der Membranasymmetrie ist
aber auch eine Folge der Aktivierung der Skrambelase, einem kalziumab-
hangigen, nicht spezifischen, beiderseits gerichteten Phospholipidtransporter.
Dieser begunstigt den Austausch von Phospholipiden zwischen den beiden
Membranseiten ungeachtet der Polaritdit und der chemischen Struktur der
Phospholipide [49].

Die Wanderung von PS an die exoplasmatische Seite der Zellmembran fuhrt im
Folgenden zu der Entstehung von Plasmamembranblasen (sog. membrane
blebbing). Als Ursache des ,membrane blebbing“ wird eine voribergehende
Uberladung der exoplasmatischen Seite mit Phospholipiden auf Kosten der
zytoplasmatischen Seite gesehen. Dadurch kommt es zu einer Zunahme der
Oberflachenspannung der Zellmembran. Sobald das Zytoskelett nicht mehr in
der Lage ist der wachsenden Oberflachenspannung entgegenzuwirken, werden
MP von den Zellmembranblasen abgeschnirt (Abb. 83) [51]. Nach der Ab-
schnirung tragen die MP die Oberflachenmerkmale ihrer Ursprungszellen.
Dadurch erlangen die MP deren Funktionen und kdnnen durch Nachweis dieser
Strukturen ihren Ursprungszellen zugeordnet werden. PS, das auf der exoplas-
matischen Seite der Zellmembran von aktivierten Zellen und MP vorhanden ist,
kann durch Interaktion mit Gerinnungsfaktoren zu Thrombinbildung fihren [49].

Voraussetzung fir die beschriebenen Vorgange ist ein Anstieg der zytosolisch-
en Kalziumkonzentration der Zelle, ausgeldst z. B. durch Zellaktivierung oder
Apoptose [46]. Dem Anstieg der zytosolischen Kalziumkonzentration folgt zum
einen eine Veranderung des Zytoskelettes [52], zum anderen bewirkt der
Kalziumanstieg einen Aktivitatsverlust der Flippase und eine Aktivitatszunahme
der Floppase [53]. AulRRerdem fiuhrt der zytosolische Kalziumanstieg zur
Aktivierung der Skrambelase und von kalziumabhangigen Proteasen wie
Calpain. Eine Calpain abhangige Spaltung von Proteinen des Zellmembran-
gerustes bewirkt wiederum den Verlust der Adhasion zwischen Zellmembran
und Zytoskelett und ist somit ebenfalls an der Abschnirung von MP beteiligt
[54].
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Abb. 83 Darstellung der Mikropartikelbildung

In der ruhenden Zellmembran (Mitte links) ist vor allem die Flippase aktiv, die zu einer Ansamm-
lung negativ geladener Aminophospholipide (rote Kopfe) in der zytoplasmatischen Seite der
Zellmembran fuhrt. Bei Aktivierung der Zelle kommt es normalerweise zu einer Zunahme der
Floppase- und der Skramblaseaktivitat (oben rechts) und damit zu einer Uberladung der exo-
plasmatischen Seite der Zellmembran auf Kosten der zytoplasmatischen Seite. MP werden
abgeschnirt und tragen ebenso wie die aktivierte Zelle PS auf der exoplasmatischen Seite, was
durch Interaktion mit Gerinnungsfaktoren zu einer Thrombinbildung fiihren kann. Beim Scott
Syndrom (unten rechts) kann PS nach der Zellaktivierung nicht an die exoplasmatische Seite
der Zellmembran transportiert werden. Somit kann auch keine Abschnirung von MP oder eine
Thrombinbildung durch Interaktion der Gerinnungsfaktoren mit PS statfinden [49].

4.1.2. Ursprung und Nachweis von Mikropartikeln

Die am weitesten verbreitete Methode zur Analyse von MP ist die Durchfluss-
zytometrie. Diese ist zum einen wegen ihrer Einfachheit und zum anderen
wegen der Fulle an bereits vorhandenen Informationen, durch eine Vielzahl
publizierter Studien, anerkannt. Dabei gelingt der Nachweis von MP zum einen
durch Messung der Groéf3e und der Annexin-V-Bindung mit PS. Zum anderen
kénnen die detektierten MP durch Antikdrperbindung an die spezifischen Ober-
fachenantigene den Ursprungszellen zugeordnet werden [55]. Diese Oberflach-
enantigene sind zum Teil bereits auf der ruhenden Zellmembran der Ursprungs-

zelle enthalten oder werden erst im Rahmen einer Zellaktivierung oder eines
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Apoptoseprozesses exprimiert [56]. So kdnnen als Beispiel unterschiedliche
Adhasionproteine oder prokoagulatorisch wirkende Faktoren, wie der Tissue
Faktor, auf der Oberflache von MP gefunden werden [57].

In einer Studie Uber Patienten mit Diabetes mellitus Typ Il wurden die MP-
Konzentrationen im peripher ventésen Blut gesunder mannlicher und weiblicher
Probanden gemessen. Es zeigte sich, dass die meisten MP thrombozytaren Ur-
sprungs sind (79,9%+11,3%). Des Weiteren wurden MP von T-Helfer- und T-
Suppressorzellen, Monozyten, B-Lymphozyten, Granulozyten, Erythrozyten und
Endothelzellen gefunden [58]. Diese Erkenntnis bestatigten auch weitere Arbei-
ten bei denen unter anderem MP gesunder mannlicher Probanden bestimmt
wurden. Auch hier zeigte sich, dass zirkulierende MP hauptsachlich thrombozy-
taren Ursprungs sind und zu einem kleineren Teil aus Erythrozyten, Granulo-
zyten und Endothelzellen endstehen [40, 41]. Auch bei weiblichen gesunden
Probanden konnte gezeigt werden, dass mit Abstand die meisten zirkulierenden
MP (87,1%) thrombozytaren Ursprungs sind [41].

Die Ergebnisse einer aktuelle Studie am Mausmodell deuten darauf hin, dass
bisher in der Literatur als thrombozytar bezeichnete MP in Wahrheit nicht nur
von Thrombozyten, sondern auch von Megakaryozyten abstammen konnten.
So werden thrombozytdre MP scheinbar kontinuierlich von Megakaryozyten in
einem aktiven, geregelten Prozess gebildet. Dieser findet ohne Stimulation und
unter denselben Bedingungen statt, in denen prothrombozytenbildende Mega-
karyozyten wachsen und sich differenzieren. In dieser Studie fand sich zudem
kein Anzeichen fur die Bildung von MP aus ruhenden Thrombozyten. Bei der
Messung zirkulierender MP bei Mausen konnte gezeigt werden, dass der
Hauptteil der thrombozytdren MP CD41 positiv und CD62P negativ ist und
Filamin A in voller Ladnge exprimiert. Somit kdbnnen diese nicht von aktivierten
Thrombozyten abstammen, da diese MP CD41 negativ und CD62P positiv sind
und Filamin A nicht in voller Lange exprimieren [59].

Uber die Halbwertszeit von zirkulierenden MP und deren Schicksal im Blutkreis-
lauf ist bisher nur wenig bekannt. Im Mausmodell wurden thrombozytare MP
30min nach Infusion aus dem Blutkreislauf vom Organismus entfernt [60]. In

einer Studie an Hasen wurden thrombozytdre MP bereits innerhalb weniger
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Minuten nach Infusion aus dem Blutkreislauf eleminiert [61]. Ergebnisse aus
unserer Forschungsgruppe durch Messungen am Menschen zeigen, dass nach
Transfusion von Thrombozytenkonzentraten bei Patienten mit schwerer
Thrombozytopenie dort enthaltene Annexin V-positive MP eine Halbwertszeit
von 5,8 Stunden und CD61-positive MP eine Halbwertszeit von 5.3 Stunden
haben [62]. Demnach scheint es einen geregelten Prozess des kontinuierlichen

Abbaus bzw. Einbaus zirkulierender MP in andere Zellen zu geben.

4.1.3. Funktion von Mikropartikeln

Lange Zeit wurden MP in der Forschung nur als ,cell dust® oder als ,Zellfrag-
mente“ mit prokoagulatorischen Eigenschaften gesehen. In den letzten Jahren
hat sich dieses Bild grundlegend geandert. In zahleichen Studien traten MP als
diagnostische und prognostische Hilfsmittel in den Mittelpunkt des Interesses.
In Zukunft kdnnten MP ein wichtiger Bestandteil in der medizinischen Diagnos-
tik und Therapie sein.

So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass MP sowohl einen Marker far
Zellstimulierung in vitro als auch fur Zellaktivierung und/oder Gewebeuntergang
in vivo darstellen. Zudem deuten zahlreiche Studien darauf hin, dass MP eine
Reihe von Funktionen im Organismus erfillen. Sie fungieren als wichtige Vekto-
ren im transzellularen Austausch biologischer Informationen [44] und kénnen
durch die Verteilung zahlreicher bioaktiver Effektoren, die von den Ursprungs-
zellen abstammen, unter anderem die Gefal3funktion verandern und biologische
Reaktionen hervorrufen [35, 63].

Das Scott Syndrom hat viel zur Erforschung der physiologischen und patho-
physiologischen Bedeutungen von MP beigetragen. Hierbei handelt es sich um
die mit Abstand seltenste, erblich bedingte Erkrankung aus dem Bereich der
hereditaren Hamostasedefekte, bei der im Verlauf schwer beherrschbare ham-
orrhagische Episoden auftreten. Bisher wurden nur drei klar identifizierte Féalle
beschrieben. Bei Patienten mit Scott Syndrom sind Thrombozyten und die tbri-
gen Blutzellen nicht in der Lage PS an die exoplasmatische Seite der Zellmem-
bran zu transportieren und kénnen demnach auch keine MP bilden [64]. Das

exoplasmatisch gelegenes PS auf der Oberflache aktivierter Zellen oder von
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MP kann mit zirkulierenden Blutgerinnungsfaktoren interagieren und besitzt
eine katalytische Wirkung auf den Prothrombinase-Enzymkomplex. So fordert
PS durch die Interaktion mit Enzymen, Kofaktoren und Substraten die Aggre-
gation der charakteristischen Enzymkomplexe der Gerinnungskaskade, dass
bereits lokal vorhandene Konzentration die kinetischen Anforderungen fur
optimale Aktivitat erfullen und eine ausreichende Menge Thrombin fur eine
effiziente Hamostase gebildet werden kann. Die Thrombinbildung kann mit Hilfe
von PS als Katalysator ohne den Einfluss von tissue factor (TF) stattfinden [65].
Das Scott Syndrom zeigt eindrucksvoll die essentielle Bedeutung der MP flr
eine normale Hamostase und die enge Verknupfung zwischen der PS Verla-
gerung auf die exoplasmatische Seite der Zellmembran und der MP-Bildung
[64]. Auch der nachgewiesene prokoagulatorische Effekt und die Fahigkeit einer
Thrombinbildung in vitro bei MP aus peripher vendsem Blut gesunder Proban-
den, ist ein weiteres Indiz fir deren Bedeutung in der Hamostase [40, 41].

MP sind aber nicht nur in der Hamostase von Bedeutung. Sie haben je nach Ur-
sprungszelle unterschiedliche Funktionen z.B. im Rahmen von Entziindungs-
vorgangen oder der Gefalregulation [41]. So aktivieren thrombozytare MP
unter anderem Thrombozyten und Endothelzellen [66], modulieren die Inter-
aktionen von Monozyten mit Endothelzellen [67] und vermitteln, durch eine
Zunahme der Expression von CD11b, eine vermehrte Interaktion zwischen
Leukozyten im Blutfluss. Dabei kommt es zu einer vermehrten Bindung unter
den Leukozyten und einer Zunahme ihrer Phagozytoseaktivitat [68]. Aul3erdem
konnen thrombozytdre MP an Neutrophile Zellen binden, diese aktivieren und
zur Bildung traubenartiger Gebilde, bestehend aus Komplexen thrombozytarer
MP und Neutrophiler Zellen, fihren [69]. Thrombozytdren MP tragen zudem
den grof3ten Anteil an plasmatischem Tissue Faktor auf ihrer Oberflache [70].
Es wird vermutet, dass ein Transfer von Tissue Faktor von Thrombozyten auf
Monozyten mittels thrombozytdrer MP stattfindet und dieser von P-Selektin
(CD62 P) abhangig ist [71]. Neben den negativ geladenen Aminophospho-
lipiden auf ihrer Oberflache, die eine Bindungsstelle fur die aktivierten Gerin-
nungsfaktoren Va, Vllla, IXa und Xa darstellen [53], trAgt auch ihre Fahigkeit

Tissue Faktor zu aktivieren, diesen an andere Zellen weiterzugeben und selbst
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zu tragen, zur Thrombinbildung in vivo bei [52]. In einer aktuellen Studie konnte
zudem eine um bis zu 50-100-fach hohere spezifische prokoagulatorische
Aktivitat thrombozytarer MP im Vergleich zu aktivierte Thrombozyten nachge-
wiesen werden [72]. Des Weiteren wurde ihre Funktion als ein Haupttransporter
von PAF (platelet activating factor), einem Phospholipid, welches als Aktivator
und Vermittler unter anderem an der Plattchenaggregation und Entztindungs-
prozessen beteiligt ist, aufgedeckt [73].

Monozyten schniren, wenn sie durch Lipopolysaccharide stimulierte werden,
MP ab. Diese tragen auf ihrer Oberflache TF und aktivierte Adh&sionskom-
plexe, was den so entstandenen MP einen ,doppelt* prokoagulatorischen Effekt
verleiht [57]. Im Gegensatz dazu scheint Thrombomodulin von MP nicht stimu-
lierter Monozyten dem prokoagulatorischen Effekt des PS zumindest teilweise
entgegenzu wirken [74].

Leukozytare MP aktivieren Endothelzellen und stimulieren die Induktion von TF
[75, 76]. Es konnte zudem gezeigt werden, dass leukozytare MP TF zu Throm-
bozyten transportieren und Thrombosen ausldésen kdnnen [57].

Endotheliale MP kdnnen Monozyten aktivieren und zu einer Expression von TF
fuhren [76]. Des Weiteren aktivieren sie Neutrophile Zellen [77] und fordern die
Bindung von Monozyten an Endothelzellen [78]. Darliber hinaus bewirken en-
dotheliale MP eine chemotaktische Anlockung von Leukozyten [75] und enthal-
ten Metalloproteinasen welche die Angiogenese beeinflussen [79]. Erst kirzlich
konnte zudem ihre Funktion als Transporter von mRNA zwischen Endothelzel-
len nachgewiesen werden [80].

4.1.4. Mikropartikel bei unterschiedlichen Krankheitsbildern

Eine Vielzahl von Erkrankungen wurde bereits auf Verdnderungen der Gesamt-
zahl, des Aufbaus oder des Ursprungs zirkulierender MP hin untersucht. Dabei
zeigte sich, dass nicht nur die Anzahl, sondern auch der zellulare Ursprung und
die Zusammensetzung zirkulierender MP von der Art der Erkrankung, dem
Stadium der Erkrankung und der medikamentdsen Therapie abhéngig ist [52].
In Versuchen mit Zellkulturen konnte eine Korrelation zwischen der MP-Anzahl

und dem Grad apoptotischer Zellen nachgewiesen werden [81]. Demnach
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konnen MP als ein in vivo Marker fir Apoptosevorgange dienen. Ein direkter
Nachweis der apoptotischen Zellen ist wegen der effzienten Phagozytosesys-
teme nur sehr schwer moglich. Die sehr viel kleineren und in einem hdheren
Grad diffusionsfahigeren MP hingegen, scheinen einer Phagozytose leichter
entgehen zu koénnen und somit langer nachweisbar zu bleiben. Wie bereits
aufgefihrt gibt es Uber die Halbwertszeit und den Ab-/Einbau von MP im
menschlichen Organismus nur wenige Daten [62]. MP kénnten in Zukunft als
Biomarker zur Diagnosefindung oder zum Erkennen von Komplikationen, die
mit einer bestehenden Erkrankung in Verbindung stehen, benutzt werden [53].
Arteriosklerose und MP

In der Pathogenese der Arteriosklerose hat die Adhasion von Monozyten an En-
dothelzellen gefolgt von einer subendothelialen Migration der Monozyten eine
zentrale Bedeutung. Eine Studie konnte bei Monozyten und Endothelzellen
nach Inkubation sowohl mit thrombozytéaren als auch mit leukozytaren MP eine
Zunahme der Expression von Adhasionsmolekilen nachweisen. Thrombozytare
und leukozytare MP fordern zudem die Rekrutierung von Entzindungszellen
und kdnnten demnach maf3geblich zu arteriosklerotischen GeféalRveranderungen
beitragen [67, 82]. In einer weiteren Studie konnte gezeigt werden, dass
thrombozytdre MP zudem sowohl in vitro als auch in vivo an die
subendotheliale Matrix binden und somit als Substrat fur weitere Plattchenbin-
dung agieren kénnen. Diese Interaktion thrombozytarer MP mit der subendothe-
lialen Matrix scheint bei der Platichenadh&sion an Stellen mit Endotheldefekten
ein entscheidender Faktor zu sein [83]. Die Proliferation der glatten Muskelzel-
len der Gefal3e, ein weiterer wichtiger Bestandteil in der Pathogenese der Arte-
riosklerose, scheinen thrombozytaren MP ebenfalls direkt verursachen zu kon-
nen [75]. Ein Risikofaktor fur die Entstehung einer Arteriosklerose ist unter an-
derem ein bestehender Hypertonus. Dieser ist meist mit hohen Konzentrationen
zirkulierender MP assoziiert, speziell monozytarer und thrombozytarer MP. Bei
Patienten mit arterieller Hypertonie fuhrte eine Behandlung mit Kalziumantago-
nisten zu einer signifikanten Reduktion der Anzahl zirkulierender MP [84]. In
einer Studie Uber zirkulierende leukozytare MP wurde deren Fahigkeit zum

Transport biologischer Effektoren, die zu einer Entzindung des Gefal3bettes,
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einer Endotheldysfunktion, Leukozytenadhdsion und Leukozytenanlockung
fuhren kbnnen, aufgezeigt. Demnach scheinen sie férderlich fir das Wachstum
von Plaques zu sein [85]. Die Bildung arteriosklerotischer Plaques ist mit Apop-
tosevorgadngen verbunden. Dies erklart die Anwesenheit einer signifikannten
Anzahl prokoagulatorischer MP in Plaques [86]. Verglichen mit zirkulierenden
MP finden sich in Plaques MP in hoherer Konzentration und mit starkerem
thrombogenem Potential. Der gréf3te Teil dort gemessener MP ist leukozytaren
oder erythrozytaren Ursprungs. Die MP-Bildung von aktivierten Leukozyten ist
ein Hinweis fur ablaufende Entzindungsprozesse, wo hingegen erythrozytare
MP ein Indiz fur Hamorrhagien in Plaques sind und somit einen Marker fur
Plaqueinstabilitat darstellen [87]. Neben ihren Beitrag zur Thrombogenitat von
Plaques tragen MP auch zur Instabilitat der Plaques bei und vermitteln zusatz-
lich die Anlockung von Entzindungszellen.

Kardiale Erkrankungen und MP

Patienten mit instabiler Angina Pectoris oder kurz nach einem Myokardinfarkt
zeigen im Vergleich zu gesunden Probanden héhere Konzentrationen an throm-
bozytare MP [88]. Dies bestatigte auch eine Studie, die bei Patienten mit aku-
tem Koronarsyndrom, im Gegensatz zu Patienten mit stabiler Angina Pectoris
oder ohne kardiale Erkrankung, eine erhohte Anzahl zirkulierender MP mit pro-
koagulatorischer Eigenschaft nachweisen konnte. Dabei konnten vor allem MP
endothelialer Herklunft bestimmt werden [89]. Bei Patienten mit akutem Myo-
kardinfarkt konnte zudem gezeigt werden, dass isolierte MP dieser Patienten an
Rattenarterien zu einer Verminderung der endothelabhangigen Relaxation
fuhren [90]. Auch zirkulierende MP von Patienten mit chronischer Herzinsuffi-
zienz bewirken eine Storung der endothelialen Funktion [91], wobei deren ge-
sundheitsschadliches Potential und deren Anzahl durch eine adaquate Therapie
signifikant verringert werden konnte [92]. AuRerdem konnte eine Assoziation
der meisten kardiovaskularen Risikofaktoren, wie Hypertonus, Apipositas, er-
hohte Cholesterinwerte oder Dislipoproteindmie mit einer erhdhten Anzahl zir-
kulierender thrombozytarer, monozytarer oder endothelialer MP nachgewiesen
werden. Bei Patienten mit einer kardiovaskularen Erkrankung scheinen erhdhte

Werte zirkulierender MP flr ein schlechtes klinischen Outcome zu sprechen. So
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konnte aber auch bei einigen Therapieregimen, die einen nachweislich positi-
ven Effekt auf kardiovaskulare Erkrankungen haben, wie Statine, Thrombozy-
tenaggregationshemmer, Antioxidanzien, Betablocker, AT-lI-Rezeptorblocker
oder Kalziumkanalblocker, eine Verminderung sowohl der Anzahl als auch der
prokoagulatorischen Aktivitat zirkulierender MP nachgewiesen werden [63]. MP
wurden aber auch bei chirurgischen und interventionellen Eingriffen am Herzen
bestimmt. So konnte in perikardialem Blut, welches bei herzchirurgischen Ein-
griffen aus der Herzhtéhle gewonnen wurde, eine hohe Anzahl thrombozytarer
und erythrozytarer MP nachgewiesen werden, die in vitro einen stark pro-
koagulatorischen Effekt besalRen [93]. Auch bei Patienten die sich einer
Koronarangiographie unterziehen mussten, konnte ein Anstieg, vor allem der
zirkulierenden thrombozytaren MP, nachgewiesen werden [88].

Diabetes mellitus und MP

In einer Studie an Patienten mit Diabtes mellitus (DM) Typ | oder Typ Il konnte
in beiden Fallen, im Vergleich zu einem gesunden Kollektiv, eine erhdhte An-
zahl zirkulierender MP nachgewiesen werden [94]. Dabei korreliert die Anzahl
thrombozytarer und monozytarer MP mit dem Auftreten diabetischer Komplika-
tionen, wie zum Beispiel dem Ausmal3 einer diabetischer Retinopathie [52]. Vor
allem die Konzentration monozytarer MP war bei Patienten mit DM assoziierten
Erkrankungen wie diabetische Nephropathie, Retinopathie oder Neuropathie im
Vergleich zu Patienten ohne Auftreten diabetesspezifischer Erkrankungen,
deutlich erhoht [95]. Bei Patienten mit schlecht eingestellten DM Typ Il und
zusatzlichen mikrovaskularen Komplikationen, wie einer diabetischen Nephro-
pathie, konnte eine erhdhte Anzahl thrombozytarer MP nachgewiesen werden
[96]. Aber auch bei Patienten mit gut eingestellten DM Typ Il wurde, trotz
ahnlicher Gesamtzahl zirkulierender MP, im Vergleich zu einer Kontrollgruppe,
eine Verdnderung im Aufbau und der Zusammensetzung der MP nachgewie-
sen. So zeigten diese Patienten einen erhéhte Expression von TF auf MP von
T-Helferzellen, Granulozyten, Thrombozyten und Endothelzellen [58]. Als
Prognoseparameter fir Diabetes assoziierte Erkrankungen scheinen endotheli-
ale MP aussagekraftig zu sein. So hat eine erhéhte Anzahl endothelialer MP

einen pradiktiven Wert Uber das Vorhandensein von L&sionen der Koronar-

-80-



Diskussion

artrien und ist einen unabhéngigen Riskiofaktor, mit einer hoheren Signifikanz
als Diabetestyp, Bluttfettwerte oder Hypertonus [97].

Thrombozytopenie und MP

Bei einer Vielzahl von Erkrankungen kann eine Thrombozytopenie auftreten. So
ist zum Beispiel eine Heparin-induzierten-Thrombozytopenie (HIT) durch
Bildung von Antikérper gegen Heparin (HIT-Antikorper) gekennzeichnet. Diese
HIT-Antikorper sind starke Plattchenaktivatoren und fihren zu einer vermehrten
Plattchenaggregation, die sich klinisch durch thrombotische Komplikationen und
einer Thromboyztopenie &auf3ert. Zudem verursachen HIT-AntikGrper die Ab-
schniirung prokoagulatorischer thrombozytarer MP [98]. Dieser Effekt konnte
aber nicht fir alle HIT Antikbrper nachgewiesen werden [99].

Die Thrombotisch-Thrombozytopenische Purpura (TTP) ist eine seltene und le-
bensbedrohliche Erkrankung. Dabei kommt es zur Entstehung thrombozytenrei-
cher Thromben, die Kapillaren, besonders von Gehirn und Niere verstopfen und
somit zu schwerwiegenden Organschaden fuhren kénnen. Je nach Grad der
Erkrankung konnte bereits ein An- und Abstieg der Anzahl thrombozytarer MP
nachgewiesen werden [100]. Patienten mit einer erhéhten Konzentration an zir-
kulierenden thrombozytarer MP litten vermehrt unter ischamischen Ereignissen
der kleinen GefalRe des zentralen Nervensystems. Dies zeigte sich klinisch als
rezidivierende transitorische ischamische Attacken (TIA) [101]. Des Weiteren
konnten bei Patienten mit aktiver TTP erhéhte Spiegel von Calpain im Serum
und auf thrombozytaren MP nachgewiesen werden. Diese waren nach Heilung
des Patienten nicht mehr nachweisbar [102]. In Versuchen konnte gezeigt
werden, dass Plasma von Patienten mit aktiver TTP bei Endothelzellen des
Gehirns und der Niere zu einer vermehrten Bildung von MP flhrt [103].

Bei der paroxysmalen nachtlichen Hamoglobinurie handelt es sich um eine sel-
tene erworbene Erkrankung der blutbildenden Stammzellen, die mit anfallsarti-
gen hamolytischen Krisen einhergeht. Hugel et al. (1999) zeigten, dass unter
anderem die Anzahl der MP vom Status der Erkrankung und der Zellzahl ab-
hangig ist. Bei Patienten mit Panzytopenie schien eine erhéhte MP-Anzahl
einen protektiven Effekt gegen Blutungen zu haben, wo hingegen eine niedrige

MP-Anzahl mit einem erhdhten Risiko fir hamorrhagische Komplikationen as-
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soziiert war. Patienten mit normaler Zellzahl und einer erhéhten MP-Anzahl
hatten ein gréRReres Risiko fir Thrombosen, wohingegen eine normale und nie-
drige MP-Anzahl bei Patienten mit normaler Zellzahl einen Stillstand der Erkran-
kung anzeigte [104].

Maligne Erkrankungen und MP

Patienten mit einer malignen Erkrankung haben ein erh6htes Risiko fur vendse
thrombembolische Ereignisse. Diese gilt vor allem fir Tumore des Gehirns, der
Ovarien, des Pankreas und fur Lymphome [105]. Zudem wird das Risiko fur
vendse Thrombembolien durch den Einsatz zytotoxischer Chemotherapeutika
[106] oder antiangiogenetischer und hormoneller Therapienstrategien [107, 108]
zusatzlich gesteigert. Es konnte bereits gezeigt werden, dass MP aus
kultivierten Mammakarzinomen und Hepatozellularen Karzinomen pro-
koagulatorische Eigenschaften besitzen [109, 110]. Auch bei kolorektalen
Karzinomen, Magenkarzinomen, Melanomen und Spinaliomen konnten bereits
prokoagulatorisch wirkende MP nachgewiesen werden, welche TF exprimieren
[111]. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass TF auf der Oberflache von
Mammakarzinom-MP auch in geringen Konzentrationen bereits in der Lage ist,
in vivo die Gerinnungskaskade zu aktivieren [112].

Eine erh6hte Anzahl zirkulierender MP allein ist noch keinen Risikofaktor fir die
Entstehung von Thrombosen. Bei gesunden Probanden mit erhéhten Konzen-
trationen zirkulierender MP, konnte diesen namlich nur einen gering prothrom-
bogener Effekt nachgewiesen werden [40]. Aber im Vergleich zu einem gesun-
den Kollektiv exprimieren bei Patienten mit kolorektalem Karzinom etwa doppelt
so viele der zirkulierenden thrombozytdren MP TF [113]. Bei Patienten mit
metastasiertem Mamma- und Pankreaskarzinomen und vendsen thrombembo-
lischen Komplikationen konnte ebenfalls, im Gegensatz zu einem Kollektiv aus
Tumorpatienten ohne vendse Thrombembolien und Patienten mit idiopathisch-
en Thrombembolien, ein Anstieg der zirkulierenden MP um den Faktor 2-4 und
ein hoherer Gehalt an zirkulierenden TF-exprimierender MP gemessen werden
[114].

Infektionen und MP

Bakterielle und virale Infektionen sind mit Zellaktivierung und Apoptose assozi-
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lert. Bei schweren Infektionen kann es zu, zum Teil lebensbedrohlichen Kompli-
kationen wie einer DIC (diffused intravasl coagulation) kommen. Die pathophy-
siologische Bedeutung der MP ist dabei Gegenstand der Forschung. Die Bil-
dung thrombozytarer, endothelialer und leukozytarer MP ist bei entziindlichen
Prozessen, wie Sepsis oder Vaskulitis, gesteigert [115, 116]. So konnten bei
Patienten mit Meningokokkensepsis erhthte Konzentrationen zirkulierender
thrombozytéarer, granulozytarer, monozytarer und endothelialer MP detektiert
werden. Diese MP foérdern die Thrombinbildung und kénnten an der Entstehung
einer DIC beteiligt sein [117].

Aber MP konnten bei Infektionskrankheiten auch die Rolle eines Prognosemar-
kers einnehmen. Bei Patienten mit HIV-1 Infektion ist die Anzahl CD4-positiver
MP, die von T-Helferzellen abstammen, erhoht. Diese kénnten als Marker far
den programmierten Zelltod von CD4-positiven Zellen durch eine HIV-Infektion
genutzt werden und somit, neben der Viruslast und der Zahl an T-Helferzellen,

eine Auskunft Uber die Aktivitat der Erkrankung geben [81].

4.2. Verwendete Methode zum Nachweis von Mikropartikeln

Die Werte fur die Zahl zirkulierender MP unterschiedlicher Ursprungszellen un-
terscheiden sich in der Literatur erheblich [118]. Eine md&gliche Ursache fur
diese breite Streuung der Ergebnisse liegt in interindividuellen Unterschieden,
aber mdglicherweise ist diese auch auf das Fehlen einer geeigneten und stan-
dardisierten Methode zum Nachweis von MP zurtickzufihren. Das verwendete
Messprotokoll, die Antikdrperverdiinnung und auch die Quelle der Probe haben
grol3en Einfluss auf die Ergebnisse der MP-Analyse [118]. Aber auch die Art der
Probengewinnung wirkt sich auf die Konzentration von MP einer Probe aus.
Laut Shet et al. (2008) sind die Grof3e der verwendeten Nadel zur Probenge-
winnung, die Abnahme aus gestauter oder ungestauter Vene, die Verwendung
von Vakutainern oder Spritzen und die Art der Antikoagulation (Citrat oder
EDTA) Faktoren, welche die Messergebnisse beeinflussen [119]. Die Methodik
zum Nachweis von MP in der vorliegenden Arbeit entspricht der von
Beckermans et al. (2001) [40] und, aus unserer eigenen Forschungsgruppe,
von Pihusch et al. (2006) [120]. Toth et al. (2007) konnten bei einer Untersu-
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chung auf geschlechts- und zyklusabhéngige Unterschiede bei 27 weiblichen
und 18 mannlichen gesunden Probanden im peripher vendsen Blut bei Frauen
im Median 6.5 (4.3-7.8)x10%!I und bei Mannern 3.5 (2.3-6.1)x10%1 Annexin V-
positive MP nachweisen [121]. Das verwendete Kollektiv bei Toth et al. war
junger, hatte einen BMI<25 und bestand aus Nichtrauchern und Patientinnen
ohne orale Kontrazeption. Unsere weiblichen Studienpatienten sind im Schnitt
um etwa 14 und die mannlichen um etwa 4 Jahre alter. Rauchen und oral Kon-
trazeption waren keine Ausschlusskriterien in unserer Studie. Aufgrund dieser
Unterschiede lassen sich die im Vergleich zu unseren Messergebnissen niedri-
geren Werte fur die Gesamtzahl zirkulierender MP erklaren. In einer Studie an
Patienten mit systemischer Sklerose, wurde in einem Kollektiv bestehend aus
15 gesunden Probanden mit einem Durchschnittlichen Alter von 56+14 Jahren
eine Gesamtzahl von 8.80+0.48 x10%I MP in peripher vendsen Blut gemessen
[122]. Diese Daten weisen darauf hin, dass die Malinahmen zur Knochen-
markentnahme wie Narkose und Infusionen keinen relevanten Einfluss auf die
Zahl zirkulierender MP haben und die in unsere Studie verwendete Methode zur
MP-Messung plausibel Werte liefert.

Die Proben der gesunden Knochenmarkspender und der Patienten wahrend
Konditionierungstherapie wurden bis zum Zeitpunkt der Messung bei -80°C fur
einen Zeitraum von bis zu 2 Jahre gelagert. Unvero6ffentlichte Daten aus unser-
er Forschungsgruppe und Daten aus einem Review von Simak et al. (2006)
[117] deuten darauf hin, dass die in den Proben enthaltenen MP bei diesen
Bedingungen stabil bleiben. Dennoch ist nicht auszuschlie3en, dass das
Einfrieren und Auftauen von Proben ein hohes Risiko in der Erzeugung von
Artefakten beinhaltet. So konnte nachgewiesen werden, dass die
Auftautemperatur der Proben die Messergebnisse beeinflusst. Auftauen in Eis
fuhrte zu einer Abnahme der MP-Gesamtzahl einer Probe und zur Abnahme
der Zahl thrombozytarer MP, wohingegen die Zahl endothelialer MP
unbeeinflusst blieb. Es zeigte sich, dass das Auftauen bei Zimmertemperatur
oder bei 37°C zu keiner Veranderung der Messergebnisse fihrt [123]. Unsere
Proben wurden laut Protokoll eine Stunde lang im Eiswasserbad aufgetaut. Ob

dies tatsachlich zu einer Reduktion der MP-Gesamtzahl und der Zahl
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thrombozytarer MP fuhrt, sollte neben der Frage nach optimaler Aufbereitung
und Lagerung von Proben Bestandteil zukUnftiger Studien sein.

Als weitere mégliche Fehlerquelle bei der Auswertung der Messergebnisse sind
die verwendeten Farbstoffe und Antikérper zum Nachweis der MP zu nennen.
So wird in der vorliegenden Arbeit zur Bestimmung der Gesamtzahl der MP
einer Probe die Zahl Annexin V-positiver MP verwendet. Mit Hilfe von Annexin
V werden Partikel nachgewiesen, welche in der exoplasmatischen Seite der
Zellmembran das negativ geladene Phospholipid PS tragen. Der Grol3teil der
MP aus aktivierten Endothelzellen hat aber kein exoplasmatisches PS und
bindet demnach auch kein Annexin V [52]. Mit Hilfe von spezifischen Antikor-
pern gegen CD62E und CD144 kénnen MP aus aktivierten Endothelzellen bes-
ser detektiert werden als durch Bindung an Annexin V. Selbst bei MP aus apop-
totischen Endothelzellen zeigte sich, dass nur etwa die Halfte der CD 31-positi-
ven (endotheliales Thrombozytenadhasionsmolekil) MP auch Annexin V bin-
den [103, 124]. Annexin V ist zudem weder spezifisch noch sensitiv fur MP, da
auch Zellfragmenten negativ geladene Phospholipide in der exoplasmatischen
Seite der Zellmembran tragen [125]. Eine weitere Einschrédnkung in der Bestim-
mung der Gesamtzahl der MP einer Probe ergibt sich durch die Verwendung
der Durchflusszytometrie. Der grof3te Nachteil der Durchflusszytometrie besteht
darin, dass mit dieser Methode MP mit einem Durchmesser <500nm, nur
schwer von Zelltrimmern unterschieden werden kénnen [52]. Zudem kdnnen
MP mit einem Durchmesser <300nm mittels Durchflusszytometrie nicht detek-
tiert werden [118]. Trotz der genannten Einschrankungen werden im Folgenden
die Annexin V-positiven MP mit der Gesamtzahl der MP einer Probe gleichge-
setzt. Wegen fehlender Alternativen ist die Durchflusszytometrie weiterhin der
Goldstandard fur die MP-Analyse.

Der Nachweis zellspezifischer Antigene auf MP ist kein Beweis fir den Ur-
sprung der detektierten MP. So kann ein MP, nach Freisetzung von der Ur-
sprungszelle durch Fusion wieder in die Zellmembran einer andern Zelle ein-
gebaut werden. Diese Zelle exprimiert in der Folge zusatzlich die Antigene der
Ursprungszelle des MP. Fuhrt nun ein Reiz zur Bildung von MP aus dieser

Zelle, konnen die neu erworbenen Antigene Bestandteil der abgeschnirten MP
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sein. Somit ist der Nachweis von MP mittels zellspezifischen Antikérpern eben-
falls nicht frei von mdglichen Fehlern.

4.3. Knochenmarkmikropartikel

Annexin-positive MP

Die zehn gesunden Knochenmarkspender unserer Studie hatten um den Faktor
1.6 mehr MP im Knochenmarkaspirat als im peripher vendsen Blut. Apoptose
und Proliferation stellen im Rahmen einer funktionsgerechten Regelung der
Hamatopoese einen integralen Bestandteil fir die Aufrechterhaltung des
zellularen Gleichgewichts im Knochenmark dar. Die Hamatopoese beinhaltet
die Erythropoese, Granulopoese, Lymphopoese, Thrombozytopoese und
Monozytopoese. Wie Eingangs beschrieben stellen Zellaktivierung und
Apoptose wichtige Mechanismen zur Bildung von MP dar. Demnach liefert der
erhohte Zellumsatz wahrend der Hamatopoese eine Erklarung fir die, im
Vergleich zum peripheren Blut, h6here Konzentration an MP im Knochenmark-
aspirat. Es konnten bereits MP von verschiedenen Ursprungszellen (Throm-
bozyten, Erythrozyten, Endothelzellen, Monozyten, Granulozyten, Lymphozyten
und Tumorzellen) nachgewiesen werden. Es ist aber nicht restlos geklart, ob
alle Zellen in der Lage sind MP zu bilden. Vor allem tber Zellen, welche in der
Regel nicht im Blutkreislauf zirkulieren, gibt es bisher keine Daten. Diese
Fragen werden in kommenden Studien zu klaren sein.

Die im Vergleich zum peripher vengsen Blut hohe MP-Konzentration im Knoch-
enmark kénnte zudem ein weiterer Beleg fur die vielfaltigen Funktionen der MP
sein. Wie bereits geschildert scheinen MP in der Zell-Zell Interaktion und Kom-
munikation eine bedeutende Rolle zu spielen. Neben dem Transfer von Ober-
flachenstrukturen und Zellmembran, wird auch Zytoplasma und RNA der Ur-
sprungszelle Ubertragen [126]. Welche Einfluss MP auf die Regulation der
Hamatopoese und des Immunsystems haben, muss noch erforscht werden.
Das Knochenmark ist ein abgeschlossenes Kompartiment mit einer strengen
Kontrolle der Zellmigartion in und aus dem peripheren Blut. Das Endothel der
Knochnemarksinus ist eine durchgehende Schicht, mit selektivem zellularem

Transport und fungiert dadurch als Knochenmark-Blut-Barriere. Die erhéhte
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MP-Konzentration im Knochenmark konnte Folge einer eingeschréankten Passa-
ge durch das Endothel der Knochenmarksinus in den Blutkreislauf sein. Da-
durch kénnte ein Gradient zwischen MP im Knochenmark und im peripher ven-
0sen Blut aufrechterhalten werden. In wieweit eine mdgliche Verdinnung im
Blutkreislauf durch das hohere zirkulierende Volumen oder Unterschiede in der
Halbwertszeit von zirkulierenden und KM-MP die Ausbildung dieses Gradienten
beeinflussen, muss noch geklart werden. Des Weiteren werden die Fragen ob,
in welchem Umfang und welche Art von Knochenmark-MP in den Blutkreislauf
ubergehen, Bestandteil zukunftiger Studien sein.

Die hohere Zahl von MP im Knochenmarkaspirat konnte aber auch von klinisch-
er Bedeutung fur Knochenmarkspender und Empfanger sein. MP interagieren
durch die exoplasmatisch gelegenen, negativ geladenen Phospholipide mit ver-
schiedenen Gerinnungsfaktoren und besitzen somit eine hohes thrombogenes
Potential. Patienten nach Knochenmarktransplantation zeigen in den ersten
Wochen nach der Transplantation eine erhdhte Inzidenz von katheterassoziier-
ten Thrombosen [127]. Diese Beobachtung kénnte eine Folge der Transfusion
MP-reichen Materials sein. Aber nicht nur fir Knochenmarkempfanger, auch fur
Knochenmarkspender kénnte das thrombogene Potential des Knochenmark-
aspirats ein Risiko darstellen. Wahrend der Knochenmarkgewinnung durch
Punktion des Beckenkammes kann es zu einer Auswaschung des Knochen-
markblutes in den Blutkreislauf kommen. Tatsachlich zeigt sich bei Patienten
nach KM-Entnahme eine erhohte Inzidenz fur thrombotische Komplikationen
[128].

Stammzellmikropartikel

Die Anzahl CD34-positiver MP ist im Knochenmarkaspirat etwa doppelt so hoch
wie im peripher venésen Blut. Das CD34-Antigen wird auf hdmatopoetischen
Vorlaufer- und Stammzellen und auf vaskularem Endothel- und Stromazellen
exprimiert [129]. Demnach stammen nicht alle detektierten CD34-positiven MP
von ha&matopoetischen Vorlaufer- und Stammzellen ab. Die im Vergleich zum
peripher vendsen Blut etwa um den Faktor 2 héhere Zahl CD34-positiver MP im
Knochenmarkaspirat scheint plausibel, da beim gesunden Erwachsenen

hamatopoetische Stamm- und Vorlauferzellen vorwiegend im Knochenmark
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lokalisiert sind. Warum die Zahl der CD34-positiven MP hingegen relativ gering
ist, was auf eine geringe MP-Bildung durch Vorlaufer- und Stammzellen hin-
weist, muss noch naher erforscht werden. Die geringe Zahl der zirkulierenden
Stammzellen ist als Quelle der CD34-positiven MP im peripher vendsen Blut zu
vernachlassigen. Ein mdglicher Transfer der MP aus dem Knochenmark ins
peripher vendse Blut muss als Quelle in Betracht gezogen werden, welcher
aber wie bereits beschrieben noch nachzuweisen ist. Wiederum zeigt sich aber
ein Gradient zwischen der Zahl CD34-positiver MP im Knochenmark im
Vergleich zum Blutkreislauf, was die These einer eingeschrankten Passage
durch das Endothel der Knochenmarksinus unterstiitzen wirde. Die geringe An-
zahl CD34-positiver MP im peripher vendsen Blut scheint aber durch MP-
Bildung aus vaskularem Endothel hinreichend erklarbar zu sein.
Thromb-/megakaryozytare MP

Die Anzahl CD61-positiver MP ist im peripher ventsen Blut um den Faktor 3.8
hoher als im Knochenmarkaspirat. Demnach tragen 91.5% der zirkulierenden
und 14.9% der Knochenmark-MP das CD61-Antigen auf ihrer Zellmembran. Die
Beobachtung, dass der grof3te Teil der zirkulierenden MP thrombo-/ mega-
karyozytaren Ursprungs ist, steht im Einklang mit in der Literatur angegebenen
Werten [40]. Das CD61-Antigen ist aber kein spezifischer Marker fur thrombo-
/megakaryozytare MP, da dieses Integrin auch auf Monozyten exprimiert wird
und demnach sowohl auf thrombozytare, als auch monozytare MP nachweisbar
ist [33]. Ungeklart ist bisher die Frage, ob alle zirkulierenden CD61-positiven
MP thrombozytaren Ursprungs sind.

Zirkulierende Thrombozyten sind in der Lage MP zu bilden, wenn sie im Blut-
strom hohen Scherkraften ausgesetzt sind [130]. Ob dieser Prozess zu einer
Aktivierung der Thrombozyten und demnach zu einer Expression von CD62P-
noch CD63-Antigenen fuhrt oder die Thrombozyten durch hohe Scherkréfte
nicht aktiviert werden ist bisher unbekannt. Scherkrafte scheinen aber nur im
Blutkreislauf an préadisponierenden Lokalisationen wie Geféaflabgange oder
Stromungshindernisse zu entstehen. Im Knochenmark scheint dieser
Mechanismus aufgrund der geringen Stromungsgeschwindigkeiten zur Bildung

thrombozytdrer MP eher unwahrscheinlich. Im Mausmodell konnte zudem
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gezeigt werden, dass ruhende Thrombozyten keine MP freisetzen [59]. Die
einzigen Zellen die neben Thrombozyten im Knochenmark noch das CD61-
Antigen tragen sind Megakaryozyten. Die Oberflachenantigene von Mega-
karyozyten unterscheiden sich nicht von denen ruhender Thrombozyten [131].
Demnach konnen auch die MP der beiden Zellen nicht voneinander unter-
schieden werden.

Die Hamatopoese ist fir die verschiedenen Blutbestandteile an zum Teil anato-
misch voneinander getrennten Orten im Knochenmark lokalisiert. So sind die
erythropoetischen Stammzellen im Knochenmark zu Erythroblasteninseln zu-
sammengefasst, wobei die Granulozytopoese nicht ortlich abzugrenzen ist. Die
Megakaryopoese hingegen findet in direkter Nahe zum Endothel der Knochen-
marksinus statt. Die Megakaryozten strecken diinne Zytoplasmafortsatze durch
die Lucken der Sinuswand in das Sinuslumen und schniren von diesen Throm-
bozyten ab [132]. Demnach durchbrechen die Megakaryozyten das abgeschlos-
sene Kompartiment und kénnten neben Thrombozyten auch MP in den Blut-
kreislauf abgeben. Im Mausmodell konnte bereits gezeigt werden, dass pro-
thrombozytenbildende Megakaryozyten in einem aktiv geregelten Prozess MP
bilden. Dabei bestand der Hauptteil der thrombozytaren MP aus CD62P-negati-
ven MP [59]. Unsere Beobachtungen an gesunden Knochenmarkspendern be-
statigen, dass 96,4% der zirkulierenden und 97.9% der CD61-positiven MP aus
Knochenmarkaspirat CD62P-negativ sind. Demnach scheinen die MP im
Knochenmarkaspirat megakaryozytaren Ursprungs zu sein. In wieweit mega-
karyozytare MP tatsachlich in den Blutkreislauf abgegeben werden, welchen
Anteil sie an den zirkulierenden CD61-positiven MP ausmachen und ob sie sich
in Funktion und Aufbau von thrombozytdren CD62P-negativen-MP unterschei-
den, muss in weiteren Studien genauer untersucht werden.

Zum Nachweis von MP aus aktivierten Thrombozyten wird das CD62P-Antigen
verwendet. Die CD62P- (P selectin) Expression wird nach Stimulation sowohl
auf der Zellmembran von Thrombozyten als auch von Endothelzellen aus intra-
zellularen Speichern hochreguliert. Demnach ist CD62P ebenfalls kein zellspe-
zifischer Marker. Setzt man die Zahl CD61-positiver MP mit der Gesamtzahl

thrombo-/megakaryozytarer MP gleich, so ergibt sich, dass im peripher vendsen
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Blut im Median 4.0% und im Knochenmarkaspirat 1.3% der thrombo/mega-
karyozytaren MP von aktivierten Thrombozyten entstammen. Der geringe Anteil
CD62P-positiver MP an der Zahl CD61-positiver MP schlie3t Fehler bei der
Probengewinnung zudem weitgehend aus. Bei fehlerhafter Abnahme mussten
die Werte fur CD62P-positive MP durch eine dadurch bedingte Thrombozyten-
aktivierung deutlich héher ausfallen. Die hohe Zahl an endothelialen (CD144-
positiven) MP im Knochenmarkaspirat, kdnnte zudem ein Hinweis dafir sein,
dass ein Teil der CD62P-positiven MP im Knochenmarkaspirat, endothelialen
Ursprungs ist. Dies wéare ein weiterer Beleg, dass die CD61-positiven MP im
Knochenmarkaspirat am ehesten megakaryozytéaren Ursprungs sind.

Als weiteren Marker fur MP aus aktivierten Thrombozyten dient das CD63-Anti-
gen. Im peripher vendsen Blut zeigte sich auch hierbei, dass nur etwa 3.8% der
CD61-positiven MP ebenfalls CD63-positiv sind. Dieser Befund steht im Ein-
klang mit den 4.0% CD62P-positiven thrombo-/megakaryozytaren MP. Neben
aktivierten Thrombozyten exprimieren aber auch Monozyten und Makrophagen
das CD63-Antigen. Monozyten werden im Knochenmark gebildet und aus ihnen
gehen in der Folge die Makrophagen hervor. Nach einer zwei- bis dreitagigen
Verweildauer treten Monozyten aus dem Blut in das Gewebe Uber, in dem sie
zu Makrophagen ausreifen. Demnach ist die Monozyten-/Makrophagenkonzen-
tration im Knochenmark hoher anzusetzen als im peripher vendsen Blut. So ist
die Zahl der Monozyten im peripher vendsen Blut etwa bei 800/pl. Im Knochen-
mark sind hingegen zwischen 0,4-4,1% aller Zellen Monozyten [133]. Da im
Knochenmark im Rahmen der Hamatopoese auch standig Zellen in Apoptose
Ubergehen und diese in der Folge von Makrophagen abgebaut werden missen,
verwundert es nicht, dass die Zahl der CD63-positiven MP im Knochenmark-
aspirat um etwa das siebenfache hoher ist als im peripher venésen Blut. Bezo-
gen auf die Zahl Annexin V-positiver MP im Knochenmarkaspirat tragen dem-
nach 14.7% das CD63-Antigen auf ihrer Oberflache. Bezogen auf die Zahl
CD62P-positiver MP stammt wahrscheinlich nur eine kleine Zahl dieser MP von
aktivierten Thrombozyten ab. Das CD63-Protein ist zudem ein Protein, das sich
in den inneren Vesikeln multivesikularer Endosomen und in Lysosomen anderer

Zellarten befindet. Es ist an vielen zellularen Prozessen wie Zellaktivierung,
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-adhasion, -differenzierung und sogar der Tumorinvasion beteiligt. Durch Fusion
der Vesikel mit der Zellmebran gelangt CD63 an die exoplasmatische Seite der
Zellmembran [134]. Demnach kdénnten CD63-positive MP, welche in grof3er
Zahl im Knochenmark vorkommen, von einer Vielzahl lysosomenreichen Zellen,
neben Monozyten und Makrophagen auch aus Neutrophilen, Eosinophilen, T-
und B-Lymphozyten, dendritsche Zellen und Endothelzellen, hervorgehen [135].
Endotheliale MP

Im Knochenmarkaspirat zeigten sich in unseren Messungen um den Faktor 2.5
mehr CD144-positive MP als im peripher vendsen Blut. Das CD144-Antigen gilt
als spezifischer Marker fir Endothelzellen, da bisher noch keine Expression
dieses Markers auf andern Blutzellen des Menschen nachgewiesen werden
konnte [33]. Die hohe Zahl endothelialer MP im Knochenmark kdnnte durch das
ausgedehnte Endothel der Sinus erklart werden und ist zudem Ausdruck eines
hohen Aktivitatsgrades des Endothels. AuRerdem finden sich im Knochenmark-
aspirat im Vergleich zum peripher venésen Blut um den Faktor 2.1 mehr
CD62E-positive MP. Das CD62E-Antigen ist ein essentielles Adhésionsmolekdl
fur die Integritat der Endothelzellbarriere und wird spezifisch auf aktivierten
Endothelzellen exprimiert [36,37]. Bezogen auf die Zahl CD144-positiver MP
tragen im peripher venésen Blut 30.7% und im Knochenmarkaspirat 25.5% der
MP das CDG62E-Antigen auf ihrer Oberflache. Demnach ist bezogen auf den
Aktivierungsgrad nur ein geringer Unterschied zwischen zirkulierenden und
Knochenmark-MP. Der Gradient, der sowohl fiir CD144-positive MP als auch
fur CD62E-positive MP zwischen Knochenmark und peripher vendsem Blut
besteht, spricht wiederum fiir eine eingeschrankte Passage der MP aus dem
Knochenmarksinus in den Blutkreislauf. Wiederum ist ungeklart, ob
zirkulierende endotheliale MP ausschlie3lich von GefalRen des Blutkreislaufs
gebildet werden, bzw. welcher Anteil vom Endothel der Knochenmarksinus in
den Blutkreislauf freigegeben wird. Dies und die Fragen nach Unterschieden in
Funktion und Aufbau sind in folgenden Studien zu klaren.

Von klinischer Bedeutung fur Spender und Empfanger von Knochenmark ist ne-
ben der hohen Gesamtzahl an MP auch der hohe Anteil an endothelialen MP im

Knochenmarkaspirat (43.4%). Eine erhdhte Konzentration an endothelialen MP
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wird vor allem bei Patienten mit Gefal3erkrankungen und endothelialer Dysfunk-
tion beobachtet und besitzen ein hohes prokoagulatorisches und proinflamma-
torisches Potential [125].

Ursprungszellen der MP im Knochenmark bzw. im Blutkreislauf

Die Zahl Annexin-positiver MP im peripher vendsen Blut ist durch die Summe
thrombozytarer und endothelialer und Stammzell-MP erklart. So errechnet sich,
dass 121.8% der Annexin-positiven MP von den genannten Zellen abstammen.
Wie bereits beschrieben konnen nicht alle endothelialen MP mit Hilfe von
Annexin V nachgewiesen werden. Inwieweit dies fur weitere MP gilt ist nicht
bekannt. AulRerdem besteht die Moglichkeit, dass auf einzelnen MP mehrere
zellspezifische Antigene exprimiert werden. Diese Aspekte erklaren die Tat-
sache, dass durch Antikérpernachweis mehr MP detektiert wurden als nach
Annexin-V-Farbung erwartet.

Im Knochenmarkaspirat zeigten sich hingegen mehr Annexin positive MP als
die durch Antikérpernachweis gemessene Summe aus Stammzell-, thrombo-
zytaren-, endothelialen- und CD63-positive MP. Die Licke von 24% Annexin-
positiver MP unklarer Herkunft ist dadurch zu erklaren, dass keine erythrozyta-
ren und lymphozytaren MP bestimmt wurden. Das KM als hdmatopoetisches
Organ und priméres lymphatisches Gewebe ist maf3geblich an der Bildung der
Ursprungszellen der nicht detektierten MP beteiligt. Verwunderlich ist die Tat-
sache, dass scheinbar wenige dieser MP ins periphere Blut tbertragen werden,
da hier keine Liicke bezogen auf die Zahl Annexin-positiver MP gesehen wurde.
Entweder passieren erythrozytdre und lymphozytare MP das Endothel der
Knochenmarksinus schlechter als die tbrigen MP, oder sie werden im Blutkreis-
lauf schneller abgebaut, oder der MP Austausch zwischen KM und Blutkreislauf
ist zu vernachlassigen und alle MP werden im betreffenden Kompartiment von
den vorhandenen Zellen gebildet. Weitere Studien sind nétig um die
aufgefihrten Fragen Uuber die Verteilung und den Ursprung von MP im

Knochenmark zu klaren.

Zusammenfassend zeigte sich in der Analyse des Knochenmarkaspirats im

Vergleich zum peripher vendsen Blut bei 10 gesunden Knochenmarkspendern
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folgendes: (a) Das Knochenmarkaspirat enthélt im Vergleich zum peripher ve-
ndsen Blut deutlich mehr MP. Dabei ist (b) die Anzahl der thrombo-/megakaryo-
zytaren MP im Knochenmarkaspirat geringer als im peripher vendsen Blut, in
dem diese den Hauptbestandteil der MP ausmachen. Daflr (c) ist die Zahl der
Stammzell-, endothelialen und CD63-positiven MP im Knochenmarkaspirat
hoher. (d) Zudem sind etwa ein Viertel der Annexin positiven MP im Knochen-

markaspirat unklarer Herkunft.

4.4. Einfluss einer Konditionierungstherapie auf zirkulierende MP

Ziel einer Konditionierungstherapie ist zum einen die Elimination oder zumin-
dest die Reduktion der Zahl leukamischer Zellen und zum anderen eine Suppri-
mierung des Immunsystems, um eine AbstoRungsreaktion gegen das Trans-
plantat zu verhindern. Die unterschiedlichen Konditionierungsregime lassen
sich in myeloablative und nicht myeloablative (dosisreduzierten) Konditionie-
rungsregime unterteilen.

Das am haufigsten verwendete myeloablative Knoditionierungsregime bei allo-
gener Stammzelltransplantation besteht aus einer fraktionierten Ganzkorperbe-
strahlung (TBI) mit einer Gesamtdosis von 12Gy und einer zusatzlichen Gabe
von Cyclophophamid (Cy) [136]. Insgesamt wurden 4 Studienpatienten in die
Gruppe der Konditionierung mit 12Gy TBI eingeschlossen, wobei bei diesen
Patienten zusatzlich Antithymozytenglobulin (ATG) verabreicht wurde.

Wegen der immunsuppressiven Wirkung, der Aktivitat gegen ein breites Spek-
trum von malignen, selbst chemotherapieresistenten Erkrankungen und der
Wirkung an, fur systemische Chemotherapie schwer zugénglichen Organen,
wie das ZNS, ist die TBI seit mehr als 35 Jahren ein wichtiger Bestandteil der
Konditionierungsregime von Patienten vor einer hdmatopoetischen Stammzell-
transplantation. Die Gesamtdosis der TBI wird heutzutage fraktioniert verab-
reicht, also in tagliche kleine Einzeldosen aufgeteilt. Dadurch wird die Toxizitat
aulRerhalb des Zielgewebes im Vergleich zu einer einmaligen Hochdosisbe-
strahlung reduziert. Da hamatopoetische Stammzellen und Tumorzellen nur
eine schlechte Reparaturfahigkeit fir DNA-Schaden besitzen, hat die fraktio-

nierte Bestrahlung einen knochenmarktoxischen und antineoplastischen Effekt.
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Trotz Fraktionierung kommt es als Folge einer TBI zu Zellschadigungen im Or-
ganismus. So konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass die Zahl zirkulierender
Endothelzellen nach Bestrahlung, als Zeichen der endothelialen Schadigung,
ansteigt [137]. Diese Schadigung kénnte eine moégliche Ursache spaterer Kom-
plikationen, wie einer VOD, sein. Ein zusétzlicher Anstieg der Zahl zirkulieren-
der endothelialer MP nach TBI konnten in den bisherigen Studien jedoch nicht
nachgewiesen werden [120, 138].

Heutzutage werden vorwiegend dosisreduzierte, nicht myeloablative Konditio-
nierungsregime verwendet. Dabei erfolgt die Elimination der Tumorzellen
immunvermittelt durch Spenderlymphozyten im Rahmen der Graft-versus-
Leukemia- (GVL) Reaktion [139]. Durch den Einsatz dosisreduzierter Konditio-
nierungsregime ist eine Stammzelltransplantation auch bei alteren Patienten
(>50 Lebensjahre) und bei Patienten mit schweren Begleiterkrankungen
moglich. Insgesamt wurden 5 Studienpatienten mit einer dosisreduzierten
Konditionierungstherapie behandelt. Dabei erhielten 3 Studienpatienten eine
Chemotherapie nach dem FLAMSA-Protokoll bestehend aus Fludarabin,
Cytarabin und Amsacrin, gefolgt von einer fraktionierten TBI mit 4Gy
Gesamtdosis und zuséatzlicher Gabe von Cy und ATG [140]. 2 Studienpatienten
erhielten anstelle der 4Gy TBI und Cy das Zytostatikum Busulfan (Bu). 1
Studienpatient, der ebenfalls in die Gruppe der Konditionierung nach dem
FLAMSA-Protokoll aufgenommen wurde, erhielt anstelle der dosisreduzierten
4Gy TBI eine fraktionierte myeloablative TBI mit einer Gesamtdosis von 12Gy.
In den meisten Konditionierungsregimen ist Cy zusammen mit Bu oder einer
TBI enthalten. Cy wirkt wenig knochenmarktoxisch daftir stark immunsuppressiv
und antineoplastisch [141]. Bei einer Konditionierung mit Bu im Vergleich zu
einer Konditionierung mit TBI kommt es haufiger zu einer frihen Toxizitat und
zu Komplikationen wie einer VOD oder einer hAmorhagischen Cysititis [142].Um
das Risiko einer Abstol3ungsreaktion zu reduzieren und zur Prophylaxe einer
GvHD wird zusatzlich ATG verabreicht. In Kombination mit Cy konnte fir ATG
eine Reduktion der Transplantatabstol3ungen und der Mortalitat nachgewiesen
werden [143]. Der Einsatz von ATG fuhrt jedoch zu einem erhdhten thrombo-
tischen Risiko [138].
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Ziel der Chemotherapie nach dem FLAMSA-Protokoll ist es die Anzahl der leu-
k&mischen Zellen durch eine intensivierte Chemotherapie zu reduzieren um da-
durch einen besseren Langzeiteffekt nach dosisreduzierter Konditionierung mit
4Gy TBI zu erreichen [140, 144]. Auch bei Patienten die zur Konditionierung
eine Chemotherapie erhalten zeigt sich als Zeichen der endothelialen Schadi-
gung eine Zunahme der Zahl zirkulierender Endothelzellen [137].

Die unterschiedlichen Konditionierungsregime kdnnen ebenso wie die verschie-
denen malignen Grunderkrankungen zu zahlreichen Komplikationen fiihren. So
haben Patienten mit einer malignen Erkrankung ein erhdhtes Risiko fur das Auf-
treten thrombotischer Komplikationen. Ursachen sind unter anderem die proko-
agulatorische Aktivitat der Tumorzellen und eine durch Tumorzellen vermittelte
Aktivierung des Gerinnungssystems. Das Risiko fur thrombotische Komplikatio-
nen steigt unter Chemotherapie bei diesen Patienten weiter an [145, 146, 147].
Fraglich ist, ob dies durch eine Zunahme der zirkulierenden MP, die eine nach-
gewiesene prothrombotische Wirkung besitzen, verursacht wird. Eine Therapie
mit Fludarabin fihrt zum Beispiel zu einer Aktivierung und Schadigung endo-
thelialer und epithelialer Zellen [148]. Wie bei anderen Chemotherapeutika oder
einer TBI kénnte die Epithelzellschadigung zur Bildung prothrombotischer und
proinflamatorischer endothelialer und anderer zellularer MP fiihren.

Inbal et al. (2004) fanden jedoch keinen signifikanten Unterschied bei zellularen
MP in der Zeit vor Beginn der Konditionierungsbehandlung und Tag O der
Stammzelltransplantation. In dieser Studie wurden 11 Patienten mit einem auf
Fludarabin basierenden Regime, 6 mit Bu/Cy und 4 mit einem auf TBI basieren-
dem Regime, konditioniert. Die Studienpatienten wurden in zwei Gruppen unter-
teilt, eine mit zusatzlicher ATG-Gabe und eine ohne ATG-Gabe. Innerhalb der
beiden Gruppen konnten keine signifikanten Unterschiede in der Gesamtzahl
zirkulierender MP oder der Zahl endothelialer MP nachgewiesen werden. Zu-
dem gab es keine Unterschiede zwischen Patienten die mit einem auf Fludara-
bin basierendem Regime konditioniert wurden, verglichen mit Patienten die mit
einem Standard myeloablativen Verfahren konditioniert wurden [138]. Ahnliche
Ergebnisse publizierten auch Pihusch et al (2006) bei der Untersuchung zirku-

lierender endothelialer MP von Patienten wahrend Konditionierungstherapie.
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Die Zahl zirkulierender endothelialer MP wurde weder durch Konditionierung mit
einer nicht-myeloablativen Chemotherapie und 4GY TBI noch mit einem myelo-
ablativen Regime mit 12 GY TBI signifikant beeinflusst. Hingegen konnte bei
Patienten mit akuter GvHD Grad Il oder héher, nach KMT signifikant mehr von
endotheliale MP detektiert werden als bei Patienten ohne akute GvHD. Infektio-
nen als Komplikationen nach einer HSCT beeinflussten hingegen die Zahl en-
dothelialer MP nicht. Diese Erkenntnisse wurden als Hinweis gewertet, dass in
Zukunft endotheliale MP als diagnostische Marker und zur frihen Differenzie-
rung einer akuten GvHD von anderen transplantationsbezogenen Komplikatio-
nen eingesetzt werden kdnnten [120].

In unserem Studienkollektiv kam es von den 6 Studienpatienten aus der Gruppe
mit Konditionierung nach dem FLAMSA-Protokoll nach der Chemotherapie bei
nur einem Studienpatienten (Patient 1) zu einem starken Anstieg der Zahl endo-
thelialer MP (CD144- auf 256% und CDG62E-positive MP auf 349% des Aus-
gangswertes). Zusammengefasst zeigte sich nach der Hochdosis-chemo-
therapie jedoch nur eine geringe Erhéhung der zirkulierenden CD144- und
CD62E-positiven MP. Diese Daten bestatigen die Beobachtungen von Inbal et
al. (2004) und Pihusch et al. (2006). Nach einer Hochdosischemotherapie nach
dem FLAMSA-Protokoll kommt es zu keinem Anstieg der Zahl zirkulierender
endothelialer MP, vielmehr zu einer Abnahme, welche bei den Ubrigen 5
Studienpatienten aus der Gruppe mit Konditionierung nach dem FLASMA-
Protokoll beobachtet wurde. Zudem sank im gesamten Studienkollektiv nach
4Gy TBI die Zahl der CD144- auf 76% und die Zahl der CD62E-positiven MP
auf 61% des Ausgangswertes. Ebenso zeigte sich bei allen 4 Studienpatienten
in der Gruppe mit Konditionierung mit 12 Gy TBI eine Abnahme der Zahl zirku-
lierender endothelialer MP. In diesem Studienkollektiv sanken 2 Tage nach der
letzten Bestrahlung die Zahl CD144- (auf 41%) und die CD62E-positiver MP
(auf 52%).

Unsere Messungen bestatigen, dass weder ein myeloablatives Konditionie-
rungsregime mit 12Gy TBI noch ein dosisreduziertes Konditionierungsregime
mit 4Gy TBI und Chemotherapie nach dem FLAMSA-Protokoll zu einem

Anstieg der zirkulierenden endothelialen MP fuhrt. Die erhobenen Daten deuten
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darauf hin, dass es vor allem nach einer TBI zu einer Reduktion der Zahl
zirkulierender endothelialer MP kommt. Ob die Zahl endothelialer MP wie in der
Literatur beschrieben durch verschiedene Konditionierungsregime unbeeinflusst
bleibt, oder ob es, wie es unsere Daten vermuten lassen, Unterschiede
zwischen den verschiedenen Regimen gibt, muss in weiteren Studien
untersucht werden. Fir eine valide Aussage ist die Zahl der untersuchten
Patienten in der vorliegenden Arbeit zu gering. Zudem unterscheidet sich der
Beobachtungszeitraum in unserer Studie von den zitierten Studien von Inbal et
al. (2004) und Pihusch et al (2006).

Die verschiedenen Konditionierungsregime vor hamatopoetischer Stammzell-
transplantation fiihren zu einer Schadigung der Hamatopoese und verursachen
einen schnellen Abfall der Thrombozytenzahl. Uber 90% der zirkulierenden zel-
lularen MP sind jedoch thrombo-/megakaryozytaren Ursprungs. Bei einer Unter-
suchung von Patienten wahrend Konditionierungstherapie vor HSCT zeigte sich
nach Chemotherapie ein siginifikanter Anstieg der Zahl zirkulierender MP. Da-
bei gab es keinen Unterschied zwischen einer myeloablativen Therapie mit
Busulfan oder einer dosisreduzierten Therapie nach dem FLAMSA-Protokoll.
Eine TBI und eine Therapie mit ATG/CY fuhrten hingegen in dieser Studie zu
keiner Veranderung der Anzahl zirkulierender MP [149]. im Gegensatz dazu
wurde ein Abfall der Anzahl zirkulierenden endothelialer und thrombozytarer MP
bei einer Reihe von Tumorpatienten nach einer Cisplatin-Chemotherapie
beobachtet [150].

Bei den 6 Studienpatienten in der Gruppe der Konditionierungstherapie nach
dem FLAMSA-Protokoll zeigte sich nur bei einem Studienpatienten (Patient 5)
nach der Chemotherapie ein Ansteigen der Zahl CD61-positiver MP auf 131%
des Ausgangswertes. Im Durchschnitt hingegen kam es zu einem stetigen Ab-
sinken der Zahl zirkulierender CD61-, CD62P und CD63-positiver MP und damit
der Anzahl thrombozytarer MP. Jedoch zeigte sich bei allen Patienten ebenso
eine stetige Abnahme der Thrombozytenzahl. Bezogen auf die Thrombozyten-
zahl kam es nach der Chemotherapie zu einer Zunahme der Zahl CD61- (um
28%), der CD62P- (um 39%) und der CD63- (um 11%) positiven MP pro
Thrombozyt. Nach TBI mit 4Gy stieg die Zahl CD62P- auf 166% und die der
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CD63-positiven MP pro Thrombozyt auf 138% bezogen auf den Ausgangswert
weiter an. Demnach konnten unsere Messungen eine Abnahme der Zahl zirku-
lierender thrombozytarer MP nachweisen, die am ehesten auf die Abnahme der
Thrombozytenzahl zuriickzuftihren ist. Die Zunahme der Zahl CD62P-positiven
MP pro Thrombozyt spiegelt aber einen erhdhten Aktivierungsgrad der Throm-
bozyten wieder und kdnnte somit ein Risiko fur thrombotische Komplikationen
darstellen, welches nach Chemotherapie bekanntlich erhéht ist. Die Zunahme
der Zahl CD63-positiver MP pro Thrombozyt kdnnte zum einen ebenfalls Aus-
druck des hoheren thrombozytaren Aktivierungsgrades sein, zum anderen aber
auch durch eine Zunahme der Aktivitdt des Monozyten-Makrophagen-Systems
erklart werden. Zellen des Monozyten-Makrophagen-Systems exprimieren
ebenfalls das CD63-Antigen. Durch Chemotherapie und TBI, MalRnahmen
welche zelltoxisch wirken, kommt es in erh6htem MalRe zu Apoptose und Zell-
untergang. Diese Vorgange fuhren zu einer Aktivierung des Monozyten-Makro-
phagen-Systems mit anschlieRender Phagozytose der geschadigten Zellen.

Bei der Gruppe der Patienten mit Konditionierung mit 12 Gy zeigte sich eben-
falls eine stete Abnahme der Zahl der zirkulierenden CD61-, CD62P und CD63-
positiven MP. Bezogen auf die Zahl zirkulierender Thrombozyten kam es bei
den Patienten nach 12Gy TBI nur zu einem Anstieg der Zahl CD63-positiver MP
pro Thrombozyt auf 113% des Ausgangswertes. Dies ware aber ebenfalls durch
eine Aktivierung des Monozyten-Makrophagen-Systems zu erklaren. Unsere
Daten deuten darauf hin, dass es nach TBI zu keiner Thrombozytenaktivierung
und zu einer Abnahme der Anzahl zirkulierender thrombozytarer MP kommt.

Eventuell kommt es als Folge der Konditionierungstherapie erst verzdgert zu
einem Anstieg der Anzahl zirkulierender MP. Es konnte bereits gezeigt werden,
dass es nach Stammzelltransplantation zu einem signifikanten Anstieg der zel-
lularen MP kommt. Dabei zeigte sich ein Anstieg thrombozytarer, endothelialer
und monozytarer MP bis zu 4 Wochen nach Transplantation [151]. Demnach ist
das Ansteigen der Zahl zirkulierender MP unterschiedlicher Herkunft auch nicht
durch Transfusion von im Transplantat enthaltenen MP verursacht, da deren
Halbwertszeit viel geringer einzuschatzen ist. Fraglich ist, ob die Konditionie-

rungstherapie oder die Stammzelltransplantation daftr urséchlich sind. Bei der
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Untersuchung von Patienten mit Komplikationen nach allogener Stammzell-
transplantation, wie VOD, pulmonaler Vaskulopathie und thrombotischer Mikro-
angiopathie konnte ebenfalls ein Anstieg der thrombozytéren, endothelialen und
monozytaren MP beobachtet werden [151].

Es sind jedoch weitere Studien zur Erforschung der Ursachen des MP-Anstiegs
bei diesen Patienten nétig. Erst dann kénnten in Zukunft MP als diagnostische

Marker bei Patienten nach Stammzelltransplantation Bedeutung erlangen.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass es nach FLAMS-Chemothera-
pie zu einer geringen Erhoéhung der Zahl zirkulierender endothelialer MP
kommt, wobei diese bei Patienten nach 12Gy TBI um etwa die Halfte abnahm.
Die Zahl zirkulierender thrombozytarer MP nahm sowohl nach FLAMSA-
Chemotherapie, als auch nach 12 Gy TBI kontinuierlich ab. Jedoch konnte nur
bei den Studienpatienten mit Konditionierung mit FLAMSA-Chemotherapie ein
Anstieg er Zahl CD62P-positiver MP pro Thrombozyt nachgewiesen werden,

was auf einen hoheren Aktivierungsgrad der Thrombozyten schlieRen lasst.

4.5. Starken und Schwachen

Die vorliegende Arbeit besitzt aus Sicht des Autors Starken und Schwachen. Zu
den Starken der Arbeit zahlt unter anderem die zur Gewinnung, Aufbereitung
und Nachweis der MP verwendete Methode. Diese wurde unter anderem von
Beckermans et al. und Nieuwland et al. in zahlreichen Arbeiten, die viel zum
Verstandnis und der Erforschung der MP beigetragen haben, ebenfalls zum
Nachweis von MP bei unterschiedlichen Fragestellungen herangezogen und ist
als etablierte Methode anerkannt. Durch die Verwendung zellspezifischer Anti-
korper konnte zudem belegt werden, dass es durch die Probengewinnung zu
keiner Zellaktivierung mit hieraus resultierender MP-Bildung gekommen ist.
Eine weitere Starke der vorliegenden Arbeit liegt in der engmaschigen Proben-
gewinnung in der Studiengruppe mit Konditionierungstherapie. Diese ermdglicht
eine Untersuchung einer moglichen Zellaktivierung mit Erhéhung der MP-Zahl
im Verlauf in Abhangigkeit von der Anzahl der unterschiedlichen Konditionie-

rungsmalRnahmen. Ebenfalls als Starke der Arbeit ist die Tatsache zu Werten,
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dass eine Probengewinnung erst nach Zustimmung des Patienten und parallel
zu den geplanten Probengewinnungen zur Therapiekontrolle (Studiengruppe
mit Konditionierungstherapie) bzw. Knochenmarkgewinnung (Studiengruppe
der gesunden Knochenmarkspender) erfolgte. Die zur Bestimmung der MP ge-
wonnen Proben waren zudem von geringen Volumen und damit von geringer
Belastung fur den Patienten. So wurden insgesamt nur 10ml Knochenmark-
aspirat bzw. 10ml venéses Blut je Patient fur die MP-Bestimmung zusatzlich
entnommen, da die Proben fir die Bestimmung der Blutbestandteile Teil der ge-
planten Diagnostik des jeweiligen Patienten waren.

Eine Schwache der vorliegenden Arbeit stellt unter anderem die geringe Fall-
zahl in der Patientengruppe wahrend Konditionierung dar. Diese erlaubt nur
eine descriptive statistische Auswertung der Daten, welche aber teilweise die in
der Literatur bereits beschriebenen Erkenntnisse bestatigen konnte. Mogliche
Fehlerquellen, liegen zudem in der noch weitgehend unerforschten
Halbwertszeit der MP im menschlichen Organismus. Bei einer Halbwertszeit
von funf bis sechs Stunden, wie von unserer Forschungsgruppe beschrieben
[62], waren die Unterschiede zwischen Konditionierungsmaf3inahme und
Zeitpunkt der Probengewinnung zwischen den verschiedenen Patienten und bei
den einzelnen Patienten im Verlauf von Bedeutung. Obwohl die Proben der
einzelnen Patienten jeweils zum gleichen Tageszeitpunkt entnommen wurden,
variieren diese interinduviduell und intraindividuell stark in der Zeitspanne
zwischen Zeitpunkt der Konditionierungsmaf3nahme und der Probengewinnung.
Des Weiteren ist nicht hinreichend geklart wie sich die Ergebnisse durch
unterschiedlich lange Lagerung bei -80°C und den Auftauprozess zur
Probenanalyse von einer direkten Messung unterscheiden. Daten unserer
Forschungsgruppe deuten zwar an, dass die Proben bei -80°C stabil bleiben
und die Ergebnisse vom Auftauprozess unbeeinflusst sind, valide Daten fehlen
aber bislang. Eine Schwéche zeigt sich zudem in der Inhomogenitat der
Studiengruppe in Konditionierungstherapie beztglich der Grunderkrankung und
Therapie. Diese Inhomogenitat erschwert zudem eine Wertung der gewonnen

Daten.
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Auch bei der Studiengruppe der gesunden Knochenmarkspender ist die geringe
Zahl an Studienpatienten kritisch zu werten. Des Weiteren wurden in dieser
Studiengruppe mogliche Einflussfaktoren auf die Zahl zirkulierender MP, wie
z.B. Nikotinabusus, arterielle Hypertonie oder arteriosklerotische Erkrankungen
nicht naher erfasst. Faktoren, welche einen Einfluss auf die Zahl der Knochen-
markmikropartikel haben, wurden bisher in der Literatur noch nicht beschrieben.
Die zum Nachweis der MP verwendeten Farbstoffe und Antikdrper sind zum
grofdten Teil nicht spezifisch und beinhalten damit, wie bereits beschrieben,
eine zu beachtende Fehlerquelle. Zudem konnen Oberflachenstrukturen durch
MP auf Zellen tUbertragen werden. MP aus diesen Zellen exprimieren somit
nicht nur die zellspezifischen Antigene, sondern auch zellfremde, zuvor

Ubertragene Oberflachenstrukturen.
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5. Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit untersuchte zum einen MP im Knochenmarkaspirat
bezuglich ihrer Gesamtzahl und ihres Ursprungs und zum anderen den Einfluss
einer Konditionierungstherapie auf die Anzahl zirkulierender thrombozytarer und
endothelialer MP.

Bei gesunden Knochenmarkspendern enthalt das Knochenmarkaspirat eine
signifikant héhere Gesamtzahl an MP als das peripher vendse Blut. Die Anzahl
der thrombo-/megakaryozytaren MP ist im Knochenmarkaspirat geringer als im
peripher vendsen Blut, wo diese den Hauptbestandteil der MP ausmachen. Die
Zahl der stammzell-, endothelialen und CD63-positiven MP ist im Knochen-
markaspirat hingegen signifikant hoher. Etwa ein Viertel der in dieser Arbeit
bestimmten Annexin-positiven MP im Knochenmarkaspirat sind unklarer
Herkunft. Es ist anzunehmen, dass es sich hierbei um erythrozytare und
lymphozytare MP handelt.

Unbekannt ist, ob das Knochenmark als abgeschlossenes Kompartiment dort
gebildete MP freigeben kann. Eine eingeschrankte Passage der MP koénnte
aber die beobachteten erh6hten MP-Konzentrationen im Knochenmarkaspirat
erklaren. Megakaryozyten strecken dinne Zytoplasmafortsatze in das Sinus-
lumen. An einem Mausmodell wurde gezeigt, dass Megakaryozyten neben
Thrombozyten auch MP abschniren koénnen. Zu welchen Teilen die
zirkulierenden CD61-positiven MP thrombo- oder megakaryozytaren Ursprungs
sind wird in zukinftigen Studien geklart werden missen.

Die Analyse der Proben von Patienten wahrend der verschiedenen Kondi-
tionierungstherapien zeigte, dass es sowohl nach einer Chemotherapie nach
dem FLAMSA-Protokoll als auch nach 12Gy TBI zu einer Abnahme der Zahl
zirkulierender endothelialer und CD61-positiver MP kommt. Insgesamt war die
Studiengruppe zu klein und inhomogen fiir eine inferenzstatistische Aus-
wertung. Die erhobenen Daten stehen aber im Einklang mit publizierten Daten.
Bevor MP in Zukunft im Klinischen Alltag fur die Diagnostik und Therapie ver-
schiedener Erkrankungen bedeutsam werden koénnen, missen verbleibende
Fragen nach der patho- und physiologischen Funktion, der Herkunft und den

Entstehungsmechanismen geklart werden.
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6. Ausblick

Es gibt bereits eine Reihe von Hinweisen fir das Potential von MP als
therapeutisches Hilfsmittel im Bereich der Stammzelltransplantation.

So kdnnen Stammezellen, die durch Stammzellapherese gewonnen wurden, zu
einer schnelleren hamatopoetischen Regeneration fuihren als Stammzellen, die
durch Knochenmarkpunktion gewonnen wurden [152]. Eine mogliche Erklarung
fur diese Beobachtung lautet wie folgt: Durch Stammzellapherese gewonnene
Stamm- und Vorlauferzellen weisen eine hohere Zahl thrombozytarer MP auf
ihrer Oberflache auf [153]. Im Rahmen der Stammzellapherese kommt es unter
anderem zu einer Aktivierung von Thrombozyten und zur Bildung von
thrombozytaren MP [82]. Diese konnen an hamatopoetische Stamm- und
Vorlauferzellen binden und dabei thrombozytaren Adhasionsmolekile wie
CXCR4 und CDG62P ubertragen [154]. Die ubertragenen thrombozytaren
Antigene fuhren zu einer verbesserten Adhasion am Endothel und konnten
somit das sogenannte Homing férdern, das die Wanderung der Zellen aus dem
Blut ins Knochenmark beschreibt.

Zudem konnte gezeigt werden, dass thrombozytiare MP das Uberleben von
menschlichen hamatopoetischen CD34-positiven Vorlauferzellen verlangern
und die Proliferation von Stammzellen stimulieren [155]. Nach Transplantation
von Stammzellen aus Nabelschnurblut kam es zu einer Verklrzung der
Zeitspanne bis zur hamatopoetische Regeneration bei hoher Expression der
beschriebenen Adhasionsmolekilen auf den Spenderzellen [156, 157].
Eventuell kdnnte in Zukunft eine Behandlung von Stamm- und Vorlauferzellen
mit thrombozytaren MP zu einer Beschleunigung des Anwachsens des Trans-
plantats und damit zu einer schnelleren Regeneration der Hamatopoese und
Wiederherstellung des Immunsystems fiihren. Vor einer klinischen Erforschung
der beschriebenen Zusammenhéange gibt es noch eine Vielzahl von Fragen fur
die Grundlagenforschung. So ist zum Beispiel noch zu Kklaren welche
Oberflachenproteine auf den thrombozytaren MP exprimiert werden missen,
um das Homing zu berschleunigen, wie diese MP gewonnen werden kdénnen

und welche Mechanismen zu einer Bindung der MP an die Stammzellen fuhren.
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ALL
AML
Aqua dest.
ARDS
ATG
BOOD
C&C'z
CML
CMV
Cy
DAH
DIC
DM
DMSO
FACS
FITC
FSC
G-CSF
GvHD
Gy
HCI
HIT
HLA
HSCT
IP

KG
MP
MVB
Na,HPO,4
NazCegHs07
NacCl
NaOH
PAF
PBS
PC

PE

PE
PMT
PS
RSV
SM
SSC
TBI

TF
TIA
TTP
VOD

Akute lymphatische Leukamie

Akute myeloische Leukamie
Destilliertes Wasser

Acute respiratory distress syndrom
Antithymozytenglobulin

Bronchiolitis obliterans mit organisierender Pneumonie
Calciumchlorid

Chronisch myeloische Leukamie
Cytomegalievirus

Cyclophosphamid

Diffuse alveolare Hamorrhagie
Diffused intravasl coagulation
Diabetes mellitus

Dimethylsulfoyd
flourescence-activated cell sorting
Fluorescein Isothiocyanate

Forward scatter

Granulocyte-Colony Stimulating Factor
Graft-versus Host Disease

Gray

Salzsaure

Heparininduzierte Thrombozytopenie
Human Leukocyte Antigen
Hamatopoetische Stammzelltransplantation
Interstitielle Pneumonie

Korpergewicht

Mikropartikel

Membrangebundene multivesikulare Korper
Dinatriumhydrogenphosphat
Trinatriumcitrat

Natriumchlorid

Natronlauge

Platelet activating factor

Phosphate buffered Saline
Phosphatidylcholin
Phosphatidylethanolamin
Phycoerythrin

Photomultiplier

Phosphatidylserin

Respiratory Syncytial Virus
Sphingomyelin

Sideward scatter
Ganzkdorperbestrahlung

Tissue factor

Transitorische ischamische Attacke
Thrombotisch thrombozytopenische Purpura
Venoocclusive disease
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