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1. Einleitung

Seit vielen Jahren sind Transfusionen von Thromtergpnzentraten ein wichtiger
Bestandteil der Therapie bei Patienten mit aplestis Anamie, myelodysplastischen
Syndromen, akuter Leuk&mie, chronischen Thrombaeyten sowie bei Patienten nach
Chemotherapie und nach autologer oder allogenenr8z&lltransplantation [1].

Diese Therapie ist nicht nur kostenintensiv, somndauch mit einer Reihe von
Nebenwirkungen verbunden, wie febrile oder allaiges Transfusionsreaktionen, die
mogliche Ubertragung von Infektionen, ,transfusietated acute lung injury* oder eine
Immunisierung des Empféangers [2]. Ein weiteres Rmlbstellt das erhohte Risiko vendser

und arterieller Thrombosen nach Transfusion voroifiroyztenkonzentraten dar [3].

Neben Thrombozyten enthalten Thrombozytenkonzentraedauch thrombozytare
Mikropartikel [4]. Mikropartikel wurden erstmalig om Wolf 1967 als ,dust* in
menschlichem Plasma beschrieben. Dieser ,Staulteliesus Zellmembranfragmenten
die eine Grofl3e zwischen 0,1 und 1)® im Durchmesser haben. Ein Zusammenhang
zwischen Mikropartikeln und Blutgerinnung wurde meitet [5]. Den Hauptanteil von
Mikropartikeln im menschlichen Blut bilden thromlyt@re Mikropartikel [6].
Mikropartikel von anderen Zelltypen erscheinen imeen wesentlich geringeren Umfang

und werden von Leukozyten, Erythrozyten und Endeéten abgeschndrt [7].

Abbildung 1 =zeigt die im Jahr 2000 von Hughes et alertffentlichte

elektronenmikroskopischen Aufnahmen von der Entstghvon Mikropartikeln aus
aktivierten Thrombozyten. Hierfur wurden Thrombeaytmittels HIT-Serum aktiviert,
was zu einer Veranderung der Form, dem Ausbilden ¥seudopodien und der
Abschnirung von Mikropartikeln, mit Pfeilen markjeaus dem distalen Ende der

Pseudopodien fuhrt.



Abbildung 1: Elektronenmikroskopisches Bild von (A) ruhendem Thombozyt,

(B) aktivierter Thrombozyt mit Pseudopodien und begnnender Abschniirung von
Mikropartikeln, (C) freigesetzter Mikropartikel am distalen Ende der Pseudopodien.

[8]

Die Liste von Mikropartikeln anderer Zelltypen wistindig erweitert und ist Gegenstand
aktueller Forschungsprojekte, wahrscheinlich beasitalle zellkernhaltigen Zellen die
Fahigkeit, Mikropartikel bei Aktivierung oder Apayste zu erzeugen [9].

Vieles spricht daflr, dass Mikropartikel eine zaldr Bedeutung der intrazellularen

Kommunikation besitzen.

Es bestand lange die Annahme, dass 70-90 % all®lasma vorhandenen Mikropartikel
von aktivierten Thrombozyten stammen. 2009 konrft@auenhaft et.al. zeigen, dass

Megakaryozyten ebenso CD 61-positive Mikropartikieden kénnen.

Diese unterscheiden sich von den Mikropartikelnciwel von aktivierten Thrombozyten

stammen in der fehlenden Expression von P-SelaothLAMP-1 Rezeptoren [10].

Diese Phosphatidylserin-positiven Partikel werderer Zellkultur von Megakaryozyten
des Menschen wie auch der Maus gebildet und stedien grof3te Population der

thrombozytaren Mikropartikel im Plasma gesunder s8éfen dar.

Wenngleich die Erkenntnis, dass thrombozytare Mikrtkel vor allem von
Megakaryozyten abstammen, weitere wissenschaftidtecherung erfordert, so konnte

doch schon nachgewiesen werden, dass CD 61 pdGiiivé2-P negative Mikropartikel

2



nach Bestrahlung des Knochenmarkes, dem Sitz deyakéeyozyten, weitestgehend
verschwinden [11], CD 61 positive/CD 62-P positM&ropartikel hingegen nach einer

solchen Behandlung weiterhin in unveranderter Hoheenschlichen Blut persistieren.

Es ist allgemein anerkannt, dass thrombozytare dpdatikel, wie alle anderen
Mikropartikel auch, einen interzellularen Transfen bioaktiven Molekilen, wie Lipiden
oder Oberflachenrezeptoren und auch Enzymen eram@gli und dartber hinaus in der
Lage sind, die Funktion der Zielzelle zu beeinfers§l2-15].

Dieser rasch anwachsende Erkenntnisgewinn in Viewbge und Funktion von
Mikropartikeln begrindet den grof3en wissenschéatic Drang, diese faszinierende
Population des menschlichen Blutes weiter zu edgiinda sich diesbeziglich mit jeder

neuen Erkenntnis auch sofort neue faszinierendgeBtallungen ergeben.

Es sind bis heute zwei Wege der Entstehung von d@iaitikeln bekannt: Apoptose und
Zell-Aktivierung [9, 16].

Als Ausloser fiir die Aktivierung kdnnen unterschielaste Ursachen ausgemacht werden:
Thrombozyten beispielsweise werden durch ThromBDP, Komplement Faktor C5b-9
oder einwirkende Scherkrafte aktiviert [12, 17-25].

Endothelzellen, Monozyten, Leberzellen und kleineskklzellen der Arterien werden
durch bakterielle Lipopolysaccharide, Zytokine wiean Beispiel TNFe oder Interleukin
1, den Komplement Komplex C5b-9 oder Wasserstafiyidraktiviert [26-32].

Abbildung 2 beschreibt den Mechanismus der Mikrbkelfreisetzung. Hierbei ist der

intrazellulare Calziumspiegel der Zelle von groBedeutung. Innerhalb weniger Minuten
nach dem Einwirken der aktivierenden Substanz konesitzu einem Anstieg des
zytosolischen Calziumspiegels, welcher Kinasen vakt, Phosphatasen hemmt und
Calpain aktiviert. Dies fuhrt dazu, dass sich Bedtaile des Zellmembranskelettes, wie
Talin abbauen und es zum Verlust der Membranirntggkommt. Erst hierdurch wird die

Freisetzung von Mikropartikeln mdglich [16, 21, 23; 29, 33-39].



Zellaktiverung

mRNA Transfer
Gerinnungsfaktoraktivierung
Zellaktivierung
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Mikropartikel
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A Negativ geladene Phospholipide
®

Abbildung 2: Mikropartikel-Entstehung und -Funktion

Negativ geladene Phospholipide werden im Laufe Méropartikel-Entstehung und
-Freisetzung von intrazellular an die Oberflachanstoziert und kdénnen somit zur

Identifikation der Ursprungszellen benutzt werden.

Die dabei entstehenden Mikropartikel unterscheisieh in Gré3e, Form, Phospholipid-
und Protein-Zusammensetzung. Mikropartikel bestehaans einer Phospholipid-
Doppelschicht. Wahrend bei ruhenden Zellen neggiadene Phospholipide nur an der
Innenseite der Zellmembran vorkommen, sind diesgatine geladenen Lipoproteine
Bestandteile der Aullenseite von Mikropartikeln. rbig@ sind unter anderem

Phosphatidylserin und Phosphatidylethanolamin vuatba.

Diese Tatsache erklart den Effekt auf die Blutganimg von Mikropartikeln, da das
negativ geladene Phosphatidylserin Gerinnungsfaktbmden kann [18, 21, 40-42].

Thrombozytare Mikropartikel kénnen als solche Uber Expression einer Reihe von
Proteinen erkannt werden, wie zum Beispiel P-Seletttegrin 33, Glykoprotein p 53
oder Granulophysin. Zudem ist hiermit die Untersthieg mdglich, ob es sich um
ruhende oder aktivierte Thrombozyten handelt [18,48-46].



Mikropartikel anderer Gewebe zeigen entsprechenberf@chenproteine, so dass eine
Zuordnung zur Ursprungszelle mdglich ist. So konmemnspielsweise E-Selectin und
VE-Catherin zum Nachweis endothelialer Mikropartikenutzt werden [47, 48]. Daneben
prasentieren Endothel-Mikropartikel auch eine weit&ielzahl von Proteinen, inklusive

HLA-Antigenen auf ihrer Oberflache [49].

Auch thromboyztare Mikropartikel sind in der LagetEindungsreaktionen auszuldsen.
Dabei wird Uber Mikropartikel als Transporter Aradnsaure an Endothelzellen gebracht.
Dort folgt Uber eine erhdhte Expression von CD 5de everstarkte Adhésion von
Leukozyten, welche in das Endothel eindringen urmdt ckine Zytokin vermittelte

Entzindung auslésen [50-52]. Erhdhte Mengen an dgiatikeln wurden im

Zusammenhang mit verschiedenen Erkrankungen dessdiien dokumentiert. Hierzu
zahlen sowohl GefalRerkrankungen, als auch Diab&tasymata und verschiedene Arten

von Malignomen [53-59].

Berkmans et al. [6] konnten 2001 zeigen, dass imt Blon gesunden Personen
Mikropartikel verschiedener Gewebe in unterschawir Anzahl vorkommen. Hierbei
fanden sich thrombozytare Mikropartikel in einerzahl von im Mittel 237 x 191 , als
auch Mikropartikel erythrozytharen Ursprungs von Mittel 28 x 16/l , sowie von
Granulozyten im Mittel 46 x £ und Mikropartikel von Endothelzellen von im Mitt
64 x 16/,

Ebenso bekannt ist das Vorhandensein von Mikrdgartiin Thrombozytenkonzentraten.

Diese konnen sowohl in mittels Apherese hergestellKonzentraten nachgewiesen
werden, als auch in gepoolten Konzentraten [1].

Dabei konnte ein Zusammenhang zwischen Art der @awig und der Hohe der
Mikropartikel-Anzahl wie auch ein Einfluss von Lagegsbedingungen auf die

Mikropartikel Entwicklung nachgewiesen werden [B].6

Die fur die Gewinnung von Thrombozytenkonzentrabemoétigten Spender sind gemal
den Richtlinien zur Gewinnung von Blut und Bluttzestteilen und zur Anwendung von
Blutprodukten (Hamotherapie) ausschlief3lich gesuBeachsene im Alter zwischen 18
und 68 Jahren [61].

Die in dieser Arbeit untersuchten Thrombozytenkomzte wurden alle durch das
Verfahren der Apherese hergestellt. Hierbei werd@ellseparatoren fur die

Thrombozytenapherese verwendet. Es kbnnen dabéeMasahren zum Einsatz kommen:



Ein kontinuierliches und ein diskontinuierlichesei@ Techniken basieren auf der
Separation von Blutkomponenten nach Dichte und &rBlér Spender ist dabei direkt mit
der laufenden Zentrifuge verbunden, die mit mels 2000 U/min. arbeitet und so
plattchenreiches Plasma herstellt [62]. Zellsepaest mit diskontinuierlichem
Wirkprinzip entnehmen und verarbeiten kleine MenBért und retransfundieren die nicht
bendétigten zellularen Elemente, bevor eine neuegdddlut entnommen und separiert
wird. Kontinuierlich arbeitende Zellseparatorenrakieren die zellularen Elemente aus
dem ununterbrochen durchflieenden Blut [63]. Diehihbendtigten Zellkomponenten
werden dabei bereits wahrend der Extraktion foflad an den Spender zurlickgegeben.
Thrombozytenkonzentrate, die in der automatischdmombozytapherese gewonnen

werden, sind Einzelspender-Konzentrate.

Nach den "Richtlinien zur Gewinnung von Blut undiBlestandteilen und zur Anwendung
von Blutprodukten (Hamotherapie)* muss das Thromgtagzheresekonzentrat wie auch
das leukozytendepletierte Thrombozytapheresekoratenehr als 2 x I Thrombozyten

pro Transfusionseinheit enthalten [61].



2. Zielsetzung

Die Zielsetzung der vorliegenden Arbeit ist esgéide finf Fragen zu beantworten:

1. Wie hoch ist die  Anzahl thrombozytéarer Mikropartike in
Thrombozytenkonzentraten verglichen mit der Anzabh Mikropartikeln in

.Normalpersonen*, also potentiellen Spendern?

Da Mikropartikel unter anderem thrombogene Eigealien besitzen, erscheint
eine Untersuchung von Mikropartikeln im Zusammerghamt Transfusionen von
Thrombozyten sinnvoll, um ein tieferes Verstandiaiser mogliche Folgen von

Mikropartikel-Ubertragung zu erlangen.
2. Lassen sich in Thrombozytenkonzentraten endotleeliBkropartikel nachweisen?

Dies  erscheint  wahrscheinlich, da Dbei der  Hergtgllu von
Thromboyztenkonzentraten ein Anreicherungsverfalmem Einsatz kommt, in
dem mittels Zentrifugation plattchenreiches Plagntsteht und dabei vermutlich

auch im Blut befindliche endotheliale Mikropartikeigereichert werden.

Um eine HLA-Antigen Belastung fur den Empfangerrsedrig wie moglich zu
halten, werden verschiedenen Verfahren sowohl ber Herstellung der

Thrombozytenkonzentrate als auch bei deren Traiesfzsim Einsatz gebracht.

Da endotheliale Mikropartikel HLA-Eigenschaften dgsenders tragen, wirde eine
erhohte Anzahl endothelialer Mikropartikel in Throozytenkonzentraten
maoglicherweise eine transfusionsbedingte Immunisigr des Empfangers

begiinstigen.

Aus diesem Grunde wurde die Menge von endotheliMémopartikeln im Blut
von Spendern und in mittels Apherese gewonnenewnitwzytenkonzentraten

untersucht.



3. Besteht ein Unterschied in der Anzahl von Mikrojath, thrombozytdren und
endothelialen Ursprungs bei unterschiedlich larigagerungszeit der Konzentrate

vor Transfusion?

Eine Beantwortung dieser Frage erscheint von lasereda die transfundierten
Thrombozytenkonzentrate eine unterschiedlich largeerungsdauer hatten.
Bisher wurde diese Frage noch nicht untersucht. viesde lediglich die
Veranderung der Gesamtzahl von  Mikropartikeln  wablre eines
Lagerungsvorgangs néher beleuchtet. Eine Spezifizievon Mikropartikeln in

gelagerten Thrombozytenkonzentraten wurde jedaddfit biurchgefihrt.

4. Fuhren ,mit-transfundierte® Mikropartikel unmittedb nach Transfusion eines
Thrombozytenkonzentrates zu einer Erh6hung des nRgsegels von

Mikropartikeln im Patienten?

5. Kann fur transfundierte Mikropartikel eine Halbwsaeit kalkuliert werden?

Auch diese Fragestellungen wurden bisher nochysiesatisch untersucht.

Zur Klarung dieser Frage wurde Patienten Uber edeimierten Zeitraum nach der
Transfusion von Thrombozytenkonzentraten Blut emmen und die

Konzentration sowie die Art der Mikropartikel urgacht.

Beobachtet wurden Mikropartikel von ruhenden undivadten Thrombozyten
sowie von Endothelzellen. Diese Werte wurden mitem vor Transfusion

bestimmten Ausgangswert der Patienten verglichen.



3. Material und Methoden

3.1. Studiendesign

3.1.1. Patientenkollektiv

Das Patientenkollektiv wurde von November 2006Habruar 2007 an der Medizinischen
Klinik 11l des Klinikums Grof3hadern, der Ludwig Memilians Universitdt Minchen mit

Schwerpunkt Hamatologie und Onkologie rekrutiert.
Untersucht wurde das Blut von Patienten mit folggn@rundkrankheiten:
» akute lymphatische Leukéamie
» akute myeloische Leukamie
* Osteomyelosklerose
* Multiples Myelom
» chronisch myeloische Leukamie
» schwere aplastische Andmie

Im Rahmen der Behandlung bekamen die Teilnehmeaddtietender Thrombozytopenie
(< 20 G/I) Thrombozytenkonzentrate. Die Schwelle Zvansfusionspflichtigkeit wurde
mit 20 G/l festgelegt. Aufgrund der Grundkrankheier Empfanger wurden alle
Thrombozytenkonzentrate vor der Transfusion mit G bestrahlt und Uber einen
Leukozytenfilter transfundiert. Samtliche Patientgaren negativ auf HIV, Hepatitis B

und Hepatitis C getestet und hatten zum ZeitpuakiSdudie keine akute Infektion.

3.1.2. Kontroll-Gruppe

Eine Gruppe aus 36 freiwilligen Personen im Altemv1l8 bis 70 Jahren, allesamt
Nichtraucher, anamnestisch ohne thrombotischergiisse und ohne Medikation diente
als Kontrollgruppe. In Ubereinstimmung mit den Ragdes Klinikums GroRRhadern
wurden alle Teilnehmer der Studie umfassend aufgeldlle Spender willigten danach in
die Untersuchung und Auswertung sowie die Verofigming der Ergebnisse der Studie

schriftlich ein. Ein positives Votum der Ethik-Konssion der LMU Muinchen wurde



eingeholt.

3.1.3. Herstellung der Thrombozytenkonzentrate

Alle Thrombozytenkonzentrate wurden aus dem pergrh@&lut von einzelnen Spendern
mittels eines Trima TM Accel (Software Version 5QaridianBCT, Lakwood, USA)
hergestellt und bei 22 °C +/- 2 °C auf einer Dur@uinungseinheit (Trima TM platelet set
cat 80000; Matrtinsried, Deutschland) fur eine rardl Zeit von 4 (1-5) Tagen gelagert.

e 1Tag: n=3
* 4 Tage:n=3
» 5Tage:n=5

Die Plattchen-Anzahl pro Beutel lag bei 1163 (8834) G/I Thrombozyten. Die Menge
pro Beutel entsprach einem Volumen von 246 (238-2@82Nach der Herstellung wurden
die Plattchen in Spenderplasma, versetzt mit ACORAsiner Konzentration von 0,1ml/ml
Losung gelagert. Unmittelbar vor Transfusion wurdenKonzentrate mit 30 Gy bestrahlt.

3.1.4. Probengewinnung

Es wurden insgesamt vier Vollblutentnahmen prodpaturchgefihrt. Vor der Entnahme
der Proben aus einem liegenden Hickman KathetedevuflO ml zentralvendses Vollblut
entnommen und verworfen. Die erste Entnahme fandBaginn der Thrombozyten-

Transfusion statt, die zweite Abnahme erfolgte dtetiar nach der Transfusion, nach
einer Stunde folgte die dritte Entnahme und diet®iBlutprobe wurde nach drei Stunden
genommen. Des Weiteren wurde eine Probe aus dembozytenkonzentraten asserviert.

Die Blutentnahme der Kontroll-Gruppe wurde, um efiigivierung der Blutbestandteile
zu vermeiden ohne Stauung der Vene durchgefuhet.Hdtnahme der Proben erfolgte in
Citratrohrchen der Fa Sarstedt S-Monovette Citmalt Blach der Blutabnahme wurden die
Proben durch mehrmaliges vorsichtiges Schwenkemigeht. Die Proben wurden
innerhalb von 15 Minuten nach Abnahme ins Laboraett und weiterverarbeitet.

Im Labor wurden die Citratréhrchen sofort fir 20nMien bei 20°C mit 1550g in der
Zentrifuge Mikro 22R der Firma Hettich, zentrifugie
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Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand biginem Abstand von einem Zentimeter

Uber dem Sediment abpipettiert.

Das so gewonnene Serum wurde in einem RéhrcherF@&»n 15ml Polystyren Conical

Tube) gesammelt und durch langsamen Schwenken sartni

Anschlie3end wurden jeweils 300ul Serum in Mikrdni@aibréhren (1,5ml PP) der Firma
Sarstedt abgefuillt.

Die Schraubrohren wurden zum Schockgefrieren fir 2€kunden senkrecht in
Flissigstickstoff getaucht und anschlie3end furdestens 15 Minuten im Stickstoffbad

belassen, um die Proben zu stabilisieren.

Nach dem Schockgefrieren wurden die Proben bei°@0m Tiefklhlschrank bis zur

Weiterverarbeitung gelagert.

3.1.5. Laborwerte

Fur jeden Patienten wurden am Institut fir Klins€@hemie am Klinikum Grof3hadern die

Anzahl der Thrombozyten zu jedem Abnahmezeitpuektibhmt.

3.1.6. Berechnung der Messwerte

Die Anzahl der Mikropartikel prl Plasma wurde tber folgende Formel, entsprechend

Beckermans RJ et al. 2001, errechnet:

Mikropartikel /pl = N x (100ul/5 pl) x (950l / V') x (1P / 250pul)

N = Absolute Anzahl der Mikropartikel, welche Ulake FACS-Analyse bestimmt werden
V = tatsachlicher Einzug des Gerates
100ul = Gesamtvolumen der aufbereiteten Mikropartikel
5 ul = Menge der fur die Messung verwendeten Mikragalthsung
950 ul = Gesamtvolumen der Probe vor der Messung
(Mikropartikellésung + Antikorper + Puffer)

250ul = urspriingliches Volumen der Probe vor der Milediielisolation

11



3.1.7. Statistik

Die Auswertung der Daten erfolgte unter Beratung destituts fur medizinische
Informationsverarbeitung, Biometrie und Epidemiadbogder Ludwig-Maximilians-
UniversitatMinchen, Leitung Herr Prof. Dr. Mansmann, durchuFvarena Hofmann und

Herrn Dr. Alexander Crispin.

Die Datenerfassung erfolgte mit dem Programm E2@eBER-2 der Firma Microsoft auf

einem Personal Computer. Fiur die Bearbeitung derDaurde das Programm SPSS

(Version 17.0, SSPS Inc., Chicago, IL, USA) fur \bmwsangewendet. Die Daten wurden
deskriptiv mit Hilfe von Median, Mittelwert, Standbweichung, Minimal- und
Maximalwert dargestellt.

Unabhangige Variablen wurden mit Hilfe des Mann ivy-U und des Fischers™ Exakt

Tests beurteilt, abhangige Parametern mit Hilfe\Wldsoxon-Vorzeichentests.

Signifikanz wurde fur p Werte kleiner 0,05 angenosnm

3.2. Durchfluf3zytometrie

3.2.1. Prinzip der Durchfluf3zytometrie

Die Durchflusszytometrie ist eine Methode zur Asalywon Einzelzellen in Suspension.
Sie basiert auf der Messung von Fluoreszenz- umeul8thteigenschaften der Zellen.
Anders als bei der Fluoreszenzmikroskopie kann emem Durchflusszytometer die
simultane Messung der relativen ZellgroRe, der deartdt und maximal drei

verschiedener Fluoreszenzfarben vieler Einzelzétiemenigen Sekunden getatigt werden.

Uber einen angeschlossenen Computer werden dieberbn Daten verarbeitet und
gespeichert. Daflr werden die wahrend der Messwigetenden Lichtemissionen in

numerische Signale umgesetzt.

Die Analyse der Zellen erfolgt in einem konstantBhissigkeitsstrom. Durch die
umgebende Tragerflissigkeit werden die Zellen Hesadigt, Zellaggregate aufgetrennt
und die Zellen erreichen nacheinander den Analygdpwieser Vorgang wird hydro-

dynamische Fokussierung genannt.

Am Analysepunkt trifft der monochromatische Lasest auf die durchstromende Zelle.
Die entstehenden Streulicht- und Fluoreszenzsignalelen mit Hilfe von Spiegel- und

Filtersystemen erfasst und konnen logarithmischliwesar dargestellt werden.

12



3.2.1.1. Messung der Lichtstreuung

Die Lichtstreuung kommt durch die Wechselwirkungeei Zelle mit dem einfallenden
Lichtstrahl zustande. Hierbei wird der grof3te Laoiteil in Vorwartsrichtung gestreut.
Dieses Licht wird als Vorwartsstreulicht (forwardht scatter [FSC]) bezeichnet und ist

ein Malf3 fur die Zellgrol3e, d.h. kleine Zellen seewveniger.

Das im rechten Winkel zum einfallenden Laserstgddtreute Licht ist abhangig von der
intrazellularen Granularitat und von Oberflacheeagchaften der Zellen; es wird

Seitwartsstreulicht (side scatter [SSC]) genannt.

3.2.1.2. Messung der Fluoreszenz

In der analytischen DurchfluRzytometrie werdendekiihlte Argon-lonenlaser verwendet,

die Licht einer Wellenlange von 488 nm generieren.

Aus diesem Grund werden in der DurchfluRzytometoe allem Fluoreszenzfarbstoffe
verwendet, die sich bei dieser Wellenlange anredgssen, jedoch verschiedene

Emissionsmaxima besitzen.

Das von uns verwendete DurchfluRzytometer FACSear-ttma Becton Dickinson ist in
der Lage drei verschiedene Fluoreszenzfarbstoffé drei verschiedenen Kanalen
aufzuzeichnen, sofern diese sich in ihren emittiées Wellenlangen unterscheiden.

Die Detektionswellenlange von Kanal 1 liegt bei 580, von Kanal 2 bei 585 nm und von
Kanal 3 bei 650 nm.

An Fluoreszenfarbstoffen verwendeten wir Fluorastzsocyanat (FITC, mittlere
Emissionswellenlange = 525 nm) das wir auf Kanahdl3en, sowie Phycoerythrin (PE,

mittlere Emissionswellenlange = 575 nm), das wirkanal 2 registrierten.

Durch das Koppeln der Fluoreszenzfarbstoffe an rkionale Antikdrper, die gegen
spezielle Antigene auf den zu analysierenden Zelggrichtet sind, erfolgt die

Zellidentifikation.
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3.2.2. Antikorper zur Bestimmung von Mikropartikeln

Mikropartikel exprimieren wahrend ihrer Entstehuagf ihrer Oberflache verschiedene
Bestandteile der Ursprungszelle, hierzu gehdrerspiesweise Phospholipide oder

Proteine.

Diese, bei ruhenden Zellen nur intrazellular vorkeemden Bestandteile, zum Beispiel
Phosphatidylserin, Phosphatidylethanolamin, P-3aldategrin 33, Glykoprotein p 53
oder Granulophysin, kénnen hierzu mittels spezigscAntikorper markiert und somit

identifiziert werden.

3.2.2.1. Unspezifischer Farbstoff Annexin-V-FITC (QP-120F)

Phosphatidylserin befindet sich normalerweise afldnenseite der Zellmembran einer
ruhenden Zelle. Wahrend der Entstehung von Mikittgedn wird unter anderem
Phosphatidylserin auf die Aul3enseite der Membranstoziert. Annexin-V bindet
spezifisch an Phosphatidylserin. Durch Markieruong Zellen mit Annexin-V kann man

somit Mikropartikel durchflusszytometrisch nachvegig64].

Annexin-V wurde hierfur von 1Q Products, Groning&hge Netherlands bezogen.

3.2.2.2. Isotypen-Kontrolle mittels IgG1-PE (A07796

Um eine im Verlauf einer Analyse auftretende unggehe Bindung eines spezifischen
Antikorpers an Mikropartikeln zu erkennen, musste ésotypiekontrolle erfolgen. Hierzu
wurde Isotyp-lgG1l Antikorper eingesetzt. Dieser @eurvon der Firma IQ Products,

Groningen, The Netherlands bezogen.

3.2.2.3. Antikorper gegen Integrin 33, CD 61-PE (5r54)

Integrin B3 ist ein transmembrandses Glykoprotam|ches sich auf Zellen aus der
Megakaryozyten-Linie befindet. Es findet sich cQ0@0 Mal auf der Oberflache von
Thrombozyten. Seine Funktion ist die Beteiligungdem Bindung von Fibrinogen an die
Oberflache des aktivierten Thrombozyten. PE getab&htikrper gegen CD 61 kénnen

somit zum Nachweise von Mikropartikeln aus Thromiteaz verwendet werden [43].

Der CD 61-PE gelabelte Antikdrper wurde von demnfarBD Biosciences, Heidelberg,
Germany geliefert.
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3.2.2.4. Antikorper gegen E-Selectin, CD 62 E-PE%%145)

Das Glykoprotein E-Selectin, auch endotheliale teayke adhesion molecule-1; ELAM,
wird von aktivierten Endothelzellen gebildet. Eg Iseteiligt an der Adhasion von
Leukozyten am Endothel und spielt somit bei delammatorischen Reaktion eine Rolle.
Monoklonale Antikdrper gegen E-Selectin konnen lolg zum Nachweis von

endothelialen Mikropartikeln benutzt werden [47].

Der PE gelabelte CD 62E Antikorper wurde UberFklrena BD Biosciences, Heidelberg,

Germany bezogen.

3.2.2.5. Antikorper gegen P-Selectin, CD 62 P-PEXPM 1759)

P-Selectin ist mit 140 kDa das grol3te Protein ade@in Gruppe. Weitere Bezeichnungen
fur P-Selectin sind CD 62-P, Granule Membrane Rroid0 (GMP-140), und Platelet
Activation-Dependent Granule to External Membranadin (PADGEM). P-Selectin wird
nach Stimulation in a-Granules von aktivierten Thbwzyten und Endothelzellen gebildet.
Seine Funktion ist die Beteiligung an der Adhasim Leukozyten am Endothel.
Antikdrper gegen CD 62 P werden daher zum Nachualdisierter Thrombozyten benutzt
[44].

Dieser Antikorper wurde von der Firma Immunotectarséille, France geliefert.

3.2.2.6. Antikorper gegen LAMP 3, CD 63-PE (PN IM 214U)

CD 63 wurde als Thrombozyten aktivierendes Antiggentifiziert. Es entstammt der
Gruppe der Tetraspanin Proteine. Es spielt eindeR@i der Adhasion von Leukozyten,
membranstandiges Glykoprotein Granulophysin, awggbdomal-membrane-associated
glycoprotein 3, LAMP 3 sind Synonyme. Zum Nachweis Mikropartikeln aktivierter
Thrombozyten kénnen somit monoklonale Antikérpegege CD 63 verwendet werden
[45].

Dieser Antikorper wurde uber die Firma Immunotddayseille, France bezogen.

15



3.2.3. Mischungs- und Verdiunnungsverhaltnis der vevendeten Antikorper

Die funf genannten Antikdrper wurden im jeweiligeNischungsverhaltnis mit
Calciumpuffer versehen und anschlieBend fir 5 Minuiei 13000 RPM 18°C Bremse 0
zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde jewailie obere Halfte der Antikdrperlésung
abgenommen und in Reagiergefal3e (1,5ml PP) demaFaanstedt zur Weiterverarbeitung
gegeben. Die untere Halfte wurde verworfen. Die &in-V-FITC Loésung wurden
ebenfalls im jeweiligen Mischungsverhaltnis mit €am-Puffer versehen, aber nicht

zentrifugiert.

Insgesamt wurden funf verschieden Antikorpermisgeamhergestelt.

* Annexin-V-FITC Leerprobe

e Annexin-V-FITC + IgG1-PE Isotypen-Kontrolle

* Annexin-V-FITC + CD 61-PE ruhende Thrombozyten

e Annexin-V-FITC + CD 63-PE aktivierte Thrombozyten
* Annexin-V-FITC + CD 62 P-PE aktivierte Thromboayte

* Annexin-V-FITC + CD 62 E-PE aktivierte Endotheleel

Die endgultigen Mischungsverhaltnisse waren:

* Annexin-V-FITC 1:100
« CDG61-PE 1:100
« CD63-PE 1:20
« CD62P-PE 1:100
« CD62E-PE 1:2

3.2.4. Verdinnungs-, Stamm- und Puffer-Loésungen
Zur Herstellung von Probenansatzen wurden versehe@ufferlésungen hergestellt.

Vor der Verwendung der Pufferldosungen wurden dregedem pH-Meter Inolab PH720
mit Temperaturfuhler TFK 325 der Firma WTW (Weilimei Deutschland) gemessen.
Abweichungen vom physiologischen pH-Wert (7,36-Y,48irden durch Zugabe von
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einmolarer Salzsdure oder einmolarer Natronlauggelichen.

Nach der erfolgten pH Einstellung wurden die Pufguingen durch den
Spritzenvorsatzfilter Minisart NML (0,2um) sterltfiert.

3.2.4.1. Phosphat gepufferte Kochsalzlosung (PBSPhosphate Buffered Saline)

Zur Herstellung des PBS-Puffers wurden 9g Natridorath (NaCl) (=154mmol/l NaCl
0,9%) und 0,25 g Di-Natrium-Hydrogenphosphat A8RO;) (=1,4mmol/l NaHPQ,) in
1000ml Aqua dest aufgeltst. Dieser Puffer wurde Raumtemperatur gelagert und

maximal zwei Wochen lang verwendet.

3.2.4.2. Calciumstammldsung

Zur Herstellung der Calciumstammlésung (=0,1mo#d0E) wurden 1,47g Calciumchlorid

(CaCb) in 100ml destilliertem Wasser (Aqua dest.) gelost

Bei Lagerbedingungen von +2 °C bis +8 °C kann dmes&imal zwolf Monate gelagert

und verwendet werden.

3.2.4.3. Citratstammlésung

Fur die Citratstammlésung (=124mmol/l #gHsO;) wurden 3,2 Gramm Tri-
Natriumcitrat (NgCsHs0O;) in 100ml Aqua dest. aufgeltdst. Bei Lagerbedingamgon

+2 °C bis +8 °C kann diese maximal zwei Monate getaund verwendet werden.

3.2.4.4. Calciumpuffer

Zur Herstellung des Calciumpuffers wurden 39 ml RBE ein ml Calciumstammlésung

vermischt.

3.2.4.5. Citratpuffer

Zur Herstellung des Citratpuffers werden 27 ml P&® drei ml Citratstammldsung

vermischt.
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3.2.5. Probenansatze

Nach der Entnahme aus dem —-80 °C Tiefkuhlschranidevudie Proben langsam uber

mindestens eine Stunde im Eiswasserbad aufgetaut.

Die jetzt flussige Probe wurde durch vortexen (€erGenie 2TM der Firma Bender &

Hobein AG, Zurich, Schweiz) homogen gemischt.

Nachdem 25Qul der Probe in eine Mikro Schraubrohre (1,5 ml EB) Firma Sarstedt
geflllt und diese bei 17570 g, Bremse eins und 2fC30 Minuten in der Zentrifuge
Mikro 22R, der Firma Hettich, zentrifugiert worderwaren, erfolgte die

Weiterverarbeitung.

Nach Entfernung von 2256 Uberstand von der dem Pellet fernen Wandseitedevaas
verbliebene Mikropartikel Pellet mit 2gb Citratpuffer (3,2% Trip-Natrium-Citrat)
resuspendiert und anschlieBend fur 30 Minuten B&7Q g, Bremse eins und 20°C erneut
zentrifugiert. Der zentrifugierten Probe wurden dasum 225l entnommen und das
Mikropartikel Pellet wurde mit 748 Citratpuffer resuspendiert. So wurden @&DO

Mikropartikelldsung fur die Mikropartikelmessungvgennen.

Im Anschluss wurden sechs FACS-RoOhrchen fur diehsegerschiedenen Proben
beschriftet. In ein R6hrchen wurde nunuBEitrat-Puffer gegeben, die Annexin-V- FITC
Leerprobe. In die dbrigen funf Kavetten, wurden flie Antikbrperproben jeweils 3b
Calcium-Puffer gefullt. Zu den FACS-R6hrchen demaxin-V-FITC-Leerprobe, der IgG-
PE Probe, der CD 61-PE-Probe, der CD 62E-PE-PadyeCD 63-PE-Probe und der CD
62P-PE-Probe wurden jeweilsibgevortextes Annexin-V-FITC zugegeben.

Zu den Antikorper-FACS-Ro6hrchen wurden im néachsteahritt jeweils ol des

entsprechenden aufbereiteten Antikorpers zugeftgt.

Im letzten Schritt wurde nun noch in jedes der fenbbe-FACS-ROhrchen jeweilgul5
Mikropartikelldsung zugegeben. Vor dem Pipetierammde die Mikropartikelldsung ein
bis drei Sekunden gevortext und dadurch gemisciat.Hboben wurden anschliel3end bei
Raumtemperatur in Dunkelheit fur finfzehn Minutehkubiert.

Nach der Inkubation wurde die Reaktion durch Zugatrejeweils 90Qul Calcium-Puffer
zu den Antikorper-Proben und jeweils 900Citrat-Puffer zu der Annexin-V-Leerprobe

gestoppt.
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3.2.6. Mikropartikel Messung mit FACScan Flow Cytoneter

Die so aufbereiteten Proben wurden mit dem FAC%taw Cytometer, der Firma Becton
Dickinson (Heidelberg, Deutschland) mit zugehorigeell Quest Software der Firma

Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland) gemessehausgewertet.

Um die Detectionsleistung des Argonlasers zu vedres wurde dieser von einem
Techniker der Firma Becton Dickinson neu justiebies war notwendig, da die
gemessenen Mikropartikel wesentlich kleiner sind|s adie sonst in der

DurchfluBzytometrie zu messenden Zellen.

Vor der Messung wurden die Proben durch vortexaewgrgemischt. Alle Proben wurden
fur eine Minute mit einer Geschwindigkeit von @dmin. eingesogen.

Zur Uberpriifung des tatsachlich eingezogen Volumemnsde taglich eine Probe mit
destilliertem Wasser fur zehn Minuten gemessenes.dem Gewichtsunterschied vor und
nach dem Einzug wurde die tatsachliche Geschwirdigknit der das Gerat die Proben

ansaugt ermittelt.

Dieser Wassereinzug, betrug im Durchschnitt 50¢80 Die so taglich ermittelten
Geschwindigkeiten wurden in die Auswertung mit emsghnet. Der Forward Scatter
(FSC, Vorwartsstreulicht) und der Side Scatter (SS€itwartsstreulicht) wurden nach
logarithmischen Parametern eingestellt. Zur Bestimgnder unteren Nachweisgrenze
wurden Negativkontrollen mit unspezifisch bindend&hTC- bzw. PE-gelabelten
Antikorper verwendet. Als obere Nachweisgrenze wukbllblut gemessen. Hierbei

wurde die Region unterhalb der ThrombozytengroB@karen Nachweisgrenze erklart.

Die Mikropartikel wurden anhand ihrer Gro3e, zwesch0,1 und 1,0 um (FSC), ihrer
Dichte (SSC) und ihrer Bindungsfahigkeit bezighaimexin-V detektiert.
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Abbildung 3: Identifikation von Mikropartikel in der Durchflul3z ytometrie

(a) Mikropartikel wurden in vorangegangenen Messungls Teilchen mit einer Grole
zwischen 0,1 und 1,0 um identifiziert (R 1)

(b) Als Negativkontrolle wurde unspezifisches Ig@duAnnexin-V in Calcium freier

Pufferlosung gemessen (R 2)
(c) Mittels Zugabe von Calcium wurden Mikropartikeispezifisch markiert. (R 3)

(d) Mit Annexin-V und einem spezifischen Antikorpaarkierte Mikropartikel finden sich
in (R 4)

3.2.7. Gerate und Software

 FACScan Flow Cytometer mit Cell Quest Software Bema Becton Dickinson,

Heidelberg, Deutschland
» Zentrifuge Mikro 22R der Firma Hettich, Tutting, @iechland
» Zentrifuge Hermle ZK380, Gosheim, Deutschland

* PH-Meter Inolab PH720 mit Temperaturfihler TFK 32®&r Firma WTW,

Weilheim, Deutschland

* \Vortex Genie 2TM der Firma Bender & Hobein AG, Ziiri Schweiz
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3.2.8. Verarbeitungszubehor

Mikro Schraubréhre 1,5ml PP (RF 72.692.005), Fir@arstedt, Numbrecht,

Deutschland
Reagiergefal3e 1,5ml PP (RF 72.690) Sarstedt, Niohigeutschland

BD Falcon 5ml Polystyren Round-Bottom-Tube, 12x27(®#& 352052) Firma BD
Biosciences, Bedford (USA)

BD Falcon 15ml Polystyren Conical Tube 17x20mm Bema BD Biosciences,
Bedford, USA

Pipettenspitzen epT.l.P.S. Standard in den Gro3&R2@ul, 2-200ul und 200-
1000ul der Firma Eppendorf AG aus Hamburg, Deugsahl

Costar Stripetten in den Gréf3en 10ml und 5ml den&iCorning, NY, USA
Spritzenvorsatzfilter Minisart NML 0,2um der Firrietaris AG, Baar, Schweiz

20ml Spritzen BD Discardit Il der Firma Becton Ditkon, Heidelberg,

Deutschland

EDTA-ROhrchen, S-Monovetten 2,3ml K3E (1,6 mg EDiiA/Blut) der Firma
Sarstedt, Numbrecht, Deutschland

Citrat-R6hrchen, S-Monovetten 5ml 9NC (Tri-Natriutrat-Losung 0,106 mol/l;
0,50 ml Citrat-Losung) der Firma Sarstedt, Numbtebleutschland

3.2.9. Chemikalien

CaCb (Calciumchlorid), Merck, Darmstadt, Deutschland

NaHPO, (Dinatriumhydrogenphosphat), Merck, Darmstadt, Dehlend
NaCl (Natriumchlorid), Merck, Darmstadt, Deutscldan

NasCsHsO7 (Tri-Natriumcitrat), Merck, Darmstadt, Deutschland
NaOH (Natronlauge) 1mol/l, Merck, Darmstadt, Dehtand

HCI (Salzsaure) 1mol/l, Merck, Darmstadt, Deutsctla
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4. Ergebnisse

4.1. Charakteristika der Studienteilnehmer

Das fur diese Arbeit rekrutierte Patientenkollelgrtzt sich aus elf Patienten zusammen,
funf weiblichen (@ 40,0 Jahre) und sechs méannlicf#@®9,7 Jahre), die von November
2006 bis zum Februar 2007 in der MedizinischeniKlif des Klinikums Grol3hadern, der
Ludwig Maximilians Universitat Minchen mit Schwerp Hamatologie und Onkologie
wegen eines im Rahmen einer hamatopoetischen Stalitranzsplantation auftretenden

Zustandes der Aplasie behandelt wurden.

Samtliche Patienten waren negativ getestet auf H&patitis B und C und hatten zum
Zeitpunkt der Studie keine akute Infektion. Eineanguen Uberblick Uber Art der
Erkrankung, Geschlecht und Alter der Patienten Géttelle 1.

Alter
Geschlecht Diagnose

[Jahre]
18 weiblich Schwere Aplastische Anamie
43 weiblich Akute Lymphatische Leukamie
47 mannlich  Akute Myeloische Leukamie
48 mannlich  Osteomyelosklerose
48 weiblich Chronische Myeloische Leukamie
35 mannlich  Akute Myeloische Leukamie
37 weiblich Akute Myeloische Leukamie
41 mannlich  Akute Lymphatische Leukamie
54 weiblich Multiples Myelom
59 mannlich  Akute Myeloische Leukamie
68 mannlich  Akute Myeloische Leukamie

Tabelle 1: Geschlecht, Erkrankung und Alter der Studienteilndqamer
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4.2. Beschreibung der Thrombozytenkonzentrate

Im Rahmen der Behandlung bekamen die Teilnehmer eweguftretender

Thrombozytopenie Thrombozytenkonzentrate.
Die Schwelle zur Transfusionspflichtigkeit wurdet @0 G/I festgelegt.

Aufgrund der Grundkrankheit der Empfanger wurdda @hrombozytenkonzentrate vor
der Transfusion mit 30 Gy bestrahlt und tber eibewkozytenfilter transfundiert.

) Thrombozyten TK
Lagerzeit Spenderalter Spender T
Konzentration in TK Volumen
[Tage] [Jahre] Geschlecht

[Gn [ml]

5 25 weiblich 1213 239

5 33 weiblich 1374 262

5 51 weiblich 1260 246

5 26 mannlich 1167 257

5 24 mannlich 859 256

4 47 mannlich 1163 249

4 35 weiblich 1128 257

4 42 weiblich 984 254

1 29 weiblich 1102 245

1 50 mannlich 1218 238

1 29 weiblich 1185 253

Tabelle 2: Beschreibung der transfundierten Thrombozytenkonzatrate

(TK = Thrombozytenkonzentrat)
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4.3. Kontrollgruppe

Eine Gruppe aus 36 freiwilligen Personen, allesdhahtraucher, anamnestisch keine

thrombotischen Ereignisse, ohne regelméafiige Madikadiente als Kontrollgruppe.

Das Alter und die Verteilung der Geschlechter wsdleied sich nicht signifikant in den
einzelnen Gruppen (Patienten, Thrombozyten-SpamttKontroligruppe).

4.4. Thrombozytenzahlen von Patienten, Kontrollgrupe und Konserven

Vor der Transfusion war die Thrombozyten-Anzahl &atienten mit im Median 8 G/I
(2 — 18) deutlich geringer als die der Kontroll-@pe. Die Kontrollpersonen hatten im
Durchschnitt eine gemessene Thrombozytenzahl v@r:zZ4 (216 — 292).

Die Anzahl der Thrombozyten pro Konserve wurde inttéimit 1176 G/I (1072 — 1229)

bestimmt.

Somit war die Anzahl der Thrombozyten in den Kortrazgen im Mittel 4.8-mal héher als
die der Kontroll-Gruppe.
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4.5. Berechnung der Halbwertszeit der transfundien Thrombozyten

Fir den gemessenen Abfall der Thrombozytenzahlesh nEransfusion konnte eine
Halbwertszeit-Berechnung durchgefuhrt werden. Hiel#onnte eine Halbwertszeit der
transfundierten Plattchen von 24,0 Stunden nachegamiwerden.

Die Berechnung der Halbwertszeit von transfundieréhrombozyten gelang Herrn
Dr. A. Crispin des Instituts fiir medizinische Infuationsverarbeitung, Biometrie und
Epidemiologie der Ludwig Maximilians Universit&linchen mittels eines Random-

Intercept-Modells. Hiermit konnte eine exponenéellbnahme der Thrombozyten in vivo
berechnet werden.
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Abbildung 4: Thrombozytenzahlen im Zeitverlauf nach Transfusion
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4.6. Anreicherung von Mikropartikeln in Thrombozyte nkonzentraten
Thrombozytenkonzentrate enthalten erhohte MengeMilaropartikeln.

Wahrend der Herstellung der Thrombozytenkonzentfemget eine Anreicherung des

Konzentrates mit Mikropartikel statt.

4.6.1. Anreicherung der Gesamtanzahl an Mikropartileln

In Thrombozytenkonzentraten finden sich, verglicimeih dem Blut der Kontrollgruppe,

erhdohte Mengen an Annexin-V-positiven Mikropartikel

Hierbei waren in Thrombozytenkonzentraten im Mit&751 x 16/L (6563-14304)
Annexin-V positive Mikropartikel messbar.

Im Blut der Kontrollgruppe waren hingegen nur 5221¢/L (3231-7939) Annexin-V-

positive Mikropartikel nachweisbar.

Die Menge an Annexin-V positiven Mikropartikeln ist Thrombozytenkonzentraten um
das 1,7 fache angereichert, gegentber Persondfod#anligruppe.

Im Blut der Patientengruppe wurde vor Transfusian81 x 16/L (405-796) Annexin-

V- positive Mikropartikel ein deutlich niedriger \Webestimmt.

Thrombozytenkonzentrat Patienten Gruppe Kontroll Gruppe
n= 10 11 36
Annexin-V+MP 8751 691 5121
[x10%L] (6563-14304) (405-796) (3231-7939)

Tabelle 4: Gesamtzahl an Mikropartikel in Thrombozytenkonzentat, Patienten- und

Kontrollgruppe

Anzahl im Median (Q1-Q3 (Interquartile range)).
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4.6.2. Anreicherung der CD 61 positiven Mikropartikel

Die Anzahl an thrombozytaren Mikropartikeln in Thrbozytenkonzentraten wurde mit
im Median 8342 x 1%L (5761-13531) CD 61 positiven Mikropartikeln Hesnt.

Im Blut der Kontrollgruppe lagen die bestimmten Wemit 3593 x 10L (2174-6054)

unter den Werten der Thrombozytenkonzentrate.

Thrombozytenkonzentrate enthalten somit eine 2,Bgpahoch gemessene Menge an
thrombozytaren Mikropartikeln, welche CD 61 aueih©berflache préasentieren, wie diese

im Blut von Kontrollpersonen nachweisbar waren.

Im Blut der Patientengruppe lagen diese Mikropattikvor Transfusion bei
490 x 16/L (379-647).
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Abbildung 5: Die CD 61 positive Mikropartikelmenge in Thrombozyenkonzentraten
ist erhoht (Baseline vor Transfusion)

Die graue Flache reprasentiert den Interquartitsalolsder Kontrollgruppe
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4.6.3. Anreicherung der CD 63 positive Mikropartikd

Thrombozytenkonzentrate enthalten eine erhohte Blesry Mikropartikeln aktivierter

Thrombozyten, welche wir im Mittel mit 258 x 0 (139-350) nachweisen konnten.

Verglichen hierzu waren diese im Blut der Kontraligpe mit im Schnitt
83 x 16/L (44-178) deutlich niedriger nachweisbar.

Im Blut der Patientengruppe konnten vor Transfusiarchschnittlich 37 x 1L (13-51)

CD-63-positive Mikropartikel gemessen werden.

Somit ergibt sich im Vergleich mit der Kontrollgnog ein 3,1-mal so haufiges Erscheinen
von Mikropartikeln in Thrombozytenkonzentraten, @ed CD 63 exprimieren und ein 7,0-
mal haufigeres Vorkommen von CD-63-positiven Miladikeln im Vergleich mit der

Patientengruppe.

Thrombozytenkonzentrat Patientengruppe Kontrollgruppe

n= 10 11 36
CD63+MP 258 37 83
[X10%L] (139-350) (13-51) (44-178)

Tabelle 6: CD 63 positive Mikropartikel in  Thrombozytenkonzentrat,

Kontrollgruppe und Patientengruppe

Anzahl im Median (Q1-Q3 (Interquartile range)).
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4.6.4. Anreicherung der CD 62-P positiven Mikroparikel

Mit im Schnitt 398 x 10L (263-830) enthalten Thrombozytenkonzentrate eir®hte

Menge an Mikropartikeln, welche aktivierten Thromaten zuzuordnen sind.

Im Blut der Kontroligruppe waren diese hingegen # x 16/L (18-114) deutlich

seltener nachweisbar.

Bei Patienten fanden sich 21 x*40(5-46) CD 62-P positive Mikropartikel. Auch f@D
62-P-positive Mikropartikel, welche aus aktivierfemrombozyten stammen, kann somit in
Thrombozytenkonzentraten ein 8,6-mal haufigererMais als in der Kontrollgruppe

erbracht werden.

Thrombozytenkonzentrat  Patientengruppe Kontrollgruppe

n= 10 11 36
CD62P+MP 398 21 46
[x10°%/L] (263-830) (5-46) (18-114)

Tabelle 6: CD 63 positive Mikropartikel in Thrombozytenkonzentrat, Patienten- und

Kontrollgruppe

Anzahl im Median (Q1-Q3 (Interquartile range)).
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4.6.5. Anreicherung der CD 62-E positiven Mikropartkel

Die Anzahl an endothelialen, CD 62-E positiven Migartikeln in
Thrombozytenkonzentraten wurde mit im Median 84D0YL (685-1384) Mikropartikeln
bestimmt. Im Blut der Kontrollgruppe lagen die gesenen Werte mit
323 x 16/L (192-484) unter den Werten der Thrombozytenkntrage.

Mit 258 x 10/L (202—-426) gemessenen CD 62-E positiven Mikrdkelrt war im Blut der
Patientengruppe im Schnitt die geringste Menge madothelialen Mikropartikeln im

Vergleich zu gesunden Personen und Thrombozyte®kdrazen nachweisbar.

Thrombozytenkonzentrate enthalten somit 2,6-fachhel® gemessene Mengen an
endothelialen Mikropartikeln, welche CD 62-E afer Oberflache prasentieren kdnnen,

als diese im Blut von Kontrollpersonen nachweisad.
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Abbildung 6: Erhohte Menge an endotheliale Mikropartikel in
Thrombozytenkonzentraten. (Baseline vor Transfusioh

Die graue Flache reprasentiert den Interquartitsalolsder Kontrollgruppe
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4.7. Veranderungen in Thrombozytenkonzentraten wahend der Lagerungsdauer
4.7.1. Veranderung der Plattchenzahlen

Die Anzahl der Thrombozyten in den gemessenen Tboagienkonzentraten lag
erwartungsgemald zu jedem Messzeitpunkt signifikget0,05) Uber der Anzahl der
Thrombozyten der Spender, 247 G/L (216-292). Thamytenkonzentrate, die einen, vier
oder funf Tage vor Transfusion gelagert wurdengtesi vergleichbare Plattchenzahlen.
Hierbei konnte nach einem Tag Lagerung ein Wert moMittel 1185 G/L (1102-1218)

gemessen werden.

Dieser war nach vier Tagen Lagerung mit 1251 GA28:-1374) und nach finf Tagen
Lagerung mit 1167 G/L (921-1236) nahezu konstant.
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Abbildung 7: Veranderung der Thrombozytenzahlen der Konzentrateim Laufe der

Lagerung.
Boxplots mit Medianwerten und Interquartilsabstand
*=p<0.05
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4.7.2. Veranderung der Gesamtzahl an Mikropartikeln

Die gemessenen Thrombozytenkonzentrate enthalten lgihere Menge an Annexin-V

positiven Mikropartikeln als die Proben der Konlgalippe.

Die Gesamtzahl an Annexin-V positiven Mikropartik@h den Thrombozytenkonzentraten
zeigte keinen signifikanten Unterschied bei eirerwvoder flnftagiger Lagerung. Hierbei
war nach einem Tag ein Wert von 10700 X/1Q5201-13950) zu messen. Nach vier
Tagen konnte ein Wert von 10433 x°10(6563—14304) nachgewiesen werden und nach
finf Tagen Lagerung waren 8717 X/10(6208—18505) Annexin-V positive Mikropartikel

nachweisbar.
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Abbildung 8: Veranderung der Annexin-V positiven Mikropartikel Anzahl im Laufe
der Lagerung und Vergleich der Zahl der Mikropartik el bei Konzentraten und

Kontrollpersonen

Boxplots mit Medianwerten und Interquartilsabstand
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4.7.3. Verdnderung der CD 61 positiven Mikropartike

Thrombozytenkonzentrate enthalten eine, verglichah der Kontrollgruppe, erhohte
Menge an CD 61 positiven Mikropartikeln. Der Ant€lD 61 positiver Mikropartikel
veranderte sich wahrend der Lagerung nicht sigaifik Hierbei waren nach eintagiger
Lagerung Werte von 10157 x D (4611-13076) nachweisbar. Bei viertagiger Laggru
konnten 8342 x 1L (5761-13531) Mikropartikel gemessen werden. RBeiftagiger
Lagerung konnten 8144 x %0 (5673-16793) CD 61 positive Mikropartikel gemerss

werden.
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Abbildung 9: Veranderung der CD 61 positiven Mikropartikel-Anzahl im Laufe der

Lagerung

Boxplots mit Medianwerten und Interquartilsabstdande
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4.7.4. Verdnderung der CD 63 positiven Mikropartike

Der Anteil CD 63 positiver Mikropartikel verandertsich wahrend der Lagerung
signifikant. (p<0,05): Es konnte ein Anstieg derkMipartikel-Anzahl bei funftagiger
Lagerung verglichen mit der Anzahl an CD 63 positiMikropartikeln der Spender und

des Konzentrats nach eintagiger Lagerung gezeigteme

Hierbei waren bei eintagiger Lagerung Werte von 258F/L (53-337) nachweisbar.
Nach viertagiger Lagerung konnten 258 x%10(166—350) Mikropartikel gemessen
werden, bei funftagiger Lagerung 348 ¥/1.0(137-1342) CD 63 positive Mikropartikel.
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Abbildung 10: Veranderung der CD 63 positiven Mikropartikel Anzahl im Laufe der

Lagerung
Boxplots mit Medianwerten und Interquartilsabstdande

*=p<0.05
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4.7.5. Veranderung der CD 62-P positiven Mikropartkel

Thrombozytenkonzentrate enthalten nach flnftadigeerung signifikant erhéhte Anteile
von CD 62 P-prasentierenden Mikropartikeln, alsi@rbpartikel, welche von aktivierten

Thrombozyten stammen.

Hierbei wurde bei Thrombozytenkonzentraten, dieriifag gelagert worden waren, ein
Wert von 263 x 19L (49-344) gemessen.

Dieser Wert war bei vier Tage gelagerten Thrombeayonzentraten im Mittel um das
1,5-fache erhoht, namlich auf im Mittel 398 x®10(183-830) und stieg bei finftagiger
Lagerung auf einen Wert, im Vergleich zum Eintagaswon 578 x 18L (423-1254),
was einer Zunahme um den Faktor 2,2 entspricht.

*
10 | N I
[ 1
*
—~ 1
o\o T
- ;
X -
3
o
o
= _
= |
(]
=
= L
o
o —
o 1
O
< |
O
0 | I | I
1 4 5
Kontrollgruppe Lagerungszeit ( Tage )

Abbildung 11: Anstieg der CD 62-P positiven Mikropartikel im Laufe der Lagerung

in Prozent
Boxplots mit Medianwerten und Interquartilsspannen

*=p<0.05
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CD 62 E positive Mikropartikel ( % )

4.7.6. Verdnderung der CD 62-E positiven Mikropartkel

Der Anteil CD 62-E positiver, von Endothelzellen t#sammender Mikropartikel

veranderte sich wahrend der Lagerung nicht siggmifik

Hierbei waren bei eintagiger Lagerung Werte von X7BF/L (665-1129) nachweisbar.

Nach viertagiger Lagerung konnten 1056 »/1L0(707—1384) Mikropartikel gemessen

werden, bei

Mikropartikel.
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Abbildung 12: Veranderung der CD 62-E positiven Mikropartikel im Laufe der

Lagerung in Prozent

Boxplots mit Medianwerten und Interquartilsspannen
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4.8. Verdnderungen der Thrombozytenzahl nach Transfsion in vivo

Nach der Thrombozyten-Transfusion konnte ein sikguifter Anstieg (p< 0,05) der
Thrombozytenzahlen zu jedem gemessenen Zeitpuniitielbar nach Ende der
Transfusion, nach einer Stunde und nach drei Stundehgewiesen werden. Von einem
Ausgangswert, im Mittel 8 G/I (2—-18), war unmittattmach Beendigung der Ubertragung
ein deutlicher Anstieg des Thrombozyten-Werts vonMittel 31 G/I (7-58) messbar.
Dieser Wert wurde nach einer Stunde, mit im Mig&&IG/l (13—-49) unterschritten und drei

Stunden nach Beendigung der Transfusion mit 2Z13457) erneut bestimmt.

Die errechnete Halbwertszeit der transfundierteroifibozyten lag bei 24 Stunden.

Patienten TK
vor Transfusion Oh 1h 3h
n= 11 1 11 1 10
Thrombozyten 8 31 21 22 1176
[x10°/1] (2-18) (7-58) * (13-49)* (13-57)*  (1072-1229)

Tabelle_3: Thrombozytenzahlen in Konzentrat und Patient sowieim Verlauf nach

Transfusion (TK = Thrombozytenkonzentrat)
Anzahl der Thrombozyten im Median
(Q1-Q3 (Interquartile range)).

* p<0.05 ,vor Transfusion”
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4.9. Veranderungen der Mikropartikelzahl in vivo nach Transfusion
4.9.1 Verdnderung der Gesamtanzahl an Mikropartikeh

Ausgehend von einem Wert von 691 x %10 (405-796) Annexin-V positiven
Mikropartikeln vor Beginn der Transfusion, kam esmittelbar nach Beendigung der

Transfusion zu einem signifikanten Anstieg der Gazahl an Mikropartikeln.
Hierbei konnte im Mittel ein Wert von 1750 x°1I0 (1136—-3793) gemessen werden.

Nach einer Wartezeit von einer Stunde wurde erdeuiGesamtmenge der vorhandenen
Mikropartikeln bestimmt. Dabei konnten, mit im Dhschnitt 1463 x 1%L (772-2519)
geringere Werte als unmittelbar nach dem Ende damsfusion bestimmt werden. Dieser
lag jedoch noch signifikant tber dem Ausgangswert.

Nach weiteren zwei Stunden Wartezeit, also dren@a post transfusionem wurde eine
erneute Bestimmung der Gesamtanzahl der Mikromrdiirchgefiihrt. Auch hier konnten
noch erhéhte, wenngleich insgesamt abnehmende Wertel415 x 10L (529-2433) fiir
Annexin-V positive Mikropartikel bestimmt werden.

Zu jedem Messzeitpunkt konnten signifikant erhdfiengen an Mikropartikeln gemessen

werden. Die gemessenen Hohen nahmen jedoch im Haufielessreihen ab.

Zeit nach Transfusion

Vor Transfusion Oh 1h 3h
n= 11 1 1 11
Annexin-V+MP 691 1750 1463 1415
[x10%L] (405-796) (1136-3793)* (772-2519)* (529-2433)*

Tabelle 7: Gesamtzahl an Mikropartikeln und Veranderung nachTransfusion
Anzahl im Median (Q1-Q3 (Interquartile range)).

* p<0.05 ,vor Transfusion”
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4.9.2 Veranderung der CD 61 positiven Mikropartikel

Auch fur CD 61 positive Mikropartikel konnte eirgsifikanter Anstieg der Mikropartikel-

Anzahl nach Ende der Transfusion in vivo nhachgesvieserden.

Ausgehend von 490 x 0 (379-647) CD 61 positiven Mikropartikel konntéierbei
zum Zeitpunkt unmittelbar nach Ende der Transfusiamnit im  Mittel
1417 x 16/L (626—-3544) mehr CD 61 positive Mikropartikel &gt werden.

Eine Stunde nach Beendigung der Transfusion kormie260 x 1&/L (486—2269) noch
signifikant erhéhte, wenngleich auch abnehmendet&\tar CD 61 positiven Mikropartikel
dokumentiert werden. Auch die Messung drei Stunuerh Beendigung der Transfusion
erbrachte noch statistisch relevant erhbhte WeénteCD 61 positive Mikropartikel von
1106 x 16/L (373-2143).

Zu jedem Messzeitpunkt konnten somit erhdhte Mengen CD 61 positiven
Mikropartikeln gemessen werden. Die gemessenen iHoaémen jedoch im Laufe der
Messreihen ab.

Zeit nach Transfusion

vor Transfusion Oh 1h 3h
n= 1 11 1 11
CD61+MP 490 1417 1260 1106
[x10°%/L] (379-647) (626-3544)* (486-2269)* (373-2143)*

Tabelle 8: Gesamtzahl an CD 61 positiven Mikropartikeln und \eranderung nach

Transfusion
Anzahl im Median (Q1-Q3 (Interquartile range)).

* p<0.05 ,vor Transfusion”
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4.9.3. Verdanderung der CD 63 positiven Mikropartike

Unmittelbar nach Beendigung der Transfusion kamaesinem Anstieg CD 63-positiver
Mikropartikel, hierbei konnte im Mittel ein Wert w070 x 16/L (46—-144) gemessen

werden.

Nach einer Wartezeit von einer Stunde wurde erndiet HOhe CD 63-positiver
Mikropartikel gemessen. Hierbei konnten mit im Chgchnitt 45 x 10L (30-92)

geringere Werte als unmittelbar nach dem Ende dmrsfusion bestimmt werden.

Nach weiteren zwei Stunden Wartezeit, also dren@ua post transfusionem wurde eine
erneute Bestimmung durchgefiihrt. Auch hier konntemch erhohte, wenngleich
abnehmende Werte 56 x °l0 (25-132) fiir CD 63 positive Mikropartikel bestim

werden.

Samtliche gemessene Werte waren gegeniiber demadgsgert von 37 x £0. (13-51)
CD 63 positiven Mikropartikeln signifikant erhoht.

Zeit nach Transfusion

vor Transfusion Oh 1h 3h
n= 1 11 1 11
CD63+MP 37 70 45 56
[x10%L] (13-51) (46-144)* (30-92)* (25-132)*

Tabelle 9: Gesamtzahl an CD 63 positiven Mikropartikeln und \eranderung nach

Transfusion
Anzahl im Median (Q1-Q3 (Interquartile range)).

* p<0.05 ,vor Transfusion”,
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4.9.4. Veranderung der CD 62-P positiven Mikropartkel

Auch fur CD 62-P positive Mikropartikel konnte eAnstieg der Mikropartikel-Anzahl
nach Ende der Transfusion in vivo nachgewiesen everdAusgehend von
21 x 10/L (5-46) CD 62-P positiven Mikropartikel konnterietbei zum Zeitpunkt
unmittelbar nach Ende der Transfusion mit im Mi&8Ix 16/L (14—-142) signifikant mehr
CD 62-P positive Mikropartikel belegt werden.

Zum Zeitpunkt der dritten Probeentnahme, eine Surmath Beendigung der Transfusion
konnten mit 44 x 1UL (24-96) noch signifikant erhohte, wenngleich aabnehmende
Werte an CD 62P positiven Mikropartikel gemesserdee.

Auch die vierte Entnahme, drei Stunden nach Beemdjgler Transfusion erbrachte noch
statistisch relevant erhdhte Werte fiir CD 62P pasitikropartikel 37 x 18/L (20-106).

Es zeigte sich, nach einem Maximum nach Transfusene stetige Abnahme der

Mikropartikel-Anzahl im Laufe der Messzeitpunkte.

Zeit nach Transfusion

Vor Transfusion Oh 1h 3h
n= 11 11 1 11
CD62P+MP 21 53 44 37
[x10%L] (5-46) (14-142)* (24-96)* (20-106)*

Tabelle 10: Gesamtzahl an CD 62-P positiven Mikropartikeln undVerdnderung nach

Transfusion
Anzahl im Median (Q1-Q3 (Interquartile range)).

* p<0.05 ,vor Transfusion”,
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4.9.5. Veranderung der CD 62-E positiven Mikropartkel

Wohl ein Trend, aber kein signifikanter Anstieg vendothelialen, CD 62-E positiven

Mikropartikeln konnte nachgewiesen werden.

Hierbei waren die Mikropartikel-Zahlen zum Zeitpinkvor der Transfusion
mit 258 x 16/L (202—436) nicht signifikant verandert zum Zeitgtinach Transfusion mit
315 x 16/L (232-593), sowie zum Zeitpunkt eine Stunde nddendigung der
Transfusion mit 330 x P (239-481).

Auch der letzte Messpunkt, drei Stunden nach Enede Tansfusion zeigte keine

signifikante Veranderung fiir CD 62-E positive Migaotikel.

Zeit nach Transfusion

Vor Transfusion Oh 1h 3h
n= 1 11 1 11
CD62E+MP 258 315 330 302
[x10%L] (202-426) (232-593) (239-481) (224-482)

Tabelle 10: Gesamtzahl an CD 62-E positiven Mikropartikeln undVerdnderung nach

Transfusion

Anzahl im Median (Q1-Q3 (Interquartile range)).
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4.10. Berechnung der Halbwertszeit von Mikropartikén nach Transfusion in vivo

Sowohl die Gesamtzahl der gemessenen Mikropartikds auch die Anzahl
thrombozytarer Mikropartikel waren unmittelbar na&eendigung der Transfusion

signifikant erhonht.

Es kam zu einer statistisch relevanten Abnahme gdanessenen Ho6hen zu jedem

Messzeitpunkt.

FUr Annexin-V positive Mikropartikel konnte eine Heertszeit von 5,8 Stunden

(1,8-18,3 Stunden) berechnet werden.

Thrombozytare, CD 61 positive Mikropartikel nahmemt einer Halbwertszeit von
5,3 Stunden (2,0-14,2 Stunden) ab.

5000+

4000+

3000+

2000

1000+

CD 61 positive Mikropartikel (x 10E6 /)
|
|

= 1 T =

o= 1 I 1 T
0h 1h 3h

Vor Transfusion Zeit nach Transfusion (h)

Abbildung 13: Anstieg und Abfall von CD 61 positiven Mikrop&ein nach Transfusion

Boxplots mit Medianwerten und Interquartilsspannen
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5. Diskussion

5.1. Aufbau und Funktion von Thrombozyten

Thrombozyten wurden erstmals 1836 von Hermann Nalssgeltsame kleine Klgelchen
oder Korner, die sich zu unregelmalligen Haufeninddm und verbacken“ beschrieben
[65]. 1860 beschrieben Gustav Zimmermann und 18@% Bichultze Thrombozyten als
dritte Gruppe der Blutkérperchen des menschlicheiuteB. Anfangs wurden
Thrombozyten als Vorstufen der Erythroblasten aglges und von Zimmermann als
Hamoblasten bezeichnet. Es vergingen fast 20 Jaiweder Italiener Giulio Bizzozero
erstmals die Aufgaben von Thrombozyten erforscéée §7]. Es gelang ihm, mittels eines
Fadens, den er durch ein Mesenterialgefal3 zog,Adigregation von Thrombozyten

experimentell zu beweisen. Als kleinste zelluBestandteile des komplexen Systems der

Blutgerinnung haben Thrombozyten lediglich einenrdbmesser von 2-5um und eine
Dicke von 0,3-0,5um [67].

Abbildung 14: Von links nach rechts: Erythrozyt, aktivierter ®hrbozyt mit
Pseudopodien und Leukozyt

Elektronenmikroskopische Aufnahme von Blutzelle8][6
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Thrombozyten entstehen durch Abschniirung aus Megakgten, welche mit einer Grol3e
von bis zu 0,1 mm zu den grol3ten Zellen im menslcbh Korper gehdren und
hauptséachlich im roten, blutbildenden Knochenmakalisiert sind. Hier kommen sie mit
einer Haufigkeit von circa sechs Millionen pro Kjlamm Kérpergewicht vor. Dabei
machen sie jedoch lediglich ca. 1% der im Knocheknhakalisierten Zellen aus [69].
Taglich entstehen auf diese Weise etwa 38xIhrombozyten pro Kilogramm
Korpergewicht [64].Etwa ein Drittel der entstandenen Thrombozyten ledsbn in der

Milz, um bei einer Verletzung sofort in hoher Zahk zirkulierende Blut abgegeben

werden zu kdnnen. Hier kdnnen sie bis zu 36 Stundeneilen [66].

Die restlichen zwei Drittel werden ins peripherautBhbgegeben. Unter physiologischen
Bedingungen bleiben sie dort fiir sieben bis zehgeTam danach in Lunge und Milz

abgebaut zu werden [67].

Ihre Hauptaufgabe liegt in der Adhasion an verte@efallwande oder in der Aggregation
mit anderen Thrombozyten zur Bildung des so gemsnmthrombozytenpfropfes im
Rahmen der physiologischen Blutstilung. Thrombemyt haben einen hierfir

ausgerichteten spezifischen Aufbau. Sie bestehedraiiverschiedenen Zonen:

Die periphere Zone besteht aus einer trilaminarepp@llipidmembran, welche mittels
verschiedenen Glykoproteinen fur die Anheftung désombozyten an die verletzte

GefalRwand zustandig ist.

Die intrazellulare Sol-Gel-Zone enthalt die Zellangllen und erlaubt mittels eines
kontraktilen Cytoskelettes eine Konformitatsdndegrurmdierdurch wird die typische
Veranderung der Form nach Aktivierung ermoglichtttdlls exozytotischer Sekretion von
Speichergranula kdnnen wichtige Voraussetzungen diér Blutgerinnung, wie die
Vasokonstriktion, die Thrombozytenaggregation und Akzeleration der Hamostase
ermoglicht werden [64]. Die Oberflache stellt zudetan Ort der Aktivierung der
Gerinnungskaskade der plasmatischen Gerinnung dar.

Eine zuséatzliche Funktion der Thrombozyten ist Slieuerung des Serotonin-Spiegels im

Blut, da sie in ihren Delta-Granula Serotonin spera konnen.

Die Wichtigkeit der Thrombozyten wird bei Patientemit einem Mangel an
funktionsfahigen Thrombozyten deutlich. Hierbei kotn es zu einem grol3en
Blutungsrisiko, welches die Patienten im Alltag undNotfallsituationen erheblich vital

gefahrdet.
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W. Duke erkannte bereits 1910 den Zusammenhanghzenseiner verminderten Anzahl
an Thrombozyten und dem Auftreten von lebensbefodrh Blutungen [68, 69].

Hierdurch erklart sich die Notwendigkeit, Patientenit einer Verminderung der
Thrombozyten-Anzahl oder einer Stérung der Throngte#unktion in Abhangigkeit der
klinischen Situation Thrombozyten zu transfundieramd somit eine funktionierende
Blutgerinnung aufrecht zu erhalten [70].

5.2. Herstellung von Thrombozytenkonzentraten

Thrombozytenkonzentrate werden aus menschlichermdepealut als leukozytenarme
Konzentrate hergestellt [71]. Ihre Haltbarkeit wird der Querschnittsleitline 2009 der
Bundeséarztekammer zur Therapie mit Blutkomponented Plasmaderivaten noch mit
funf Tagen angegeben, diese wurde jedoch zwisclikclze aufgrund vermehrter

bakterieller Kontaminationen im Laufe der Lagerawod 4 Tage begrenzt [72, 73].

Sie werden in sterilen, gaspermeablen Kunststoféheuabgefillt und gelten als
Arzneimittel, zugehorig der Stoffgruppe der zelial& Blutzubereitungen [73, 74].

Das Arzneimittel setzt sich aus menschlichen Béitphen in einer Konzentration von
mehr als 2x18/ml und sonstigen Bestandteilen wie humanem Plasmiaeiner ACDA-
Losung (Acid-Citrat-Dextrose-Adenin) zusammen. Egexinge Restmenge von weil3en
Blutkérperchen (<1x1%ml) und roten Blutkérperchen (<3x¥Ml) ist als Verunreinigung
maoglich [61].

Thrombozytenkonzentrate unterscheiden sich hirigbhthrer Herstellung, Anzahl an

Plattchen, Volumens und dem VerunreinigungsgradeiRen Blutkdrperchen.

Zur Herstellung von zellularen Blutpraparaten w8penderblut mittels Zentrifugation in
seine Bestandteile aufgetrennt. Hierbei wird dagenschiedliche Verhalten von
verschieden schweren Zellen unter Rotation ausgenlgdes Teilchen bewegt sich dabei
mit einer gewichtsspezifischen Geschwindigkeit v&uotationszentrum weg und kann
somit von den Restbestandteilen getrennt werdeln [61

Zur Herstellung kénnen entweder Vollblut-Spendenvendet werden oder es kann das

Prinzip der Apherese zum Einsatz kommen [71].
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5.2.1. Herstellung aus Vollblutspenden

Vollblutspenden haben ein Volumen von 450-500 nmd fpende. Dieses wird mit
63—70 ml einer Citrat-Phosphat-Dextrose-Stabilidédsoing versetzt [73].

Grundsatzlich stehen hierbei zwei unterschiedlidiiethoden zur Herstellung zur

Verfiigung:

Bei der PRP (Plattchenreiches Plasma)-Methode mirdichst mittels Zentrifugation ein

plattchenreiches Plasma erzeugt, welches anschtiefeiterverarbeitet wird.

Als weitere Methode kann die so genannte Buffy-€Mathode zur Anwendung kommen.
Dabei werden nach primarer Zentrifugation mit holRatation ein Plattchen-Armes-
Plasma, eine Schicht mit 60-90 % der Thrombozyem\Mllblutspende, der BC (Buffy-

Coat) und eine Schichtung mit hauptsachlich Eryiten gewonnen [1]. Der Buffy-Coat
hat hierbei ein Volumen von ca. 60 ml. Um hieraus €hrombozytenkonzentrat zu
gewinnen, muss eine geeignete Menge aus vier bissseompatiblen PRPs oder BCs

zusammengefihrt werden.

Das Endprodukt ist somit eine Einheit aus gepooltBmwombozyten mit einer
Konzentration von 240-360x1@hrombozyten, welches in 200 ml Plasma gelagerd wi
[73, 75].

Nachteile von BC- oder PRP-Thrombozytenkonzentraied ein erhéhtes Infektionsrisiko
sowie das Risiko von unerwiinschten Nebenwirkungenchd das Vermischen von

Alloantigenen der verschiedenen Spender [76].

5.2.2. Herstellung mittels Apherese
Eine etablierte Methode Blutprodukte herzustelltrdas Apherese-Verfahren [77].

Hierbei werden mittels speziellen Zellseparatorarf wollautomatisiertem Standard
Thrombozytenkonzentrate hergestellt. Diese Verfatsiad zeitsparend und effektiv, da

das Spenderblut sofort weiterverarbeitet werdemkan

Abhangig von der Hohe der Thrombozyten-Anzahl desn8ers bietet dieses Verfahren
zusatzlich die Option, eine doppelte Spendeeirdngsteiner Spende zu gewinnen, wobei

jeweils eine vollwertige Konserve gewonnen werdanrk[1].

Das von uns angewandte Sammelsystem, das TrimaterApe-System, arbeitet mit funf
Pumpen, die sich auf der Frontplatte befinden: ias, Antikoagulanz, Thrombozyten-,
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Plasma- und Ruckflusspumpe.

Hiermit werden aus Vollblut Thrombozyten, Plasmd &nythrozyten separiert, in Beuteln
gesammelt oder die nicht bendtigten Bestandteilektlian den Spender zurtickgefuhrt
[71].

5.2.2.1. Apherese mittels diskontinuierlichem Herglllungsprozess

Wird ein diskontinuierliches Verfahren gewahlt, wird dem Spender Blut aus einer
peripheren Vene in das System gesogen. Hier eréaigt Vermischung mit Antikoagulanz

und anschliel3end eine Zentrifugation.
Wahrend das Blut getrennt wird, werden die Platialved das Plasma abgepumpt.

Die roten Blutkorperchen werden dabei durch dercdes Spenderblutes, welches in die
Zentrifuge gedruckt wird, aus der Zentrifuge inegirRucklaufbehéalter gedriickt und nach
Erreichen einer definierten Menge Uuber die kantdieene an den Spender
zurickgepumpt [71]. Die Menge des dem Spender emtrenen Blutes darf dabei hierbei

maximal finfzehn Prozent des Gesamtvolumens desd8penicht Gberschreiten.

Der Vorteil des diskontinuierlichen Verfahrens idgss der Spender nur an einer Vene

punktiert werden muss.

Als weitere Mdglichkeit steht ein kontinuierlich€erfahren zur Verfiigung.

5.2.2.2. Apherese mittels kontinuierlichem Herstalingsprozess

Wird das Verfahren der kontinuierlichen Aphereseddt, missen zwei periphere Venen

punktiert werden.

Aus der ersten Vene wird das Spenderblut entnommmenzum Separator gefuhrt. Auch
hier erfolgt eine Vermischung mit Antikoagulanz uethe Zentrifugation wie oben
beschrieben. Uber die zweite Punktion kann die Ricking der nicht bendtigten

Blutbestandteile kontinuierlich stattfinden.

Ein Vorteil des Apherese-Verfahrens ist, dass deen8ler keiner Volumenbelastung
ausgesetzt wird, da ihm nicht benétigte Blutbedtiledin gleicher Sitzung zurlckgefihrt
werden kénnen. Fur den Empfanger bietet diesesaliesh den Vorteil einer reduzierten
Infektionsgefahr, sowie einer verminderten Allogatibelastung, da die Spende aus einem
einzigen Spender hergestellt werden kann [1].
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Aufgrund der Bauart der Apheresegerdte und der esgtgten Filter kdnnen die
vorgeschriebenen Grenzwerte fiir Leukozyten von makilx1@ Leukozyten pro Einheit

eingehalten werden [78].

5.3. Veranderung der Thrombozytenzahl nach Transfusn

Unmittelbar nach Beendigung der Transfusion kaninesnserem Patientenkollektiv zu
einem Anstieg der Thrombozytenzahl von im Schrd@®BG/I auf 31000 G/I. Dieser Wert

sank dann im Laufe von drei Stunden auf Werte woiittel 22000 G/I ab.

Ermittelt man die Mengen an Thrombozyten welcheleém Thrombozytenkonzentraten
enthalten sind, so kann diese mit 1.176 G/I| gemmesseerden. Bei einem
durchschnittlichen Volumen von 251ml pro Konsenezldutet dies eine Gesamtzahl an

transfundierten Thrombozyten von im Schnitt 290% Thrombozyten.

Wird nun ein durchschnittliches Verteilungsvolumgon funf Liter im Empfanger
angenommen, so wirde dies einem Anstieg um 58.90én@atientenserum entsprechen.
Tatséachlich konnte jedoch nur ein Anstieg auf Wede im Mittel 31.000 G/I gemessen
werden. Ursachlich flr den rechnerisch inadaquatestieg muss der Pool-Effekt der Milz
angenommen werden, von wo aus es zu einer langsAbgabe in das Blut des Patienten
kommt [79].

Transfundierte Thrombozyten haben im Vergleich zativen Thrombozyten eine
verkirzte Lebenszeit. Hanson et. al. beschriebee ¢iberlebenszeit eines Spender-
Thrombozyten von im Schnitt 3,4 Tagen bei eineroititvozyten Menge von < 50.000 G/
und zeigten, dass Thrombozytopenie per se die Iselagier eines Thrombozyten in vivo,
post transfusionem verklrzt. Auch konnte eine grofaianz der Lebenszeit in

Abhangigkeit von der Ausgangsmenge an ThrombozpeBlut gezeigt werden [80].

In unseren Untersuchungen konnten wir eine durchgbbhe Halbwertszeit der
transfundierten Thrombozyten von im Mittel 24 Stenchach Transfusion berechnen, bei
einer Thrombozytenzahl von im Schnitt 8000 G/l Beginn der Transfusion.

Eine Halbwertszeitberechnung von transfundiertenroifibozyten ist bisher nicht

beschrieben worden.

Vergleicht man die Zeiten von Hanson et. al. mgaren Berechnungen, so zeigt sich in
beiden Arbeiten eine doch erheblich zeitlich verkéirLebenszeit von transfundierten

Thrombozyten bei thrombozytopenen Patienten.
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Als Ursache hierfur kénnen sowohl der vermehrte uf@gibedarf® an Thrombozyten
angenommen werden, um vorhandene Gefal3schaden rzahhefien, als auch ein

vermehrter Abbau der bereits zum Zeitpunkt der 3ft@sion gealterten Thrombozyten.

5.4. Mikropartikel in Thrombozytenkonzentraten

Dass Thrombozytenkonzentrate Mikropartikel entmltast eine durch mehrere
Untersuchungen gut belegte Tatsache [3, 60, 81dr Bt und Herkunft der Mikropartikel

wurde bisher jedoch nur wenig publiziert.

5.4.1. Gesamtzahl an Mikropartikeln

Wie erwartet fanden wir in den gemessenen Thronmtbokpnzentraten eine nicht

unerhebliche Menge an Mikropartikeln.

Die von uns gemessenen Mikropartikel entstammerhigghster Wahrscheinlichkeit dem
Blut der Spender und werden wahrend des Apheregangs im Konzentrat

mitangereichert.

Bei diesem Verfahren werden das unterschiedlichewi€ und damit das
unterschiedliches Verhalten der einzelnen Bluthektle bei der Zentrifugation

ausgenutzt, um diese in die einzelnen FraktiomsnBlutes aufzutrennen.

Indem Thrombozyten die leichteste Fraktion der kekmldren Bestandteile des Blutes
ausmachen, bewegen sich diese am wenigsten weit Rotationszentrum weg und
konnen somit separiert werden. Da Mikropartikel aoch geringeres Gewicht haben,
werden diese somit am ehesten in der Fraktion deoriibozyten mitangereichert. Dass
sowohl thrombozytare, als auch endotheliale Mikroka mit einer &ahnlich hohen
Anreicherung, im Konzentrat gefunden wurden, némlimit einer 2,3-fachen

Anreicherung, stitzt diese Uberlegung zusatzlich.

Die Anreicherung von Thrombozyten im Konzentratspntht in etwa der doppelten
Menge der von Mikropartikeln. Diese werden um daktér 4,8 fach so stark angereichert
wie Mikropartikel. Die Tatsache, dass sich Mikrdpaal nur halb so haufig in
Konzentraten finden wie Thrombozyten, erklart sickbenfalls mit dem
Gewichtsunterschied zwischen Mikropartikel und Thbozyten und der damit
unterschiedlichen Sedimentation wahrend der Rotatids auch aus der Tatsache, dass
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unter Laborbedingungen fir die Sedimentation voRkrbpartikeln eine extrem hohe und
lange andauernde Zentrifugation genutzt werden muss Mikropartikel anzureichern,
wohingegen die Technik der Apherese mit einer widisengeringeren Umdrehungszabhl
und auch kirzeren Kontaktzeit arbeitet und sondatwiesentlich leichteren Mikropartikel

in nur geringerem Umfang in das Konzentrat gelarajemlie schwereren Thrombozyten.

Ein weiterer Erklarungsversuch fur die hohen Miladikel Anteile in
Thrombozytenkonzentraten kdnnte sein, dass siatitbaror der Apherese im Koérper des
Spenders gebildete Komplexe aus zum Teil aktivietteombozytaren Mikropartikeln
nach der Apherese im Konzentrat |0sen und somé awhe Anzahl an Mikropartikeln

freisetzen.

5.4.2. CD 61 positive Mikropartikel

CD 61 positive Mikropartikel stellen die grofte Iran der Mikropartikel im Blut

gesunder Menschen dar [11]. Dies bestétigte sich durch unsere Messungen im Blut
der Kontrollgruppe. Da davon auszugehen ist, dagsolglartikel wahrend der Herstellung
der Thrombozytenkonzentrate mitangereichert werdemarteten wir auch in den von uns
gemessenen Konzentraten, dass die CD 61 positiveropartikel am starksten vertreten
sind. Es bestand lange die Annahme, dass 70-90 |86 iah Plasma vorhandenen
Mikropartikel von aktivierten Thrombozyten stamme@®09 konnten Flaumenhaft et al.
zeigen, dass Megakaryozyten ebenso CD 61 positikeophrtikel bilden konnen. Diese
unterscheiden sich von den Mikropartikeln, welchen vaktivierten Thrombozyten

stammen, in der fehlenden Expression von P-SelaathLAMP-1 Rezeptoren [10]. Diese
Phosphatidylserin-positiven Partikel werden in detlkultur von Megakaryozyten des
Menschen und auch der Maus gebildet und stellen gfiéf3te Population der

thrombozytaren Mikropartikel im menschlichen Plasroa gesunden Personen dar.

Wenngleich die Erkenntnis, dass thrombozytdre Mikrdkel vor allem von
Megakaryozyten abstammen, weitere wissenschaftidtecherung erfordert, so konnte
doch nachgewiesen werden, dass CD 61 positive Méktikel nach Bestrahlung des
Knochenmarkes, dem Sitz der Megakaryozyten, wegidsind verschwinden. Hingegen
persistieren CD 62-P positive Mikropartikel nacticeer Prozedur [11]. Dies spricht fr
eine Uberwiegende Herkunft der CD 61 positiven iiartikel aus Megakaryozyten.
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5.4.3. CD 63/ CD 62-P positive Mikropartikel

In den von uns gemessenen Thrombozytenkonzentitadanten erhthte Mengen an

Mikropartikel aktivierter Thrombozyten gemessen aear.

Hierbei waren sowohl CD 63 positive Mikropartikelsaauch CD 62-P positive
Mikropartikel nachweisbar. Die in den Thrombozytenkentraten gemessenen
Mikropartikelmengen waren gegentber den in der Kdlgruppe gemessenen Werten 3,1
bzw. 8,6-fach hoher fur CD 63 bzw. fur CD 62-P. &&x 1996 konnten Miyazaki et al.
nachweisen, dass physikalischer Stress zur eingviddking von Thrombozyten und damit
zu Aggregation oder Mikropartikel Freisetzung fuhi25]. Die Herstellung von
Thrombozytenkonzentraten mittels Rotation beziebuwmgse Zentrifugation kann als
solcher Reiz angesehen werden, was dementsprecdoerther vermehrten Freisetzung
von Mikropartikel aktivierter Thrombozyten fuhrtiedauf Ihrer Oberflache CD 62 P bzw.
CD 63 tragen [82, 83].

Die von uns gemessenen Anreicherungsfaktoren vbfiiB,CD 63-positive Mikropartikel
und 8,6 fir CD 62-P-positive Mikropartikel, lagemeit den Werten fir endotheliale
Mikropartikel oder den Werten fir ruhende Mikrojdeet, welcher 2,6 beziehungsweise
2,3 betrug.

Beide Argumente, namlich der erhohte physikalisstress und die starkere Anreicherung
der aktivierten Mikropartikel im Konzentrat, sprech fir die Entstehung dieser

Mikropartikel von aktivierten Plattchen wahrend deseicherungsvorgangs.

Waren die erhthten Mengen an Mikropartikeln dersaelie geschuldet, dass die
Konzentrate per se mehr Thrombozyten enthalten dachit zwangslaufig mehr
Mikropartikel, so hétten wir einen ahnlich hohenréinherungsfaktor fur ruhende wie

aktivierte Mikropartikel erwartet.

Die Tatsache, dass es sich dennoch insgesamtitédigh eine moderate Erhéhung der
aktivierten Thrombozyten-Mikropartikel handelt, mdgr Tatsache geschuldet sein, dass
die Anreicherung mittels moderner Zentrifugen, miserem Fall der Trinfd, erfolgt.
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5.4.4. CD 62-E positive Mikropartikel

Wir konnten erstmalig einen nicht unerheblicheneiran endothelialen Mikropartikeln in

Thrombozytenkonzentraten nachweisen.

Hierfir verwendeten wir einen Antikérper gegen espezifisches Protein, das
ausschlief3lich von Endothelzellen exprimiert witdSelectin, welches mittels Antikorper
gegen CD 62-E spezifisch nachgewiesen werden kann.

Endotheliale Mikropartikel kénnen als biologischarder angesehen werden, welche eine
Stérung der Endothelfunktion anzeigen, da sie dinakn gealterten oder aktivierten
Endothelzellen entstammen. Die in den Konzentratachgewiesenen endothelialen
Mikropartikel stammen mit hochster Wahrscheinliahleis dem Blut der Spender und
wurden wahrend des Herstellungsprozesses der Koaenn diesem angereichert. Da
Thrombozytenkonzentrate wahrend des Herstellungspees mit ca. 250 ml Plasma des
Spenders versetzt werden, kénnte auch diskutierteme ob somit ein Transfer der
endothelialen Mikropartikel aus dem Spender inkbeaserve stattfindet.

Dieser These widerspricht die Hohe der in den Thmrgtenkonzentraten gemessenen
Menge an endothelialen Mikropartikeln, welche um #&aktor 2,6 fach hoher ist, als die
Menge der endothelialen Mikropartikeln im Serum de€ontrollgruppe, also der
potentiellen Spender.

Waren die gemessenen endothelialen Mikropartikéldan 250 ml Plasma des Spenders
transferiert worden, so wirde man die gleiche MeageMVikropartikeln im Plasma der

Spender, wie im Konzentrat erwarten kbnnen.

Somit erklart sich die hohe Anzahl an endothelidiéikropartikeln in den Konzentraten

am ehesten Uber eine Anreicherung im Konzentratemihdes Vorgangs der Apherese.

Zum gegenwartigen Zeitpunkt steht bedauerlichemviegsne Methode zur Verfligung eine
Unterscheidung von endothelialen Mikropartikeln logich ihrer Herkunft vorzunehmen.
Somit kann nicht sicher geklart werden, ob die gesaeen endothelialen Mikropartikel
von Endothelzellen des Spenders entstammen oddiesé von frei im Blut zirkulierenden
Endothelzellen abstammen, welche mit im Konzentrahgereichert werden.
FUr den letzteren ware ein Anstieg der endothelidéropartikel im Laufe der Lagerung
zu erwarten, da die eventuell vorhandenen Endathefz im Laufe der Zeit weiterhin
Mikropartikel generieren missten. Einen solchen tiggs konnten wir jedoch nicht

nachweisen.
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Neben E-Selectin prasentieren Endothel-Mikropaltileene weitere Vielzahl von
Proteinen, inklusive HLA-Antigenen auf ihrer Obédhe [49]. Da es bei Transfusionen
mit zu den erklarten Zielen gehdrt, eine groRerertdagung von HLA-Antigenen zu
vermeiden, konnte der Entdeckung eines erheblickarteils an endothelialen
Mikropartikeln in Thrombozytenkonzentraten eine drefere Bedeutung zukommen.
Wahrend HLA-prasentierende Endothelzellen im Thromykenkonzentrat durch
entsprechende Filter vom Empfanger ferngehalteevekonnen, entgehen Mikropartikel

aufgrund lhrer geringen GroR3e einer Filtration.

Eine groRere Ubertragung von endothelialen Mikrgein wahrend einer Transfusion
konterkariert zusatzlich den Versuch, eine Reduktion HLA-Antigenen des Spenders an
den Empfanger mittels Leukozytenfilter zu erzielenda endotheliale
Mikropartikel eben diese HLA-Antigene in hoher Dielenthalten, [49] und es somit trotz
des Einsatzes eines Filtersystems es zu eben gdiesar Ubertragung von HLA-

Molekilen kommt.
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5.5. Veranderung der Mikropartikelzahlen wahrend finftagiger Lagerung der
Thrombozytenkonzentrate

Uber eine Veranderung der Mikropartikel-Anzahl ufdsammensetzung wurde bisher
noch wenig publiziert. Aus diesem Grund Untersucht@ die Veranderungen sowohl der
Gesamtanzahl an Mikropartikeln als auch die Anzadd Veranderungen thrombozytéarer
Mikropartikel sowie die Veranderungen endothelidiikropartikel wéahrend flinftagiger

Lagerung.

5.5.1. Veranderungen der Gesamtzahl an Mikropartikén

Systematische Untersuchungen Uber eine Verandelem@esamtzahl von Mikropartikeln
wahrend der Lagerung von Thrombozytenkonzentratbh s bisher nicht. Es wurden
lediglich die Veranderungen von Sub-Populationenie vbeispielsweise die der
thrombozytdren Mikropartikel oder CD 62-P positiikropartikeln, wéhrend einer

Lagerung von Thrombozytenkonzentraten untersucht.

In unseren Messungen beobachteten wir erstmalig Hefluss der Lagerung auf das
Verhalten der Gesamtzahl an Mikropartikeln. Hierb@nnten wir wahrend einer
funftdgigen Lagerung keine signifikante Veranderumgr Annexin-V positiven
Mikropartikel, also der Gesamt-Mikropartikel-Anzafdststellen.

5.5.2. Veranderungen der CD 61 positiven Mikropartkel

In den von uns durchgefihrten Messungen an uniedidh lange gelagerten
Thrombozytenkonzentraten konnte keine signifikaveranderung der thrombozytaren
Mikropartikel im Laufe der Lagerung festgestelltrden.

Hiermit stehen unsere Beobachtungen in Widersprauchwei friheren Untersuchungen
Uber Mikropartikel in Thrombozytenkonzentraten virel@inerseits aus Vollblut hergestellt
[81] und andererseits mittels Apherese produzienen [84]. In diesen Studien konnten
ansteigende Gesamtmengen an thrombozytdren Mikikoglar wahrend des

Lagerungsvorgangs nachgewiesen werden.

Es sollte jedoch berucksichtigt werden, dass isatheStudien Mikropartikel nur Gber die
GroRe der Teilchen definiert wurden, welches vehglh mit der wesentlich genaueren
Fahigkeit, Licht zu brechen, zu einer unangemesséiestellung der Grenzwerte fuhrt
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und diese wiederum zu falsch hohen Ergebnisseriitkann. Da in beiden Studien keine
Markierung der Mikropartikel mit CD 62P und CD 6&addgt ist, kann somit auch der

Anteil an Mikropartikeln von ruhenden Thrombozytaoht bestimmt werden.

Wir vermuten, dass die schonendere Herstellungfiemmbozytenkonzentrate durch die
von unserem Labor verwendete Tritaeine Aktivierung von Thrombozyten reduziert

und werten dies als Erklarung fur die unterschet@in Ergebnisse.

5.5.3. Veranderungen der CD 63 / CD 62-P positiveMikropartikel

Fur die Untergruppe der Mikropartikel von aktivestThrombozyten, CD 62-P und CD 63
positiv, konnten wir einen signifikanten Anstieg lraufe der flnftagigen Lagerungszeit
verzeichnen. Dieser Anstieg durfte auf eine zunetteeAktivierung von Thrombozyten

im Laufe der Lagerung hinweisen. Eine direkte Magstler Thrombozytenaktvierung war
dafir nicht notwendig, da die zur Messung verwesrdeAntikorper, zum Beispiel P-

Selectin spezifisch Plattchenaktivierung anzeid@ieser von uns gezeigte Anstieg von
CD 62-P positiven Mikropartikeln wahrend des Zeitrs der Lagerung wurde ebenso

bereits in friheren Untersuchungen nachgewieser8B285].

5.5.4. Veranderungen der CD 62-E positiven Mikropatikel

Auch eine mogliche Zu- oder Abnahme von endothatialMikropartikeln in

Thrombozytenkonzentraten wurde bisher noch niersmtét.

Die Ergebnisse unserer Messungen erbrachten nichilen Nachweis von endothelialen
Mikropartikeln in Thrombozytenkonzentraten, sondewnch den Beleg dass sich die

Konzentration wahrend flinftdgiger Lagerung nichnelert

Die konstante Menge an endothelialen Mikropartikepmicht unseres Erachtens gegen
eine fortwdhrende Entstehung von endothelialen ofi&rtikel aus zirkulierenden

Endothelzellen des Spenders.
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5.6. Mikropartikel im Serum der Patienten vor Transfusion

In den letzten Jahren hat sich die Erkenntnis djesétzt, dass die Mehrzahl der
Mikropartikel im menschlichen Plasma von Megakaggem abstammen [11]. Zuvor
wurde die Ansicht vertreten, dass es sich bei demnhandenen thrombozytaren
Mikropartikeln um ein Produkt thrombozytarer Akgvung handele [86]. Ware diese
mittlerweile revidierte Ansicht zutreffend, so wérdnan bei unseren Patienten eine
erhohte Anzahl an thrombozytaren Mikropartikeln @men kénnen, da die von uns
untersuchten Patienten auf Grund der hamatologisdBeunderkrankung an einem
erhohten Verbrauch und einer erhohte Aktivierungn vithrombozyten leiden. Diese
Vorstellung wurde unterstitzt durch Beobachtungeai Patienten mit soliden
Tumorerkrankungen, da es bei solchen Patientenfalseru einer erhohten Anzahl an
Mikropartikeln im Serum kommen kann [58]. Hierbgieden Mikropartikel offenbar bei
Prozessen wie Tumorwachstum und Metastasierunggethemsweise Angiogenese eine
bedeutende Rolle [59, 87, 88].

Eine vergleichbare Untersuchung bei Patienten rimhdtologischen Systemkrankheiten

hat allerdings bisher noch nicht stattgefunden.

Tatséchlich konnten wir in unserer Patientengrupgmdch erniedrigte Mikropartikel-
Mengen, sowohl die Gesamtzahl aller Annexin-V pesit Mikropartikel, als auch die
thrombozytdren Mikropartikel aus ruhenden und aktten Thrombozyten betreffend,
nachweisen. Dies entspricht der These, dass dierzZdieh der thrombozytaren
Mikropartikel von Megakaryozyten entstammen welcheRahmen der hamatologischen
Grunderkrankung vermindert vorhanden sind, was silsh Thrombozytopenie &ul3ert.
Zusatzlich kann diese Uberlegung durch ErgebnisseAdbeitsgruppe um Rank A. und
Delker R. belegt werden, die nachweisen konntess da einen Zusammenhang zwischen
der Anzahl der messbaren Thrombozyten im periphdBant und der Hohe der

thrombozytaren Mikropartikel im menschlichen Plasyiis.
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5.7. Veranderung der Mikropartikel-Anzahl nach Transfusion in vivo

Daten, in welchem Umfang sich die mittransfundierti®likropartikel in Patienten

verhalten, liegen bislang nicht vor.

Da durch die Transfusion von Thrombozyten eine hdtmzahl an Mikropartikeln
mitibertragen werden, kdénnte man auch einen Anglieg Mikropartikel-Menge im
Plasma des Patienten nach Transfusion erwartenwi@hynd in welcher Geschwindigkeit
die Ubertragenen Mikropartikel wieder aus dem HBlert Patienten entfernt werden, erlangt
angesichts einer erhéhten thrombogenen Potenz vkropartikel besondere Bedeutung.
Eben diese erhdhte thrombogene Potenz von Mikigphartkonnte eine Erklarung fir die
2002 von Pihusch et al. beschriebene, paradoxesweishOhte Inzidenz von
thrombembolischen  Ereignissen  bei  thrombozytopeeisc Patienten  nach

hamatopoetischer Stammzelltransplantation sein [89]

5.7.1. Veranderungen der Gesamtzahl an Mikropartikéh nach Transfusion in vivo

Entsprechend unseren Erwartungen konnten wir uelimét nach Beendigung der
Transfusion eine erhéhte Menge an Annexin-V positiMikropartikeln bestimmen. Die
gemessenen Mengen waren zu jedem Messzeitpunkfikagh hoher als vor Beginn der
Transfusion. Innerhalb des Beobachtungszeitraunoes drei Stunden wurden mehrere
Blutentnahmen durchgefihrt. Hierbei konnten, vetgn mit dem vorherigen Messwert
jeweils signifikant reduzierte Mikropartikel Mengemachgewiesen werden, bei insgesamt

deutlich erhdhten Mikropartikelmengen.

Der Nachweis erhohter  Mikropartikel Mengen nach n§fasion von
Thrombozytenkonzentraten erhalt besondere kliniscRelevanz, da eine bei
hamatologischen Erkrankungen haufig durchgefuhrteerdpie, die hamatopoetische
Stammzelltransplantation ist. Als Nebenwirkung dieBherapie kommt es zu einer langen
aplastischen Phase, welches eine héaufige Transfussm Thrombozytenkonzentraten
notwendig macht und es somit zu einer erhohten SBatg der Patienten mit
Mikropartikeln kommt [90].

Das Entstehen zahlreicher Komplikationen nach Treesen von
Thrombozytenkonzentraten, wie das sinusoidal obstnu syndrome, die
microangiopathic hemolytic anemia, und die graftsue host disease scheinen die

Konsequenz aus einem interessanten Zusammenspigb@onnung, Thrombozyten und
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dem Immunsystem zu sein [91, 92].

Letztendlich konnte die Genese dieser Erkrankungech nicht abschlielend erklart
werden, jedoch muss eine Beteiligung von Mikropatti, welche mittels Transfusion

Ubertragen werden, diskutiert werden.

Unsere Daten zeigen, dass eine Transfusion vomiliwayten nicht nur eine Spende von
Thrombozyten ist, sondern dass es somit auch zer @rheblichen Ubertragung von

Mikropartikeln kommt.

Neben deren Fahigkeit den Gerinnungsprozess zunfhessien, sind Mikropartikel auch
beteiligt am Transport und Transfer von bioaktivbtolekilen, dem Prozess der
Zellaktivierung, an entzindlichen Vorgdngen unddan Anpassung der kdrpereigenen
Abwehr eben solcher Prozesse [12, 14, 50, 52, W8 zu den gerade beschriebenen

vermehrten Komplikationen fihren kann.

5.7.2. Veranderungen der CD 61 positiven Mikropartkel nach Transfusion in vivo

Ebenso wie die Gesamtzahl der Mikropartikel, so awsh die Menge an thrombozytéaren
CD-61 positiven Mikropartikeln nach Transfusionrktarhéht. Hierbei waren innerhalb
des Beobachtungszeitraumes zu jedem Messzeitpreriglichen mit der Ausgangsmenge,
signifikant erhdhte Mikropartikelmengen nachweisbar

Auch in dieser Mikropartikel Population kam es zmneen langsamen Rickgang der

Mikropartikel Anzahl, nach einem Peak unmittelbacim Beendigung der Transfusion.

Aufgrund der stark erhohten Anzahl der CD 61-pesiti Mikropartikel in den
Konzentraten, kann diese Menge, trotz der circda2Ben Verdlinnung der Konzentrate
im Patienten nach Transfusion, fir die ErhéhungimeAnschluss an die Ubertragung der
Thrombozytenkonzentrate gemessenen CD 61-positivikropartikelmengen im

Patientenblut verantwortlich gemacht werden.

Nieuwland et. al. beschrieben bereits 1997, dassmibhozytdre Mikropartikel eine hohe
thrombogene Potenz besitzen und in der Lage sinde erofle Menge an

gerinnungsfordernden Enzymen zu binden und zu iekéin [94]. Neben der positiven

Unterstitzung der Hamostase im Sinne einer Blupndgention sind erhohte Mengen an
thrombozytdren Mikropartikeln bei Patienten nactariBfusion von Thrombozyten mit
dem Auftreten von Tiefen-Venen-Thrombosen assdziier
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Dies wurde sowohl von Cook et al. 2005 fir Patierdaf Intensivstationen beschrieben
als auch von Khorana et al. 2008 fur Patientersolilen Malignomen [3, 60].

5.7.3. Veranderungen der CD 63 / CD 62-P positivavikropartikel nach Transfusion

in vivo

Ahnlich wie es sich mit der Gesamtzahl und der CDp@sitiven Mikropartikelmenge
verhalt, so werden auch CD 62-P und CD 63 posMiegopartikel in erhdhtem Mal3 bei
Transfusionen von Thrombozytenkonzentraten mitiibgen. Dies konnten wir im Plasma

der Patienten nach Transfusion nachweisen.

Wie auch bei den zuvor beschriebenen Mikropartik@bulationen kam es bei insgesamt
erhohten Mikropartikelmengen zu einem langsamen k&dmmg der von aktivierten

Thrombozyten stammenden Mikropartikeln.

Als eine weitere Erklarung fur die hohen thrombérgh Mikropartikel-Werte nach
Transfusion kénnte ebenso eine durch die Trangiugom thrombozytaren Mikropartikel
verursachte Aktivierung von Thrombozyten im Pagentuind nachfolgende Entstehung

von Mikropartikeln diskutiert werden.

5.7.4. Veranderungen der CD 62-E positiven Mikropatikel nach Transfusion in vivo

Die ebenfalls in Thrombozytenkonzentraten enthalterendothelialen Mikropartikel
stiegen zwar unmittelbar nach Beendigung der Tuemn@h an, jedoch war dieser Anstieg
statistisch nicht signifikant. Dieser geringe Aagtilasst sich jedoch ebenfalls aus den im
Konzentrat vorhandenen deutlich geringeren endaikal Mikropartikel Mengen erklaren.

Die Prasentation von endothelialen Mikropartikele@l&chen, welche Zell-
Adhéasionsmolekile wie E-Selectin und ICAM-1 beitda) ist mit einer erhodhten
Bindung und Aktivierung von Monozyten [95] und Lexyten [96] verbunden, was die
Mitwirkung von endothelialen Mikropartikeln am Tisgport und Transfer von bioaktiven
Molekulen, der Zellaktivierung, dem Entzindungspss und der Ausbildung der

erworbenen Immunitéat erklaren kann [12, 14, 50,92,

Zusatzlich verringern endotheliale Mikropartiké drreisetzung von endothelialen NO in
vitro [97, 98] und fihren zu einer Zunahme von Adsé&lerose, Beeinflussen die

Aktivierung und die Apoptose von Zellen [99] undnkden somit als Trigger von
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immunogenen und pathogenen Prozessen verantwadinh

Aus diesem Grund ist dieser, wenn auch nicht sigante, Anstieg beunruhigend.

5.8. Elimination von Mikropartikeln in vivo

Die unmittelbar nach Transfusion erhéhten Mikrojatspiegel sinken im Laufe der Zeit
signifikant ab.

Unserer Arbeitsgruppe gelang es erstmalig, eindwiaitszeit fur die Elimination von
Mikropartikeln in vivo zu berechnen. Hierbei konifiie thrombozytare Mikropartikel eine
Halbwertszeit von 5,3 Stunden und fir Annexin-V ipes Mikropartikel eine von 5,8
Stunden berechnet werden. Diese Halbwertszeited wi@sentlich kurzer als die fur

transfundierte Thrombozyten.

Diese sanken namlich mit einer Halbwertszeit vonage24 Stunden, was auf einen

unterschiedlichen Eliminations-Mechanismus schhel@sst.

Bis zum jetzigen Zeitpunkt ist nur relativ wenigeiildie Clearance von Mikropartikeln aus
dem Blut bekannt. Eine weitgehend akzeptierte Thd® von einer Phagozytose der
zirkulierenden Mikropartikel durch Makrophagen absese Vorstellung wird durch die
von

Marti-Lliteras et al. beschriebenen, ahnlichen Maltiszeiten fur die Elimination von
Bakterien durch Makrophagen, die der Eliminatiom \Wikropartikeln aus dem Blut der

Patienten entspricht, gesttitzt [100].

Ein weiterer Mechanismus der Entfernung von Mikrtigaln aus dem Blut konnte die
Bindung von Mikropartikeln an die Oberflachen vardaren Zellen sein. Dies wurde fir
Mikropartikel durch ihre Fahigkeit  zelltypspezifiree  Bindungsproteine,
Adhasionsliganden oder Rezeptoren zu exprimieréagbgl2], ebenso wie ihre Fahigkeit,
die Immunantwort zu verandern [101] und Tissuediaauf andere Zellen zu transferieren
[102].
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5.9. Ausblick

Die von uns durchgeflhrten Unersuchungen erbrachiete bis dato unbekannte
Erkenntnisse Uber Mikropartikel in Thrombozytenkemnizaten und deren Veranderungen

in Art und Zusammensetzung wahrend funftagiger haagp

Daneben konnten wir neue Einblicke Uber die Vertgyl und den Abbau von

Mikropartikeln nach Ubertragung auf Patienten inmRan von Transfusionen gewinnen.

All diese Erkenntnisse werfen jedoch eine Vielzanli neuen und interessanten

Fragestellungen auf.

Da Mikropartikeln bei einer Vielzahl von patholog®n Vorgangen im menschlichen
Korper beteiligt sind, sollte es das Ziel sein, tlbertragung von Mikropartikeln im

Rahmen von Transfusionen so gering wie moglichateh.

Da die in den Konzentraten enthaltenen Mikropaktiki grof3ter Wahrscheinlichkeit aus
den Spendern stammen und wahrend des Herstellazgsses in die Konserven
gelangen, sollte in Anbetracht der moglichen Koosegen einer vermehrten
Mitibertragung von Mikropartikeln der Versuch umi@mmen werden, diesen Aspekt bei
einer Weiterentwicklung der Apheresegerate zu lsitibtigen und auf eine konsequente

Reduktion der Mikropartikel Mengen grof3ten Weriegen.

Dies gilt insbesondere bei den von uns untersudbéienten, da diese einen relativ hohen

Bedarf an Transfusionen im Rahmen ihrer aplastiséiese haben.

Ziel weiterer Studien sollte die Reproduzierbarkeiserer Ergebnisse, als auch Studien
mit groRerem Patientenkollektiv sein, da die vorns umtersuchte Gruppe mit elf

Studienteilnehmern eine nur eingeschrankte sttfsti Aussagekraft besitzt.

Die nachgewiesenen endothelialen Mikropartikel, clvel HLA-Eigenschaften des

Spenders tragen, sollten hierbei im Vordergrundesei Untersuchungen stehen.
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6. Zusammenfassung

Die von uns zu Beginn der Untersuchung gestelltagén konnen wir im Rahmen unserer

Studienergebnisse wie folgt beantworten.

1. Thrombozytenkonzentrate enthalten eine erhthte Kleag thrombozytéren
Mikropartikeln, hauptsachlich von ruhenden Thromitem beziehungsweise
Megakaryozyten. Hiermit zeigen unsere Daten, das& dransfusion von
Thrombozyten nicht nur eine Spende von Thrombozigersondern dass es auch
zu einer relevanten Ubertragung von Mikropartikedmmt. Neben ihrer Fahigkeit,
den Gerinnungsprozess zu beeinflussen, sind Mikiigph auch beteiligt am
Transport und Transfer von bioaktiven Molekilen, mdeProzess der
Zellaktivierung, an entzindlichen Vorgdngen und dar Anpassung der
korpereigenen Abwehr eben solcher Prozesse. Dest @er Erkenntnis, dass
Thrombozytenkonzentrate einen hohen Anteil an Mikrtkel beinhalten

besondere Bedeutung zukommen.

2. Erstmalig konnten wir endotheliale Mikropartikel thrombozytenkonzentraten
nachweisen. Wenngleich diese in geringerem Umfang thrombozytare
Mikropartikel in den Konzentraten vorkommen, sorbgtder Messwert das 2,6

fache des Plasmawertes gesunder Kontrollpersonen.

Bei der Transfusion eines Thrombozytenkonzentratemste es dabei zu einem
relevanten HLA-Transfer vom Spender auf den Emm@éngommen, da
endotheliale Mikropartikel HLA-Antigene in hoheridbte auf ihrer Oberflache

prasentieren.

Maoglicherweise sind HLA-tragende endotheliale Miagtikel pathogenetisch fur
immunologische Reaktionen im Zusammenhang mit Tusieen von
Thrombozytenkonzentraten, trotz der Anwendung voreukiozytenfiltern

mitverantwortlich.

Der dartber hinaus mdgliche Effekt dieser mittrandferten Teilchen auf den
Empfanger muss ebenfalls beunruhigen, da endadtnelNdikropartikel Zell-

Adhésionsmolekile wie E-Selectin und ICAM-1 beidalund mit einer erhohten
Bindung und Aktivierung von Monozyten und Leukozytgerechnet werden muss.

Zusatzlich verringern endotheliale Mikropartikét dFreisetzung von endothelialen
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NO in vitro und fihren damit zu einer Zunahme vaheXosklerose, beeinflussen
die Aktivierung und die Apoptose von Zellen und ktiam somit als Trigger von

immunogenen und pathogenen Prozessen verantwaéioh

. Uber den beobachteten Zeitraum von fiinf Tagen karauekeinem signifikanten
Anstieg der Annexin-V positiven Mikropartikeln. Hiso stabil zeigten sich die
Mengen an thrombozytdren Mikropartikeln, deren @dgahl sich nicht
wesentlich erhdhte. Die Anzahl an Mikropartikelrtialkerter Thrombozyten stieg
hingegen signifikant an. Wenngleich diese Gruppe Mikropartikel nur einen
kleinen Anteil an der Gesamtmenge der thrombozytdéropartikel ausmacht,
so geben diese Daten doch Hinweise auf eine zumedenéktivierung der

gesammelten Thrombozyten mit fortschreitendem AlerKonserven.

. Unsere Ergebnisse bestatigen den Verdacht, dasadkseiner Transfusion von
Thrombozyten, zu einem Anstieg der Plasmakonzeotraton Mikropartikeln
kommt. Die gemessenen Hohen erharten die Vermutdags diese Erhéhung
durch die in den Thrombozytenkonzentraten enthatteiikropartikel, also
Mikropartikeln des Spenders, bedingt ist. Dies kennwir sowohl fir die
Gesamtzahl, als auch fur thrombozytare Mikropaltikelche den grof3ten Anteil
an den im Konzentrat vorhandenen Mikropartikeln naashen belegen.
Endotheliale Mikropartikel wurden zwar ebenfallsttnainsfundiert, deren Anstieg
war jedoch nicht signifikant, was unseres Erachtemsder insgesamt geringen
absoluten Menge an endothelialen Mikropartikeln. IBg Mikropartikel neben
vielen Effekten eine gewichtige Rolle an der Algiving der Blutgerinnung
spielen, so koénnte dies mit eine Erklarung furwetfach beschriebene Entstehung
von Thrombosen bei thrombozytopenen Patienten nacansfusion von

Thrombozyten sein.

. Die nach Transfusion erhthten Mikropartikelmengehmen im Laufe des
Beobachtungszeitraumes stetig ab, waren jedoch aach den drei Stunden
Beobachtung immer noch signifikant erhoht. Es gglaons erstmalig,
Halbwertszeiten flur Elimination von Mikropartikelm menschlichen Organismus
zu berechnen. Diese wichen mit 5,3 Stunden fumtbiazytare Mikropartikel und
5,8 Stunden fur die Gesamtzahl an Mikropartikel tilgu von der ebenfalls
berechneten Halbwertszeit fir Thrombozyten von 8&:n ab, was auf einen

unterschiedlichen Eliminationsmechanismus hindeténnte. Die berechneten
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Zeiten fur Mikropartikel deckten sich mit denen,lete flr die Elimination von
Bakterien mittels Phagozytose durch Makrophagemiaksind. Diese Erkenntnis

stitzt die These, dass Mikropartikel mittels Phatmee aus dem menschlichen
Blut entfernt werden.
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