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2 Einleitung

2.1 Aufbau der Thrombozyten und ihre Rolle bei der Hamostase

Normal zirkulierende Thrombozyten sind kernlose korpuskuldre Blutbestandteile mit einer
Dicke von etwa 0,5-0,75 pm, einem Durchmesser von etwa 1,5-3,5 pm und einem Volumen von
7,4-10,4 fl. Wahrend einer gesteigerten Thrombopoese sind vermehrt grof’e Thrombozyten (12
fl) im peripheren Blut nachweisbar; deshalb wird vermutet, dal? es sich dabei um junge Formen
handelt (1). Das Innere des Thrombozyten besteht aus dem Granulomer, das alle granuléren
Strukturen enthélt, und ist vom Hyalomer umgeben, dessen wesentliche Aufgaben in der
Aufrechterhaltung der Zellform und der Kontraktion liegen. In der Phospholipid-Zellmembran
ist als wesentlicher Faktor der thromboplastischen Aktivitat der Plattchenfaktor 3 lokalisiert.
Dieses Phospholipid dient als Oberflache fur die Aktivierung von Gerinnungsfaktoren. VVon den
intrazellularen granuléren Strukturen konnten mit immunzytochemischen Methoden vier Typen
von Granula unterschieden werden (2):
1) Alpha-Granula enthalten Fibrinogen, Plattchenfaktor 4, 3-Thromboglobulin,
Plattchen-Wachstumsfaktoren (beispielsweise platelet derived growth factor-PDGF)
und in ihren Membranen das Glykoprotein (GP) P-Selektin (CD 62).
2) Lambda-Granula oder Lysosomen, die hydrolytische Enzyme wie saure Hydrolase,
Kathepsin, Heparinidase und in ihren Membranen das GP 53 (CD 63) enthalten,
3) Delta-Granula oder ,,dichte Korper* (dense bodies) mit unter anderem ADP, ATP,
Guanin-Nukleotiden, Calcium und Serotonin (3) sowie
4) Peroxisomen mit Katalase (4).
Thrombozyten kdnnen je nach Funktionszustand ihre Form charakteristisch verdndern. Wéhrend
inaktive Thrombozyten in elliptischer Form zirkulieren, flihrt eine Aktivierung durch
Mediatoren, Scherkrafte oder eine GefaRverletzung mit Kontakt zu subendothelialen Strukturen
(Kollagen) zur Pseudopodienbildung und im weiteren zur Degranulierung und Sekretion. Dieser
Formwandel geht u.a. mit einer Adh&sion am Subendothel einher, die wiederum durch den
Brickenbildner von-Willebrand-Faktor zwischen Plattchen und Subendothel ermdéglicht wird.
Bei der in drei Schritten ablaufenden priméaren Hamostase nehmen die Thrombozyten die

folgenden wichtigen Rollen ein:

Nach Lasion des Blutgefales folgt die Gefalverengung durch GefaBmuskelkontraktion. Hier ist
u.a. Thromboxan oder Serotonin aus den dense bodies der Thrombozyten als Vasokonstriktor
beteiligt (5).



Im zweiten Schritt erfolgt die Adhé&sion der Plattchen am Subendothel und dann die Aggregation
mit Bildung eines h&mostatischen Pfropfs. Das primére Plattchenaggregat ist dabei relativ

instabil.

In der nun folgenden sekunddren H&mostase wird die Gerinnungskaskade aktiviert und

Thrombin und Fibrin werden in der Umgebung des Plattchenaggregats gebildet.

Durch Anlagerung von Fibrin an das Plattchenaggregat werden die Thrombozyten quervernetzt

und durch Gerinnselretraktion der hdmostatische Blutkuchen verfestigt (6).

Die Aggregation wird unter anderem durch Adenosindiphosphat (ADP), Adrenalin, Thrombin,
Collagen, Serotonin, Vasopressin, Plattchenaktivierender Faktor, Arachidonsdure und deren
Metabolite ausgeldst. In Reaktion mit dem GP llb/Illa-Komplex als Rezeptor auf der
Thrombozytenoberflache zur Fibrinogen-Briickenbildung flihren diese Substanzen dann Uber die
Freisetzung von Inhaltsstoffen wie ADP rasch zu dem charakteristischen Formwandel mit
Verfligbharmachung von optimalen Phospholipiden (PF 3) , an deren Oberflache die plasmatische

Gerinnung ablauft (sekundare Hamostase).
Im Rahmen der Hamostase ibernehmen die Thrombozyten somit v.a. drei wichtige Aufgaben:

1. Sie fiihren durch Adhasion und Aggregation zur Bildung eines Plattchenpfropfs,

2. Sie liefern mit dem Plattchenfaktor 3 die fur die sekunddre Hamostase notwendigen
Phospholipide.

3. Durch Gerinnselretraktion mit Hilfe von Fibrin fihren die Thrombozyten zu einer

Stabilisation des Blutkuchens.

2.2 Die Membranglykoproteine der Thrombozyten

Das seit 30 Jahren bekannte ,,fluid mosaic*- Modell der Plasmamembran als Begrenzung der
eukaryoten Zelle und seine Weiterentwicklung in einer heutigen Version beschreibt zwei
wesentliche Strukturelemente. Neben den in einer Doppelschicht angeordneten Membranlipiden
sind sowohl als integraler Bestandteil, als auch in peripherer Position Membranproteine zu
nennen (7). Dies sind meistenteils Glykoproteine (GP), deren Zuckerketten mit verschiedenen
Aminoséauren verkniipft sind. Dartberhinaus sind in unterschiedlichen Anteilen Glykolipide und

Neutralfette in der asymmetrischen und polaren Biomembran verankert.



Die Biomembran ist einem fortlaufenden Umbauprozel? unterworfen. Die Synthese einzelner
Membranbestandteile erfolgt im rauhen und glatten endoplasmatischen Retikulum und der
MembranfluB zwischen diesen innerzytoplasmatischen Elementen und der Plasmamembran wird
standig aufrechterhalten. Als Transportwege von extra- nach intrazellular und in umgekehrter
Richtung existiert neben der Interaktion der Membranproteine mit dem Zytoskelett auch die
Madglichkeit des Transports Uber Vesikel (9). Die Diffusion von Lipiden als Austausch zwischen
unterschiedlichen Membranbereichen wird durch ein System von SchluBleisten, sogenannten
,»tight junctions®, verhindert (10). So ist die Lipiddoppelschicht nur fir hydrophobe und kleine
polare Molekiile durchléssig. Die Membranproteine, als wichtiger Bestandteil des
Stoffaustausch- und Informationssystems zwischen dem extra- und dem intrazellularem Raum,
ubernehmen im funktionellen Ablauf auch die Rolle der Rezeptoren fir Hormone und
Mediatoren (12).

In dieser Arbeit sind mithilfe monoklonaler Antikdrper die Membranglykoproteine 1b (bekannt
als Antigen CD 42 b), I1b, Illa (im Komplex bekannt als Antigen CD 41 a), IV (CD 36), IX, P-
Selektin (CD 62, GMP 140, PADGEM), und GP 53 (CD 63) untersucht worden, welche
mafRgeblich an der Kommunikation der Thrombozyten mit anderen Zellen, Bestandteilen des
Plasmas und der Gefalwand beteiligt sind und als Rezeptoren fir Liganden dienen, die die

Adhésion und Aggregation der Thrombozyten bedingen (13).

Die Membranglykoproteine Ib und IX befinden sich in Form nichtkovalenter I1b-1X-V-Komplexe
in der Zellmembran der Thrombozyten (14), deren Zahl in normalen Thrombozyten mit

naherungsweise 25.000 angegeben wird (16).

Der GP Ib/IX- Komplex bindet u.a. Thrombin, ist aber vor allem ein Rezeptor fur den von-
Willebrand-Faktor (VWF), der von Endothelzellen und Megakaryozyten synthetisiert wird. Die
Interaktion von GP Ib/IX mit subendothelialem vWEF ist essentiell fir die Adhdsion von
Thrombozyten bei hohen Scherkraften, wie sie in der arteriellen Strombahn herrschen (17). Ein
Defekt oder ein Fehlen des GP Ib liegt dem 1948 beschriebenen Bernard-Soulier-Syndrom
zugrunde (18). Klinisch ist es durch eine Blutungsneigung bei Thrombozytopenie und

vergroRerten Blutplattchen gekennzeichnet.

Der Plattchen-zu-Plattchen-Kontakt, die Plattchenaggregation, ist wesentlich an die Funktion des
GP lIb/llla- Komplexes gebunden, dessen Ligand Fibrinogen tber Calcium interthrombozytér
briickenbildend wirkt (3) und zur Zusammenlagerung der Plattchen fuhrt. Ebenfalls als Liganden

fungieren Thrombospondin, Fibronectin, Vitronectin und der von-Willebrand-Faktor (vWF), der



in geschadigten GefaRen im Bereich hoher Scherkréfte in der arteriellen Strombahn aufgrund
seiner hohen Bindungsaffinitat gegeniiber Geféaliendothel und Thrombozyten die entscheidende
Rolle bei der Adhésion spielt und in der Gerinnungskaskade als Carrier des Faktor VIII die

Aktivierung der Gerinnungsfaktoren 1X und X beschleunigt (22).

Dariiberhinaus vermittelt der vWF als Ristocetin-Cofactor die Plattchenaggregation bzw. -

agglutination tiber die Membranrezeptoren GP | b und GP I1b/l11a (24).

Exprimiert wird der GP llb/Illa-Komplex ausschliellich auf der Zelloberflache von
Megakaryozyten, Thrombozyten (23) und auf den Membranen der alpha-Granula innerhalb der
Thrombozyten (3). Seine Zahl auf einem normalen Thrombozyten ist mit etwa 50.000

ungewohnlich hoch (dies entspricht ca. 1-2% des gesamten Pl&attchenproteins).

In ruhenden Thrombozyten ist die Affinitdt des GP Ilb/llla-Komplexes zu Fibrinogen gering,
erst durch Stimulation (z.B. durch Adenosindiphosphat) (3) und nachfolgender, mel3barer
Konformationsédnderung wird der GP Ilb/Il1la-Komplex zum aktiven Rezeptor fir seine Liganden
(26) und die Bindung von Fibrinogen kann in zwei kinetisch unterschiedlichen Prozessen
ablaufen (27). Durch Thrombozyten, die auf Stimulation mit verminderter Aggregation
reagieren, ist die Thrombasthenie Glanzmann gekennzeichnet, denn thrombasthenische Pl&ttchen

besitzen weniger GP I1b/llla-Komplexe als die Norm (29).

Ebenfalls als Rezeptor fiir adhdsive Proteine des Subendothels ist das GP 1V (llIb) - auch
bekannt als Antigen CD 36 - auf der Thrombozytenoberflache zu finden (19).Seine ungeféhre
Zahl auf einem Thrombozyten wird mit 12.000 angegeben (31). Antkorper gegen GP IV
reagieren auch mit der Oberfliche von Monozyten, Retikulozyten, Endothelzellen und
verschiedenen Tumorzellinien (32), aber nicht mit Lymphozyten und Granulozyten. Als
Liganden fungieren Kollagen, low-density lipoprotein (LDL) (33), mit Plasmodium falciparum
infizierte Erythrozyten und Thrombospondin, das auch vom Endothel produziert wird und in

funktionelle Vorgénge der Adhéasion und Aggregation involviert ist (34).

Um aktivierte Thrombozyten in Blutproben zu erkennen, wurden in dieser Arbeit mit
monoklonalen Antikérpern die Aktivierungsmarker P-Selektin (GMP 140, PADGEM, CD 62)
und das GP 53 (CD 63) gemessen. Dabei ist bekannt, dal? P-Selektin, ein Membranglykoprotein
mit einer ungefahren Molekilmasse von 140 Kilodalton, im ruhenden Thrombozyten mit den
Membranen der alpha-Granula assoziiert ist und erst nach Aktivierung der Thrombozyten auf der
Zelloberflache nachgewiesen werden kann (2). Alpha-Granula werden bereits in den

megakaryozytaren Vorlauferzellen produziert und treten wéhrend der Reifungsperiode immer
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ausgepragter in Erscheinung. In den Granula von Endothelzellen, den Weibel-Palade-
Korperchen, ist P-Selektin ebenfalls prasent und auch hier wird es erst nach Aktivierung durch
Thrombin, Histamin oder Komplementfaktoren (37) auf der Endothelzelloberflache exprimiert
(38). Sowohl auf der Zellmembranoberflache der Thrombozyten als auch der Endothelzellen
ubernimmt das P-Selektin die Funktion eines Adhdsionsmolekils (39) und vermittelt u.a. die

Adhésion von Thrombozyten an verschiedene Typen von Leukozyten (40).

Das Glykomembranprotein 53 (CD 63) hat ebenfalls seine Eignung als Marker fir die
Thrombozytenaktivierung unter Beweis gestellt. Als Bestandteil der innerthrombozytéren
Lysosomenmembranen mit einem molekularen Gewicht von 30-60 Kilodalton wird es wahrend
der Plattchensekretion und der damit verbundenen Verschmelzung der Lysosomen- und
Granulamembranen mit der Plasmamembran auf der Zelloberflache der Thromboyten zugangig
(38). Diese Expression kann z.B. durch Thrombin hervorgerufen werden und fuhrt dann zu
naherungsweise 9000-13.000 Molekilen auf der Oberflache (42). Darliberhinaus erscheint GP
53 auf der Zelloberflaiche von zytotoxischen T-Lymphozyten und aktivierten basophilen
Granulozyten (43) sowie Zellen maligner Melanome, Adenokarzinome und neuroendokriner

Tumoren (44), aber nicht auf der Oberfl&dche von Erythrozyten.

2.3 Monoklonale Antikorper (AK)

AK sind definitionsgemal Immunglobuline (lg), Molekille mit einer bestimmten
Aminosduresequenz und Oberflachenkonfiguration, deren Spezifitat ihnen die Bindung an ein
spezifisches Antigen (Ag) ermdglicht. Die Bindungsbereiche des Ag’s flr den AK heil3en ,,Ag-

Determinanten® oder ,,Epitope” (45).

Die in dieser Arbeit verwendeten monoklonalen AK sind durch Immunisierung von Méusen mit
einem Ag und anschlieender Splenektomie der Mé&use und Préparation der Milz in einer
Zellsuspension entstanden. Die AK-produzierenden Zellen wurden nach der Hybridom-Technik
mit M&usemyelomzellen fusioniert, die selbst nicht zur AK-Produktion fahig sind und durch
Transformation als potentiell unsterblich gelten. So entstanden fusionierte Einzelzellen mit der
Fahigkeit zur AK-Produktion, die isoliert werden konnten und jeweils ein Klon monoklonale AK
produzierten. Die Vorteile der monoklonalen AK, wie hohe Spezifitadt und Verfligbarkeit, haben
seit ihrer ersten Beschreibung durch Kohler und Milstein 1975 (46) zu einem festen Platz in der

Klinik und der Forschung gefiihrt. Neben in dieser Arbeit wichtigen Funktion der monoklonalen
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AK zur Charakterisierung von Membranproteinen haben sie unter anderem bei der
Identifizierung von Tumorantigenen, in der Serologie von diagnostischen Routinetests zur
Messung von Serumspiegeln von Medikamenten und Proteinen und zur Klassifikation von

Leukamien, Lymphomen und deren Therapie Eingang gefunden (47).

2.4 Thrombozytopoese und ihre Regulation

Die Entwicklung der zelluléaren Elemente des Blutes nimmt ihren Ausgang bei den pluripotenten
Stammzellen (SZ), die vor allem im Knochenmark, aber auch im periperen Blut nachweisbar
sind. Sie sorgen durch stdndige Reduplikation und Differenzierung fir den Erhalt eines
funktionierenden hamatopoetischen  Systems. Aus den pluripotenten SZ entstehen
Vorlauferzellen, die jeweils in nur eine bestimmte Zellinie differenzieren und zu Granulozyten,
Monozyten, Lymphozyten, Erythrozyten oder Thrombozyten mit jeweils spezifischen

Enzymsystemen und Zellorganellen flhren.

Morphologische und immunologische Charakteristika haben zur Identifizierung von
verschiedenen megakaryozytaren Vorlauferzellen beigetragen, die tber den Megakaryoblasten
zum Megakaryozyten reifen. Der Megakaryoblast ist zwar noch zur DNA-Synthese fahig,
unterliegt aber keinen Zytoplasmateilungen mehr, so da im weiteren ein polyploider
Chromosomensatz (16 Chromosomenséatze im Durchschnitt) resultiert. Die weitere
Plasmareifung fihrt zur Volumenzunahme und zum basophilen Megakaryozyten
(Promegakaryozyt), aus dem dann Uber die Reifungsstufe des granuldren der
thrombozytenbildende Megakaryozyt entsteht. Gebildet werden die Thrombozyten im
Knochenmark (KM) durch Fragmentation aus den Megakaryozyten, deren Plasmamembran in
das eigene Zytoplasma invaginiert. Dabei entstehen ,,Plattchendemarkations-Membranen®, die
spater die Zellmembranen der Thrombozyten bilden. Als granulahaltige Zytoplasmafragmente

gelangen diese sodann in den Markraum oder Sinus.

Uber die Regulation der Thrombopoese ist nach heutigem Stand der Forschung bekannt, dai
sowohl Thrombozytopenie als auch Thrombozytose Uber Rickkopplungsmechanismen eine
Anpassung der Thrombozytenbildung erwirken , und daB komplexe Mechanismen die
Proliferation und anschlieBende Differenzierung der pluripotenten SZ zu Vorlauferzellen
regulieren (48). Koloniestimulierende Faktoren (CSF) oder hamatopoetische Wachstumsfaktoren

sind Zytokine, die selbst stimulatorisch oder inhibitorisch wirken und im Zusammenspiel mit
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Zellinteraktionen die Thrombopoese beeinflussen. Beispiele fir Zytokine mit Wirkung auf die
Megakaryozytopoese sind Thrombopoetin, GM (Granulozyten-Makrophagen-)-CSF (colony-
stimulating factor), Interleukin (IL)-4 und IL-9 (49).

Thrombopoetin, in der Literatur auch als megakaryocyte growth and development factor
(MGDF) bekannt und identisch mit dem Liganden fir das Proto-Onkogen c-mpl, wirkt bereits
im frihen Stadium der hamatopoetischen SZ oder der friihen Vorlduferzellen regulatorisch (52).
Die Gegenwart von Thrombopoetin erhoht die Anzahl der bei der Thrombopoese gebildeten
Plattchen (53) und fuhrt zur gesteigerten Expression sowohl des Membranglykoproteins Ib als

auch des Glykomembranproteinkomplexes I1b/111a (54).

BeeinfluBRt wird die Megakaryozytopoese auch durch den Stammzellfaktor (stem cell factor=
SCF), der dosisabhangig die Anzahl der megakaryozytaren Vorlauferzellen (colony-forming
units-megakaryocyte, CFU-MK) erhoht (55). Die Milz beeinflul3t die Zahl der Thrombozyten im
peripheren Blut, weil sie als Pool physiologisch bis zu 35% der Thrombozyten speichern kann

(bei Splenomegalie bis zu 90 %) und dieser Pool mit dem der Peripherie frei austauschbar ist.

Thrombozyten werden in der Leber und Milz nicht nur abgebaut, sondern die Milz muf3 auch
einen hemmenden EinfluR auf die Produktion haben, denn die nach Splenektomie auftretende
Thrombozytose geht weit Uber das hinaus, was durch Wegfall der Milz als Speicher- und
Mauserungsorgan zu erwarten ist. Die fortlaufend ins Blut gelangenden Megakaryozyten werden
in der Lunge gefiltert. Nach mechanischer Alteration werden die ,,Kerneinheiten* weiter
verstoffwechselt, indem aus den Plasmaresten Thrombozytenabspaltungen stattfinden und der

Kern von den Makrophagen der Lunge phagozytiert wird.

2.5 Stammzelltherapie

Durch die Transplantation von Stammzellen (Stammzelltransplantation = SZT) nach
Hochdosischemotherapie kénnen bestimmte hamatologische und onkologische Erkrankungen
unter kurativem Aspekt behandelt werden. Erfolgt die Stammzellgewinnung dabei aus dem
Knochenmark (KM), so spricht man von Knochenmarktransplantation (KMT), erfolgt sie aus

dem peripheren Blut, so von peripherer Blutstammzelltransplantation (PBSZT).

Bei einer autologen SZT werden die Stammzellen dem Patienten wieder reinfundiert.



13

Bei einer allogenen SZT stammen sie von einem anderen Individuum. Entweder wirken
Verwandte als Spender, die HLA (,,human leukocyte antigen system®) - identisch bzw. partiell
identisch sind oder HLA-verwandte Personen aus einem der international gefuhrten

Spendenregister.
Im ersten Abschnitt der SZT wird eine Konditionierung durchgefthrt:

Anhand von verschiedenen Konditionierungsprogrammen, die aus ultrahoch dosierter
Chemotherapie und/ oder fraktionierter Ganzkdrperbestrahlung bestehen, wird eine vollstandige

Beseitigung der malignen Zellpopulation angestrebt.

Ein bis zwei Tage nach der Konditionierung werden die SZ dem Patienten dann Uber einen

groBvolumigen zentralvendsen Katheter infundiert.

Die periphere Blutstammzelltransplantation (PBSZT) hat in den letzten Jahren die autologe

Knochenmarktransplantation kontinuierlich ersetzt.

Das schnellere Anwachsen (Engraftment) peripherer Stammzellen sowie die den Spender
weniger belastende Stammzellgewinnung sind hierfir die Grinde. Fir Thromboyten und
Neutrophile betragt das Engraftment bei PBSZT normalerweise zehn Tage bis zwei Wochen,

erfolgt jedoch bei autologer KMT erst nach zwei bis vier Wochen.

Weitere Vorteile der PBSZT gegenlber der autologen KMT sind die hohere Variabilitat der
Stammzellgewinnung mit der Moglichkeit, die Stammzellapherese an mehreren aufeinander
folgenden Tagen durchzufuhren, wahrend bei der autologen KMT die Gewinnung der

Standardmenge von ca. 1 Liter Knochenmarkblut einzeitig erfolgt.

Fur den Patienten ist dariber hinaus die KM-Entnahme in Vollnarkose durch multiple
Punktionen des Beckenkamms weitaus traumatischer als die Sammlung peripherer Stammzellen

mittels eines Zellseparators durch Leukapherese.

Der optimale Zeitpunkt zur peripheren  Stammzellentnahme kann durch die
durchfluRzytometrische Bestimmung der Anzahl von CD 34-positiven Zellen im Blut bestimmt
werden, da das von den Vorl&uferzellen exprimierte Antigen von monoklonalen Antikoérpern der
CD 34- Gruppe erkannt wird(59). Um eine mdglichst gute Ausbeute an Stammzellen zu erzielen,
wird die Freisetzung der Blutprogenitorzellen aus dem KM angeregt. Dies erfolgt heute in der
Regenerationsphase nach einer KM-Schédigung (z.B. Chemotherapie) mit nachfolgender

Stimulation von héamatopoetischen Wachstumsfaktoren (60). Der Anteil CD 34-positiver Zellen
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im KM und Blut kann so um mehr als das 20-fache angehoben werden. Hierbei ist die

Stammzellmobilisierung aus dem Knochenmark ins periphere Blut am effektivsten.

Jedoch kdnnen hdmatopoetische Stammzellen auch nur durch Chemotherapie oder nur durch die

Gabe von Wachstumsfaktoren ins periphere Blut mobilisiert werden.
Die therapieassoziierte Mortalitat der autologen PBSZT liegt heute weit unter 5 %.

Fur die allogene Transplantation werden periphere Blutstammzellen nach Mobilisierung mit

Wachstumsfaktoren oder Knochenmarkstammzellen von gesunden Spendern eingesetzt.

Optimale Erfolgschancen unabhédngig von der Art der Erkrankung sind bei der SZT vor allem
dann zu erzielen, wenn sich der Patient vor der SZT durch konventionelle Therapie in Remission
befindet, er in einem guten Allgemeinzustand ist und andere glinstige prognostische Faktoren,
wie Alter <40 Jahre, einen verwandten Spender und keine relevanten Begleiterkrankungen
aufweist. Auch unverwandte Spender (Fremdspender) kdnnen zur SZT herangezogen werden,

wenn auf moglichst vollstdndige HLA-Identitat geachtet wird (57).

HLA-Identitat bedeutet serologische Gleichheit der auf den Leukozyten lokalisierten Antigene
bezlglich der Determinanten A,B und D und ist verantwortlich flr Intensitat und Dauer von
Abstollungsreaktionen von Transplantaten, da die Lymphozyten von Spender und Empfanger mit
ihren jeweiligen HLA-Antigenen interagieren. Das HLA-System besteht aus Gewebsantigenen,
die von einem Komplex, bestehend aus eng gekoppelten Genen, kontrolliert werden und der
kollektiv als MHC (,,major histocompatibility complex*) bezeichnet wird. Der MHC ist beim
Menschen auf dem 6. Chromosom lokalisiert und kodiert tber vier weitgehend identifizierte
Genloci A,B,C und D die HLA-Antigene. Dabei sind die Antigene, die von A-,B- oder C-Loci
kodiert werden, biochemisch d&hnlich und werden als Gruppe der Klasse-1-Antigene
zusammengefalit. Sie befinden sich auf den meisten Zellen des Organismus, wahrend die Klasse-
I1-Antigene, die von dem Genlocus D kodiert werden, fast nur auf Zellen vorkommen, die aus

dem KM stammen.

Unter den vielféaltig moglichen Komplikationen nach allogener SZT mit meist therapie- oder
sepsisbedingten Stérungen der Organfunktionen ist insbesondere die immunologische

Auseinandersetzung des Transplantats mit dem Empféngerorganismus typisch.

Dies ist dann innerhalb der ersten 100 Tage die sogenannte akute GVHD (,,graft-versus-host-
disease**) mit Manifestationen an der Haut (R6tungen und Mukositiden), des

Gastrointestinaltraktes (Diarrhoe, Erbrechen, Ileus) und der Leber (cholestatische Hepatitis). Bei
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HLA-Identitat zwischen Spender und Empféanger betrégt die Auftretenswahrscheinlichkeit ca. 50
%, bei HLA-Mismatch sogar ca. 75%.

Die chronische GVHD tritt bei 25-30% der Patienten im weiteren Verlauf auf und zeigt haufig
ein sklerodermieartiges Bild mit Kollagenfaservermehrung der Haut. Im Vergleich zur GvHD ist
eine Abstoung des Transplantats durch den Empféanger (HvGD, ,,host-versus-graft disease)

sehr selten.

Zum einen besteht nach allogener SZT Gefahr fur den Patienten durch die prolongierte
Zytopenie, zum anderen durch die Komplikationen der akuten GvHD, so dal eine Prophylaxe

mittels

e immunsuppressiver Medikation (zumeist Cyclosporin A, Tacrolimus, Steroide) (57)
oder

e T-Zell-Depletion des Grafts (bei der nur die Lymphozyten durch Bestrahlung zerstort

werden)
durchgefihrt werden muf.

Mit der Zerstérung der Lymphozyten des Grafts wird jedoch auch der sogenannte GvT (,,Graft-
versus-Tumor®) — Effekt bzw. der GvL (,,Graft- versus-Leukemia“ oder ,,Graft-versus-
Lymphom*) — Effekt nach allogener SZT verhindert (57). Im Mechanismus ahnlich der GvHD
zerstoren die funktionierenden Lymphozyten des Transplantats die Restmalignomzellen, die die
Konditionierung tiberlebt haben. (58,61).

Die Kombination der Pravention der akuten GvHD auf der einen Seite und des erwiinschten
GvL-Effekts auf der anderen ist ein wichtiger Faktor beztglich des Risikos der Relapse-Rate.
GroRe Fortschritte in der Reduktion der Relapse-Rate konnten mit der zusatzlichen Gabe von
Spender-Lymphozyteninfusionen erzielt werden (58).

Dariiberhinaus hangen Relapse-Rate und krankheitsfreie Langzeitremissionen sowohl von der
Art der Neoplasie als auch von Art und Zeitpunkt der SZT ab.

Die transplantationsassoziierte Mortalitat bei allogener SZT liegt somit sehr variabel zwischen
10 und 40 %.

Der erste Versuch allogener SZT fand 1989 an einem Patienten mit akuter lymphatischer

Leukamie statt (62), woraufhin weitere Studien folgten (63,64).

Bei der autologen SZT ist im Vergleich zur allogenen SZT der Vorteil des Fehlens der
Abstollung und GvHD mit dem Nachteil des ebenfalls fehlenden GvT-Effektes verbunden (65).
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Zusétzlich besteht das Problem der Kontamination des Stammzellkonzentrats mit restlichen
Tumorzellen, wenn das KM dem Patienten in Remission der Erkrankung entnommmen und nach
Hochdosistherapie reinfundiert wird (57).

Neuere Verfahren der SZT beschaftigen sich mit der ex vivo-Vermehrung mobilisierter und im
peripheren Blut angereicherter Vorlauferzellen, die durch Einwirkung von verschiedenen
hamatopoetischen Wachstumsfaktoren in vitro zu einem vielfachen Anstieg dieser Zellen fiihrt
(61).

Als Indikation zur Stammzelltherapie werden unter anderem folgende Grundkrankheiten
betrachtet:

e Akute lymphatische Leuk&dmie

e Akute myeloische Leuk&mie

e Aplastische Anamie

e Chronische myeloische Leukémie
e Myelodysplastisches Syndrom

e Hodgkin-Lymphom

e Non-Hodgkin-Lymphom

e Keimzelltumoren

e Weichteilsarkome

2.6 Akute lymphatische Leukamie (ALL)

Die ALL ist eine hdmatologische Neoplasie lymphatischer Vorlauferzellen mit generalisierter
Ausbreitungsform und einem Befall des Knochenmarks mit mehr als 25 % lymphatischer Zellen
(66). Je nach Ausgangszelle fur die Proliferation des leukdamischen Zellklons werden
verschiedene Formen unterschieden. Die ALL ist die haufigste Leukose des Kindesalters und
20% der akuten Leukamien bei Erwachsenen sind lymphatisch (67), wobei ein relativ seltenes
Auftreten im mittleren Lebensalter von einem zweiten Altersmaximum jenseits des
40. Lebensjahres  abgelost  wird.  Als  &tiologische Faktoren werden neben einer

Strahlenexposition (68) eine genetische Disposition (69) sowie eine Belastung mit Chemikalien



17

und bei der T-ALL Viren (70) diskutiert. Nach der FAB (franzdsisch-amerikanisch-britische)-
Klassifikation fiihrt die morphologische Unterteilung und die immunologische Charakterisierung
u. a. mit Oberflachenmarkern zur definitiven Zuordnung der ALL zu den Formen L 1, L 2, L 3
und Klart die Zugehorigkeit zur B- oder T-Reihe. Wahrend der Knochenmarkausstrich eine
dichte Blasteninfiltration mit Verdrdngung der einzelnen Zellreihen zeigt, fallt im peripheren
Blut bei 90 % der Patienten ein Hiatus leucaemicus (Blasten und segmentkernige Granulozyten)

auf. Die Thrombozyten sind in Gber 80 % der Félle erniedrigt.

Die Therapie der ALL erfolgt mit kurativer Intention durch Chemotherapie mit Induktions-,

Reinduktions-, Konsolidierungszyklen und einer nachfolgenden Erhaltungstherapie.

Als zusétzliche therapeutische Mallnahme wird die allogene SZT in zweiter Remission, bei
Hochrisikopatienten in erster Remission durchgefiihrt (71). Die Langzeitremissionen liegen dann
bei ca. 10 — 40 %.

Die Therapie u.a. mit autologer SZT sollte in laufenden Studien erfolgen.

2.7 Akute myeloische Leukamie (AML)

Wie die ALL, so entsteht auch die AML durch maligne Transformation einer hdmatopoetischen
Stammzelle und die Verdrangung des normalen Knochenmarks durch einen Blasten-Klon
verlauft meist rasch progredient. Die Diagnose der akuten myeloischen Leuk&mie, auch
bezeichnet als akute nicht-lymphatische Leuk&mie, wird ebenfalls ermittelt durch die
Charakterisierung der Blasten im Knochenmark und im peripheren Blut (72). Die
Thrombozytenwerte im peripheren Blut sind in ber 90 % der Falle erniedrigt. Nach der FAB-
Klassifikation erfolgt die morphologische Einordnung der AML in die Formen My bis My.
Weitere Unterteilungen sind mdglich durch Zytochemie, Zytogenetik, Immunzytologie und
Molekularbiologie. In allen Altersstufen kommt die AML vor und ist im Vergleich zur ALL die
haufigere Leukamie bei Erwachsenen. Die schnelle Progredienz der Erkrankung zwingt zu
unverzuglichen therapeutischen MalRnahmen, die heute in hamatologischen Zentren zur Heilung
der Patienten (Langzeitremissionen >20 %) fiihren konnen. Dieses Ziel kann einerseits durch
eine intensive kombinierte Chemotherapie und andererseits durch eine allogene

Stammzelltransplantation nach erster oder zweiter Remission erreicht werden (73,74).
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2.8 Chronische myeloische Leukdmie (CML)

Die CML wurde erstmals von Rudolf Virchow 1845 beschrieben und gehdrt zum Formenkreis
der chronischen myeloproliferativen Erkrankungen (75). Die neoplastische Erkrankung beruht
auf der Mutation einer pluripotenten Stammzelle, die einen pathologischen Zellklon hervorruft,
in mehr als 90 % der Falle mit einem positiven Philadelphia-Chromosom (Translokation
zwischen den Chromosomen 9 und 22). Infolgedessen wird das bcr-abl Gen exprimiert, welches
die Produktion von Tyrosinkinasen induziert. Ein Auftreten in allen Lebensabschnitten wird von
einem Altersmaximum im funften Lebensjahrzehnt begleitet. Weitgehend ungeklart ist die
Atiologie, jedoch ist nach Strahlenexposition ein erhéhtes Krankheitsrisiko beschrieben worden.

48 % der Patienten weisen eine Thrombozytose auf. Die CML &Rt sich in drei Stadien einteilen:

Nach einer stabilen chronischen Phase fiihrt die Krankheit meist Uber eine akzelerierte Phase in
ein akutes Stadium und geht dann in eine Blastenkrise Uber. 10-15 % der Patienten entwickeln

keine Blastenkrise sondern eine terminale Myelofibrose.

Die zahlreichen Therapieempfehlungen fir die Behandlung der CML beinhalten sowohl das
Abwarten ohne Therapie bei niedrigen Leukozytenzahlen, als auch die sofortige hochdosierte
Chemotherapie, kombiniert mit Bestrahlung. Bei sehr hohen Zellzahlen wird auch die
Leukapherese (Verfahren zur Abtrennung von Leukozyten aus dem zirkulierenden Blut) zur
Vermeidung eines Hyperviskositatssyndroms empfohlen. Die allogene Stammzelltransplantation
ist die einzig gesicherte kurative Form (76). Hier kommt es auf eine mdglichst frihzeitige
Durchfuhrung der Transplantation nach Diagnosestellung an, da die krankheitsfreie
Uberlebensrate bei KMT in der chronischen Phase der CML (iber 50 % betragt (78) und, bedingt
durch hohe Relapse-Raten, Uber die akzelerierte Phase (20-30 %) bis hin zur Blastenkrise auf
15% abfallt.

In den letzten Jahren wird die Krankheit auch sehr erfolgreich mit Medikamenten behandelt, die

die durch das bcr-abl Gen induzierte Tyrosinkinase inhibieren (77).

Die Behandlung mit autologer SZT fiir die Patienten, fur die keine Spender zur Verfligung
stehen, wird in Studien durchgefiihrt (79). Von den Risikofaktoren und dem Fortschreiten der

Erkrankung héngen die Prognose und der Erfolg ab.
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2.9 Myelodysplastisches Syndrom (MDS)

Diese heterogene Gruppe erworbener klonaler Knochenmarkerkrankungen hat als gemeinsames
Charakteristikum die gestorte Proliferation und Differenzierung pluripotenter Stammzellen mit
der Folge eines normo- oder hyperzelluldaren Knochenmarks und einer peripheren Zytopenie
einer oder mehrerer hamatopoetischer Zellreihen. Nach der FAB-Klassifikation (80) werden funf
Subtypen unterschieden: die refraktare Anamie, die refraktare Anamie mit Ringsideroblasten,
die refraktdre Andmie mit Blastenexzess, die refraktare Andmie mit Blastenexzess in
Transformation (RAEB-T) und die chronisch-myelomonozytéare Leukémie. Im Vergleich zur
akuten Leukémie besteht ein haufigeres Auftreten im hdheren Lebensalter (81). Hinweise auf die
Ursache geben Defekte von DNS-Reparaturmechanismen sowie Stammzellschaden infolge
Strahleneinwirkung und zytotoxischer Chemikalien (82). Im Hinblick auf die Thrombozyten
zeigen 50 % der Patienten eine Zytopenie, Riesenplattchen mit abnormen Granula und
funktionelle Thrombozytenstérungen mit Verlangerung der Blutungszeit und gelegentlichem
Auftreten von hamorrhagischen Diathesen. Wichtige Prognoseparameter sind die
Knochenmarksinfiltration mit Blasten und die Auspragung der peripheren Zytopenie. Als
Haupttodesursachen sind Infektionen, Blutungen infolge der Thrombozytopenie und
Transformation in eine akute Leukamie beschrieben (83). Die Behandlung von Symptomen und
Komplikationen (Gabe von Antibiotika bei Infekten (84)) ist obligat, jedoch kurativ wirkt nur

eine allogene Stammzelltherapie.

Mit einer Chemotherapie kdnnen nur selten Langzeitremissionen erzielt werden. Die Ergebnisse
nach SZT zeigen je nach Alter und Spender—-HLA-Identitit krankheitsfreie Uberlebensraten von
ca. 25 % bzw. ca. 20 % (85).

2.10 Maligne Lymphome

Die Unterteilung der malignen Lymphome erfolgt in den Morbus Hodgkin und die NHL (Non-
Hodgkin-Lymphome). Die NHL sind definiert als eine heterogene Gruppe von Erkrankungen
mit neoplastischer Proliferation lymphatischer Zellelemente und - je nach Stadium -
generalisierter Ausbreitung. Dabei teilt man die NHL in der 1990 aktualisierten und
modifizierten Kiel-Klassifikation nach ihrer Zugehorigkeit zur B- bzw. T- Reihe sowie nach

Dignitdt und zytologischen Befunden ein (87). Erst vor einigen Jahren wurde die auf
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immunologischen, morphologischen und genetischen Kriterien basierende R.E.A.L. (revised
European-American lymphoma classifikation - Einteilung vorgestellt (88). Diese Einteilung
verzichtet auf Malignitatskriterien, weil biologisch einheitliche Lymphome eine unterschiedliche
Dignitat haben konnen. Sie unterteilt in B- und T-Zell-Lymphome sowie in periphere und
Vorlaufer-Neoplasien. Die kombinierte Betrachtung der Kiel- und der REAL-Klassifikation
ermoglicht die Auswahl der optimalen Therapie der NHL im Rahmen des Non-Hodgkin’s
Lymphoma Classification Project, dem Untersuchungen von tber 1400 Lymphom-Patienten in

den Jahren 1988-1990 zugrunde liegen.

Diagnostisches Ziel ist die mdoglichst genaue Charakterisierung der NHL in Bezug auf:
Zugehorigkeit zur B- oder T-Reihe, Bestimmung des lokalen Ausbreitungsgrades (Staging),
Reifegrad der Lymphomzellen und Diagnosen von komplizierenden Begleiterkrankungen. Das
Staging erfolgt nach der modifizierten Ann-Arbor-Klassifikation der NHL (86,90). In der siebten
Lebensdekade zeigt die Gruppe der NHL ein Altersmaximum (91). Atiologisch sind neben
Immunsuppressionen, chronisch entzindlichen Erkrankungen und einer Infektion mit z.B. HIV-

Viren (92) auch eine Strahlenexposition sowie genetische Ursachen (93) beschrieben worden.

Die Therapie héngt von der Dignitat, dem Staging und der Zugehorigkeit zur B- oder T-Reihe
ab. Es kommen Chemotherapeutika (94), Zytokine, Strahlen (95), Antikorpertherapien und
Supportivmalinahmen in Frage. Patienten sowohl mit niedrigmalignen als auch mit
hochmalignen NHL werden heute auch meist im Rahmen vergleichender Studien mit
Hochdosistherapie und autologer PBSZT behandelt (94).

Es hat sich in Studien gezeigt, dal} die Therapieergebnisse mit autologer KMT bei B-Zell-
Lymphomen und maligneren T-Zell-Lymphomen vergleichbar sind. Dauerhafte Remissionen mit
autologer PBSZT bei Patienten mit hochmalignen T-Zell-Lymphomen lassen sich in 36 % der

Falle nachweisen (96).

2.11 Keimzelltumoren

In 90 % der Falle sind die Hodenkarzinome Keimzelltumoren , die aufgrund ihrer Histologie in
Seminome und Nicht-Seminome unterteilt werden und gonadal oder extragonadal in
Erscheinung treten kénnen. Wahrend die Seminome zu 45 % vorkommen (100), betragt die
Haufigkeit bei den Nicht-Seminomen im Falle der reinen Teratome ca. 45 % und im Falle der

Kombinationstumoren aus Seminom und Teratomanteilen ca. 15 %. Die malignen
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Hodentumoren sind in der Altersgruppe der 20-35-Jahrigen die haufigste Krebserkrankung des
Mannes. Das maligne Teratom tritt im Vergleich zum Seminom eher in jlingeren Jahren auf. Als
einziger gesicherter Risikofaktor ist der maldeszendierte oder vergrofRerte Hoden (97) zu nennen,
diskutiert werden daruber hinaus Infektionen, Trauma, Leistenhernie und genetische Disposition
(98).

Wichtig flr die Prognose und Therapie ist die lokale Ausbreitung, die international durch das
TNM-System der UICC (Union internationale contre le cancer) und in Europa durch die

Lugano-Klassifikation erfaldt wird.

Bei Nicht-Seminomen wird neben der chirurgischen Therapie als retroperitoneale
Lymphadenektomie die Chemotherapie (99) empfohlen. Auch werden
Hochdosischemotherapien mit autologen Knochenmark- oder Stammzelltansplantationen
durchgefiihrt. Die Seminome gelten als strahlensensibel, die Heilungsrate (ber alle Stadien
betragt etwa 85 % (100).

2.12 Weichteilsarkome

Der Begriff ,,Weichteil* umfal3t alle Bindegewebe des Korpers mit Ausnahme des Knochens.
Von diesen Bindegeweben nehmen die seltenen Sarkome ihren Ausgang; sie sind in weniger als
1 % der Malignome bei Erwachsenen zu finden, treten jedoch bei Kindern hdufiger auf. Die
histologische Untersuchung des Gewebes spielt bei Erkrankung im Erwachsenenalter im
Hinblick auf Therapie und Prognose, mehr noch bei Erkrankung im Kindes- und Jugendalter
eine bedeutende Rolle (101). Zu den hdaufigsten Typen gehort das Synovialsarkom, das an
zweiter Stelle mit einer Auftretenswahrscheinlichkeit von 9 % bei den péadiatrischen
Malignomen mit Chemotherapiesensibilitit hinter dem Rhabdomyosarkom steht. Die
Stadieneinteilung erfolgt bei den padiatrischen Malignomen postchirurgisch. Weitgehend
beeinfluBt wird die Prognose durch die Lokalisaton des Primartumors und das Stadium. Erste

therapeutische MalRnahme ist der chirurgische Versuch einer lokalen Sanierung. Auch die
Strahlentherapie, zumeist in Kombination mit der Operation, wird eingesetzt. Die

Weichteilsarkome im Kindesalter sprechen recht gut auf Zytostatikatherapien an (102).

Therapieversuche mit einer autologen KMT bzw. autologen PBSZT werden experimentell

durchgefihrt.
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2.13 Einsatz von Thrombozytenkonzentraten

Die in dieser Arbeit untersuchten Patienten erfuhren bei maligner Grunderkrankung nach einer
Hochdosischemotherapie und Applikation von Knochenmark bzw. Stammzellen eine Zeit der

Zellaplasie.

Aufgrund des Blutungsrisikos waren sie auf Thrombozytenkonzentrate angewiesen. Wahrend
der letzten 30 Jahre sind bemerkenswerte Fortschritte bezlglich der Therapie mit
Thrombozytenkonzentraten gemacht worden, doch sind weitere Untersuchungen zum Einsatz

von prophylaktischen Thrombozytentransfusionen erforderlich.

Als verfligbare Praparate stehen durch Apherese gewonnene Einzelspender-Thrombozyten den

gepoolten Konzentraten aus Vollblutspenden gegendiber.

Beide Arten von Konzentraten weisen bei Gabe gleich hohe Effektivitat auf (126), jedoch
enthielten frilher Einzelspender-Thrombozytenkonzentrate mit 2,0-5,4 x 10 ** Thrombozyten
mehr Thrombozyten als die gepoolten Konzentrate, die weniger als 10 ** Thrombozyten

aufwiesen.

Ein Vorteil der Einzelspender-Konzentrate besteht in der Maoglichkeit der Auswahl eines
Spenders mit HLA-Kompatibilitdt, wenn nach mehreren Transfusionen beim Empfanger eine
Alloimmunisierung eingetreten ist. In Studien zeigten Einzelspender-Konzentrate bei den
Empfangern weniger septische Reaktionen, sind jedoch fast doppelt so teuer wie die gepoolten

Konzentrate.

Neben der Kostenfrage und der Gefahr der Kontamination ist der Patient bei Erhalt eines
Konzentrates der Gefahr des Auftretens von allergischen Reaktionen und der Bildung von

Antikdpern ausgesetzt (127).

Durch Alloimmunisierung bei Ubertragung von Thrombozyten zwischen genetisch nicht
verwandten Menschen besteht bei Thrombozyten- und Einzelspender-

Thrombozytenkonzentraten ein Allergisierungspotential (121).
Dariiberhinaus bedeuten die Transfusionen fur die Patienten ein Infektionsrisiko (105).

Waéhrend friher die Transfusionsgrenze bei klinisch stabilen Patienten ohne Risikofaktoren fir
Blutungen bei 10.000 Zellen pro pl angenommen wurde (128), werden heute groRere
Blutungskomplikationen bei einer Thrombozytenzahl von mehr als 5.000 als unwahrscheinlich

angesehen (129). Bestehen allerdings Risikofaktoren wie Geféallasionen, ein Mangel an
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Gerinnungsfaktoren oder Refraktéreigenschaften gegen Thrombozytentransfusionen, so gehen

mehrere groRere Studien von einer Grenze von 10.000 Zellen pro pl aus (129).

Andere Studien haben ergeben, dass nicht allein die Thrombozytenzahl, sondern vielmehr das
Auftreten von Blutungen in den letzten finf Tagen ausschlaggebend fur eine rasche

prophylaktische Thrombozytengabe sein soll.

Richten sich Autoantikorper gegen Glykomembranproteine (GP 1b/1X, GP I1ib/ Illa) der
Thrombozyten wie bei der Idiopathischen Thrombozytopenischen Purpura (ITP), so besteht eine

Thrombozytopenie mit kirzerer Plattchentiberlebenszeit.

Die plattchenassoziierten 1gG-Antikérper fihren in  der Folge zum Abbau im

reticuloendothelialen System (130).

Bei diesen Patienten kommt es meist erst bei Werten < 30.000 Zellen pro pl zu
Blutungserscheinungen, jedoch werden Plattchentransfusionen erst bei schweren Blutungen
gegeben. Denn auch die transfundierten Plattchen zeigen aufgrund der Autoantikorper eine
verkiirzte Uberlebenszeit und wiederholte Transfusionen induzieren die Bildung von
Isoantikdrpern gegen Thrombozyten. So stehen therapeutisch in erster Linie Kortikoide,

intravendses Immunglobulin und der CD-20-Antikdrper Rituximab zur Verfugung.

Bei der Kortikoid-refraktaren ITP gilt die Splenektomie als effektive Therapiemethode (131).
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3 Fragestellung

Das Blutungsrisko fiir den Patienten und damit der Bedarf an Thrombozytenkonzentraten hdngen
von der Thrombozytenzahl, der Thrombozytenfunktion und von Klinischen Faktoren ab.
Thrombozytenkonzentrate sind jedoch teuer, limitiert verflighar und bergen auch Risiken fur den
Empfanger (104).

Uber den Funktionszustand der nach Knochenmarktransplantation (KMT) und peripherer
Blutstammzelltransplantation (PBSZT) gebildeten Thrombozyten ist wenig bekannt.
Knochenmark- und  stammzelltransplantierte  Patienten  befinden sich nach  der
Hochdosischemotherapie in einer zeitlich variablen Phase der peripheren Aplasie, in der sie

anfallig fir Infektionen und Blutungen sind (103).

Daher sollen in dieser Arbeit phanotypische Verdnderungen in der Auspragung der
Membranglykoproteine auf der Zelloberflaiche von Thrombozyten im zeitlichen Verlauf nach

Stammzelltherapie untersucht werden.

Mit dem Verfahren der Durchfluzytometrie kann der genaue Zelltypus bzw. die
Membranglykoproteinexpression einzelner Zellen analysiert werden. Damit ist auch eine
Abschatzung tber den aktuellen Funktionszustand der Thrombozyten méglich und die Indikation

flir die Gabe eines Thrombozytenkonzentrates konnte praziser gestellt werden.
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4 Patienten und Methode

4.1 Patienten und ihre Diagnosen

Das fur diese Arbeit rekrutierte Patientengut setzt sich aus 18 Patienten (Gruppen 1-3)
zusammen, die von Januar 1993 bis zum Mérz 1994 in der Medizinischen Klinik mit
Schwerpunkt Hé&matologie und Onkologie, Campus Virchow-Klinikum/Charité mit einer
allogenen Knochenmarktransplantation (KMT), einer autologen KMT oder einer peripheren
Blutstammzelltransplantation (PBSZT) behandelt wurden. Untersucht wurde das Blut von

Patienten mit folgenden Grundkrankheiten:

akuter lymphatischer Leukamie,

akuter myeloischer Leukémie,

chronisch myeloproliferativer Erkrankung,
myelodysplastischem Syndrom,

malignem Lymphom,

Keimzelltumor

und Weichteilsarkom.

Die Einteilung der 18 untersuchten Patienten erfolgte nach Art der Therapie in die drei Gruppen
»allogen Knochenmarktransplantierte® (Gruppe 1), ,autolog Knochenmarktransplantierte”
(Gruppe 2) und ,autolog peripher Blutstammzelltransplantierte* (Gruppe 3) Patienten
(Tabelle 1).
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Tabelle 1: Darstellung der Diagnose von 10 allogen Knochenmarktransplantierten Patienten

(Gruppe 1), 3 autolog Knochenmark- (Gruppe 2) und 5 autolog
Blutstammzelltransplantierten Patienten (Gruppe 3)
Patient, Geschlecht, Geburtsdatum (Alter) Diagnose
Gruppe 1
Nr.1 ménnlich  08.08.1972 (21 Jahre) |RAEB-T
Nr.2  weiblich 12.03.1950 (43 Jahre) |CML
Nr.3 ménnlich  15.03.1946 (47 Jahre) |CML
Nr.4  weiblich 07.05.1960 (33 Jahre) |T-ALL
Nr.5 maénnlich  31.12.1964 (29 Jahre) |NHL : grof3zell. anaplast. B-Zell-Lymp.
Nr.6 weiblich 17.10.1974 (19 Jahre) |c-ALL
Nr.7 ménnlich  11.11.1975 (18 Jahre) |CML
Nr.8 maénnlich  13.03.1950 (43 Jahre) |CML
Nr.9 maénnlich  18.07.1969 (24 Jahre) |AML (M 4)
Nr.10 maénnlich  11.08.1981 (12 Jahre) |CML
Gruppe 2
Nr.11 weiblich 02.03.1979 (14 Jahre) |c-ALL
Nr.12 maénnlich  20.01.1939 (54 Jahre) | Keimzell- Tm :Teratom
Nr.13 maénnlich  20.03.1963 (30 Jahre) | Keimzell- Tm : Mischtumor
Gruppe 3
Nr.14 mannlich  06.06.1952 (41 Jahre) |NHL : Zentrozytom
Nr.15 maénnlich  10.09.1968 (25 Jahre) | NHL : hochmalignes T-Zell-Lymphom
Nr.16 maénnlich  09.08.1955 (38 Jahre) | Keimzell- Tm : extragonadal
Nr. 17 weiblich 19.08.1978 (15 Jahre) | Synovial- Carcinom
Nr. 18 weiblich 03.12.1973 (20 Jahre) | NHL : pleomorphes, Kkleinzell. T-Zell-L

Die Patienten wiesen ein Durchschnittsalter von 28 Jahren auf. Es gab sechs Patienten
weiblichen und zwolf Patienten mannlichen Geschlechts. Die Nummerierung von 1-18 ist dann

im Text als geschlechtsunabhéngig zu sehen.

In den im Anhang der Arbeit aufgefiihrten Tabellen 9-26 sind fur jeden Patienten neben der
Diagnose und den Behandlungsdaten als MeRparameter die Zahl der Thrombozyten und die
Thrombozytenparameter PDW ( platelet distribution width ), MPV ( mean platelet volume ) und

P-LCR ( platelet — large cell ratio ) zum jeweiligen Messzeitpunkt aufgefihrt.

4.2 Einfihrung in die Methode

Mit Hilfe einer durchflulzytometrischen Analyse wurden in der vorliegenden Arbeit die

Membranglykoproteine der Thrombozyten in der Regenerationsphase der Thrombozytopoese
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untersucht. Die untersuchten Blutproben stammen von 18 Patienten, die nach einer
Hochdosischemotherapie mit einer Knochenmark- bzw. einer Stammzelltransplantation
behandelt worden waren. Nach erfolgter Aufklarung gaben die Patienten ihr Einverstandnis zu
der zusatzlichen Blutentnahme. Diese erfolgte direkt nach der taglichen Routineblutentnahme,
um bei den Patienten in ihrem immunsupprimierten Zustand moglichst wenig Blutentnahmen

auBer der Reihe vorzunehmen.

Nach der Probenentnahme am Patienten und vor der Inkubation jeder Probe mit
Fluoreszenzfarbstoff-markierten monoklonalen Antikérpern wurde jeweils ein Teil der Proben
mit Phorbolester (PMA) versetzt, um die in der Probe vorhandenen Thrombozyten zu aktivieren
und so mit der anschlielenden Analyse am Durchfluizytometer das Aktivierungspotential zu

erfassen.

Bei  der  durchgefuhrten  durchfluBzytometrischen  Analyse  der  Thrombozyten-
Membranglykoproteine unter Einsatz fluoreszenzfarbstoff-markierter monoklonaler Antikorper

ist die von Tschoepe und anderen entwickelte Methode (106) tbernommen worden.

Diese standardisierte Methode beinhaltet die Materialgewinnung, Probenaufbereitung und den
Messvorgang selbst, denn auf jegliche Voraktivierung wahrend dieser Prozesse reagieren die
Thrombozyten sensibel. So kdnnen die gewonnenen Plattchen nur dann weitestgehend die im
Blut befindlichen reprasentieren, wenn sie mdglichst wenig Aktivierung bei der

Probengewinnung und -verarbeitung erfahren.

Hierbei muR beachtet werden, dal} die Blutabnahme an sich durch die Geféal3punktion per
definitionem eine Aktivierung der Thrombozyten darstellt und die gleiche Gefahr bei der
Aufarbeitung der Probe besteht, die zur Messung am Durchflulizytometer als Einzelsuspension
in einer Konzentration von etwa einer Million Partikel/ ml vorliegen muR. Aufgrund ihrer
geringen GroRe ist beim Messvorgang die Erfassung der Thrombozyten im Vergleich zu anderen
Blutzellen schwieriger: einerseits durch ihre Trennung von Rauschimpulsen am Gerét und

andererseits durch die geringere Intensitat ihrer Lichtemission.
Granulozyten-Take:

Die erste Messung der Thrombozyten-Membranglykoproteine erfolgte bei jedem Patienten zu
Beginn der Regenerationsphase der Thrombopoese nach  Knochenmark-  bzw.
Stammzelltransplantation. Hierbei diente das Take der Granulozyten (der Tag, an dem die

Granulozyten erstmals einen Wert von (Uber 500 Zellen/ul Blut erreichen) als



28

Orientierungsparameter, da gewohnlich der Thrombozytanstieg in Korrelation zum

Granulozyten-Take steht und wenige Tage nach Beginn der Granulozytopoese einsetzt.

Bei zwei von 18 Patienten setzte die Thrombozytopoese schon vor der Granulozytopoese ein,
aber durch tagliche Messung der Thrombozytenzahl konnte der Beginn der

Thrombozytenregeneration auch in diesen beiden Fallen mit der ersten Messung erfaf3t werden.
Messzeitpunkte :

Im weiteren zeitlichen Verlauf erfolgte die Messung der mittleren Fluoreszenzintensitat (MFI =
mean fluorescence intensity) der Patienten zu multiplen Zeitpunkten, aus denen zur statistischen
Auswertung wie folgt die drei Messzeitpunkte primér definiert wurden (Auflistung fir jeden
Patienten im Anhang Tabellen 9-26) :

Messzeitpunkt 1: erfolgte zum Zeitpunkt der spontan ansteigenden Thrombozytenzahl (zumeist
nach dem Granulozyten-Take) im Rahmen der korpereigenen Zellproduktion mehrere Tage nach

der letzten Thrombozytenkonzentratgabe.

Messzeitpunkt 2: entspricht der Messung zum Zeitpunkt der maximalen Expression (hdchster

gemessener MFI-Wert fiir das entsprechende Membranglykoprotein)

Messzeitpunkt 3: wurde festgelegt auf den Zeitpunkt des niedrigsten MFI-Wertes nach der
maximalen Expression (Messzeitpunkt 2). In wenigen Fallen war ein Anstieg und ein
darauffolgender Abfall der Werte nicht erkennbar, hier wurde die Messung erfasst, die

kontinuierlich auf die maximale Expression folgte.

4.2.1 Prinzip der Durchfluf3zytometrie und seine Anwendung

Das Prinzip der DurchfluBzytometrie ist die Analyse von Einzelzellen in freier Suspension auf
der Grundlage von physikalischen und chemischen Zelleigenschaften. Mit Hilfe wvon
fluoreszenzfarbstoff-markierten monoklonalen Antikorpern ist eine Zelltypisierung auf der Basis
spezifischer Fluoreszenz- und Streulichteigenschaften der einzelnen Zellen mdglich. Dies
er0ffnete der DurchfluRzytometrie sowohl in der klinischen Forschung als auch in der

Routinediagnostik ein breites Anwendungsgebiet (107).

Die vor der Messung mit fluoreszenzfarbstoff-konjugierten Antikdrpern inkubierten und in freier
Suspension befindlichen Zellen werden durch Druck Uber eine Stahlkapillare in die MeRRkivette

eingefiihrt, wobei sie aufgrund der starken Beschleunigung aneinandergereiht und einzeln den
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Analysenpunkt erreichen. An diesem fiihrt die hydrodynamische Fokussierung zur Erfassung
jeder einzelnen Zelle durch einen Laserstrahl. Die Anregungslichtquelle verkdrpert ein Argon-
Laser, der Licht der Wellenlinge 488 nm emittiert. Im Gegensatz zur
Mehrfarbenfluoreszenzanalyse (Anwendung bei der Immunphdanotypisierung) wurde in dieser
Arbeit fir die Messungen allein der Farbstoff Fluorescein-isothiocyanat (FITC) verwandt,

dessen Anregungsmaximum in seinem Absorptionsspektrum nahe der 488 nm-Linie liegt.

Die Zellen bewirken eine Streuung des Lichts. Hierbei bedingt die ZellgréRe in erster Linie eine
Vorwartsstreuung des Lichts (FSC= forward light scatter) und die intrazelluldre Granularitét
eine Seitwértsstreuung (SSC= side scatter). So konnen die Thrombozyten aufgrund ihrer
Streulichteigenschaften von Zelldetritus, Erythrozyten und Leukozyten getrennt werden. Wenn
die Zelle den Analysenpunkt passiert, werden die Parameter FSC, SSC und Fluoreszenzintensitat
als elektronische Signale gemessen. Diese Werte werden anhand einer linearen und
logarithmischen Skala einem Kanal zugeordnet, wobei je nach Software fiir diesen Geratetyp

256 oder 1024 Kanale nutzbar sind. Fur diese Arbeit war das Gerat auf 256 Kanale eingestellt.

Mittlere Fluoreszenzintensitait (MFI = mean fluorescence intensity): In jedem
Fluoreszenzkanal wird die Zahl der mit dieser Intensitat fluoreszierenden Thrombozyten
dargestellt. Die mittlere (Log)-Fluoreszenz wird angegeben als Nummer des Kanals, in dem die
mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI = mean fluorescence intensity) tber alle Thrombozyten liegt.

Sie stellt ein Mal3 flr die Expression der Membranglykoproteine auf der Zelloberflache dar.

Bei der Auswertung werden die Signale als Datenpunkte in der Einpunkt- (Histogramm) und der
Zweipunktkorrelation (,,DOT-PLOT*) graphisch dargestellt und die zu messende Zellpopulation
durch Setzen von Markern (Histogramm) bzw. ,,Gates* (Dot-Plot) eingegrenzt. So kann die

Fluoreszenzintensitat innerhalb einer Zellpopulation quantifiziert werden (108-110).

4.2.2 Gewinnung und Aufarbeitung der Proben

Um eine Voraktivierung der Thrombozyten moglichst zu reduzieren, erfolgte die standardisierte,
vendse Blutabnahme am Patienten besonders vorsichtig. Die ersten 5-10 ml Vollblut wurden fir
Routineparameter bestimmt, dann wurde in eine vorher praparierte 10 ml-Spritze, die 1 ml
Antikoagulanz (Ansatz siehe unter Materialien und Reagenzien) enthielt, 9 ml Vollblut langsam
aspiriert. Durch vorsichtiges Schwenken der Spritze vermischten sich Probe und Antikoagulanz.

Nach der Blutbildbestimmung mit einem automatischen Zellzéhlgerat ,,Sysmex E-500 der
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Firma Digitana AG wurde die Probe bis zur Analyse bei Raumtemperatur (bis maximal zwei

Stunden) auf einem Agitator gelagert.

Lag nach erfolgreichem Engraftment bei spateren Verlaufsmessungen der am Zellzéhlgerat
ermittelte  Thrombozytenwert Gber 50.000 Zellen pro pl, so lieferte dieser Wert den
Bezugspunkt, um die Thrombozytenzahl mit phosphatgepufferter Kochsalzlésung (PBS), die 3,8
% Na-Citrat enthielt, auf 50.000 Zellen pro pl einzustellen.

Von dieser Mischung wurde 1 ml mit 10 pl Phorbolmyristat Acetat (PMA) zur
Thrombozytenaktivierung versetzt und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. PMA war dabei mit
PBS im Verhéltnis 1:100 verdunnt worden. Die Endkonzentration von PMA fur den Testansatz

war 160 nanomolar.

Sowohl die mit PBS eingestellte Losung als auch die mit PMA versetzte fungierten nun als
Probe flir den Testansatz, bei dem jeweils 10 Teile Probe (100 pl) und 1 Teil (10 pl)
fluoreszenzfarbstoff-markierter Antikérper gemischt wurden. Als Negativ-Kontrollen dienten
jeweils im nicht aktivierten und im aktivierten Probenansatz eine Probe ohne Zugabe eines
Antikorpers (im folgenden mit Leerwert (LW) bezeichnet) und eine mit FITC gekoppelten
Antikorper gegen Glycophorin A, welches auf Thrombozyten nicht exprimiert wird. Da aber der
Antikorper vom gleichen Isotyp wie die spezifischen Antikdrper ist, dient die Bindung als Mal3
fir die unspezifische Bindung, z.B. iber Eisen-Rezeptoren auf der Thrombozytenoberflache. Bei
Dunkelheit und Raumtemperatur wurde der Testansatz sodann 30 min inkubiert (nach den ersten
15 min wurde nochmals kurz und vorsichtig durchmischt) und dann nach Zugabe von jeweils 2

ml PBS am Durchfluf3zytometer analysiert.

4.2.3 Gerate

e Automatisches Zellzahlgerét fur die Blutbildbestimmung, das zusétzlich zur Zellzahl die

Erfassung der Parameter PDW - platelet distribution width (Verteilungsbreite), MPV - mean
platelet volume (mittleres Thrombozyten-Volumen), P-LCR - platelet-large cell ratio
(Prozentanteil grolRer Thrombozyten > 12 fl) gestattet, Sysmex E- 500 , Firma Digitana AG,
Hamburg,

e Agitator: Typ 3016, GfL ( Gesellschaft fur Labortechnik ), Hannover/Vlinhorst,
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e DurchfluRzytometer: FACScan, Firma Becton Dickinson, Heidelberg, mit Datenauswerte-

einheit: Bildschirm, Tastatur und Drucker (Hewlett Packard)

e Software: Grafikprogramm Consort 30, Firma Becton Dickinson, Heidelberg

4.2.4 Materialien und Reagenzien

Fir die Blutentnahme:

e sterile Injektionskandile mit einem Durchmesser von 0,9 mm und einer L&nge von 40 mm

e sterile Einmalspritze - 10 ml, beides Fa. B. Braun, Melsungen

Fur den Testansatz:
e Polypropylen- Réhrchen, 12 x 75 mm, Falcon, Fa. Becton Dickinson, Heidelberg

e Pipetten mit den VVolumina 10, 100, 1000, 100-1000 pl und Pipettenspitzen gelb und blau,
Fa. Eppendorf, Hamburg

Fur das DurchfluBzytometer:
e CaliBRITE: Beads zur Fluoreszenzkompensationseinstellung, Sensitivitat und Justierung,

Nr. 95-0002, Fa. Becton Dickinson, Heidelberg

e FACSFlow: Sheath- Fluid, Nr. 952003, Fa. Becton Dickinson, Heidelberg

Als Testmaterial fungierte antikoaguliertes VVollblut.

Das Antikoagulanz bestand aus folgenden Reagenzien (die unten angegebenen Komponenten
ergaben pro Ansatz eine Gesamtmenge von 2,5 ml, von der 1 ml mit 9 ml Vollblut gemischt

wurde):

1) 1,3 ml Natrium-Citrat: 36,7625 g Tri-Natriumcitrat-Dihydrat aufgefillt auf 500 ml mit
Agqua dest.: 0,25M = 3,8 %, Fa. Merck, Nr.6448

Endkonzentration in der Gesamtmenge: 0,13M
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2) 1,1 ml PBS (phosphat buffered saline): 1,084 g KH2PO4 Fa. Merck, Nr.4873, 4,510 g
Na2HPO4 Fa. Merck, Nr. 6580, 4,510 g NaCL Fa. Merck, Nr. 6404, aufgefillt auf 11 mit
Aqua dest., eingestellt auf einen pH- Wert von 7,22 und verwendet mit einem Zusatz von
27,25 ml 3,8%-iger Na- Citrat-Losung

3) 0,025 ml Aspisol: 1 g Trockensubstanz aufgelost mit 5 ml Aqua dest. = 5.55 mM, Fa.
Bayer, Leverkusen
Endkonzentration in der Gesamtmenge: 0.0555mM

4) 0,075 ml PGE 1 (Prostaglandin E 1): Flaschchen mit 1 mg Inhalt, aufgeldst mit 2,82 mi
absolutem Ethanol =1 mM , Fa. Sigma, Prod.- Nr. P 5515, Deisenhofen

Endkonzentration in der Gesamtmenge: 0.03mM

Fur die Aktivierung der Thrombozyten:
e PMA : 12-myristat-13-acetat (Phorbolester), Fa. Sigma Chemie, Prod.-Nr. 8139

Monoklonale Antikorper:
e FITC-(Fluorescein- isothiocyanat) gekoppelte Antikérper: GP, CD 36, CD 41a, CD 42b, CD
62, CD 63: geldste, monoklonale Maus Ig G-AK der Klasse 1, Fa. Dianova, Hamburg

e GP:Klon D2.10, Konzentration: 4 ug/1.000.000 Zellen
e CD 36: Klon FA6-152, Konzentrationen von CD 36, CD41a, CD42, CD62, CD63:

20 pl/5.000.000 Zellen
e CD 41la: Klon P2, CD 42b: Klon SZ2, CD 62: Klon CLB-thromb/6, CD 63: Klon CLB-
gran/12

4.2.5 Versuchsdurchfihrung und Auswertung

Die Analyse der Proben am DurchfluBzytometer erfolgte fir die Parameter FSC (=forward light
scatter), SSC (side scatter) und Fluoreszenzintensitdat (im folgenden als FI 1 bezeichnet) im
logarithmischen Modus. Um nur die Thrombozyten als gemessene Datenpunkte zu
beriicksichtigen, wurde mittels der graphischen Darstellung eine Eingrenzung der

Thrombozytenpopulation vorgenommen.
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In der korrelierten Zweiparameterdarstellung von FSC gegen SSC (auch als ,,DOT-PLOT"
bezeichnet, Abbildung 1) wurde um die Thrombozytenpopulation ein ,,LIVE-Gate* gezogen.
Dieses LIVE-Gate, in dem fir jede gemessene Zelle ein Punkt erscheint, umfalite bei jeder
Messung 10.000 Datenpunkte, entsprechend 10.000 Zellen, und wurde fiir jeden Patienten neu

definiert.

(]
o
o

FSC

Abbildung 1:  Markierung der Thrombozytenpopulation mit einem ,,.LI1VVE-Gate® in der
korrelierten Zweiparameterdarstellung von FSC gegen SSC

Eine weitere Eingrenzung der Thrombozytenpopulation erlaubte das Setzen eines ,,Analysen-
Gates” in der Einparameterdarstellung (auch als ,,Histogramm® bezeichnet). Hierbei wurde
sowohl der Parameter FSC als auch SSC gegen die Anzahl der Zellen aufgetragen (Abbildung 2
und Abbildung 3) und damit die Verteilung des Parameters in einer groRen Population

beschrieben.
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Abbildung 2:  Gesetztes ,,Analysen-Gate* in der Einparameterdarstellung von FSC gegen die
Anzahl der Zellen
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Abbildung 3:  Gesetztes ,,Analysen-Gate*“ in der Einparameterdarstellung von SSC gegen die
Anzahl der Zellen

Im AnschlulR daran wurden der Parameter FI 1 in der Histogrammdarstellung gewéhlt und
»~Marker* gesetzt, um die Fluoreszenzintensitat innerhalb der Thrombozytenpopulation zu
quantifizieren. Da zunéchst als Negativ-Kontrolle eine ungefarbte Probe und eine mit einem
Kontroll-Antikérper (GP= Glycophorin) inkubierte gemessen wurde, konnten die hier erfalite

unerwiinschte Autofluoreszenz (mit ,,Autofluoreszenz* wird Fluoreszenzlicht beschrieben, das
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von ungefarbten Zellen aufgrund ihrer eigenen chemischen Zusammensetzung emittiert wird)
und unspezifische Bindung mit ihrem héchsten Kanalwert als ,,Fluoreszenz-negative* Zellen von
den ab diesem Kanalwert erfalten ,,Fluoreszenz-positiven* Zellen abgegrenzt werden. Die
Eingabe am Gerét fir die Definition ,,negativ* oder ,positiv erfolgte durch das Setzen von

Markern, so dal3 99% aller Zellen bei der Farbung mit anti-GP als negativ qualifiziert wurden.

Abbildung 4 zeigt die Histogrammdarstellung einer mit dem Kontroll-Antikérper GP
(Glycophorin A) inkubierten Probe mit der Auftragung der Fluoreszenzintensitat gegen die
Anzahl der Zellen und gesetzten Markern bei 10°, 10* und 10*.
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Abbildung 4:  Histogrammdarstellung einer mit GP (= Glycophorin A) gefarbten Probe mit
gesetzten Markern bei 10°, 10* und 10 (relative Skala bei FL 1=
Fluoreszenzintensitat)

Als Beispiel fur die Bindung der Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Antikorper an die zu
messenden Membranglykoproteine der Thrombozyten kann aus Abbildung 5 die mittlere
Fluoreszenzintensitat (MFI=mean fluorescence intensity) der ,,Fluoreszenz-positiven* Zellen als

Mal fur die Antikérperbindung einer Probe mit dem Antikdrper CD 41a entnommen werden.
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Abbildung 5:  Darstellung der FL 1 (= Fluoreszenzintensitat) einer Probe, inkubiert mit dem
Antikorper 41 a

Aktivierte Thrombozyten werden durch die Aktivierungs-Antikérper CD 62 und CD 63 erfalit.
Mit Hilfe dieser Aktivierungsmarker kommt die Fluoreszenzintensitét aktivierter Thrombozyten
ohne gesetzte Marker fur ,Fluoreszenz-positive* und ,Fluoreszenz-negative* Zellen in

Abbildung 6 zur Darstellung.
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Abbildung 6:  Histogramm- Darstellung einer Probe, inkubiert mit dem Antikorper CD 62,
ohne gesetzte Marker
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Im Ergebnisteil dieser Arbeit ist die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) der nicht aktivierten
Proben und der mit PMA (Phorbolester) aktivierten Proben der untersuchten Patienten
tabellarisch dargestellt (Tabellen 3 - 7).

Bei neun von 18 Patienten aus allen drei Gruppen konnte in der Kkorrelierten
Zweiparameterdarstellung (,,DOT-PLOT*) von FSC gegen SSC eine Zellpopulation neben der
»Klassischen® Thrombozytenpopulation beobachtet werden. Je nach Patient trat sie mehr oder
weniger stark in Erscheinung und ihre Auspragung nahm im Verlauf der Messungen zu oder ab.
Sie befand sich in der Darstellung von FSC gegen SSC links von der Thrombozytenpopulation
(Abbildung 7), aber im Hinblick auf SSC auf gleicher Héhe mit den Thrombozyten. Da SSC
eine Einteilung von Zellen hinsichtlich ihrer Granularitdat und FSC hinsichtlich ihrer GroRie
erlaubt, handelt es sich scheinbar um Zellen, die einerseits kleiner sind als die erfafiten
Thrombozyten, andererseits um solche, die eine dahnliche innerzellulare Struktur wie
Thrombozyten aufweisen. Um die Zellpopulation weiter zu charakterisieren, wurde bei diesen
Patienten die Zellpopulation mit einem LIVE-Gate eingerahmt und die mittlere
Fluoreszenzintensitat fiir jeden Antikdrper ermittelt. Das Ergebnis ist im Ergebnisteil

beschrieben.

FEC

Abbildung 7:  Markierung einer unbekannten Zellpopulation mit einem ,, LIVE-Gate* in der
Zweiparameterdarstellung von FSC gegen SSC
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4.3 Statistische Auswertung

Fur den statistischen Vergleich der Patientenwerte stellt sich die Frage, ob jeweils zwischen dem
Ausgangsmesswert (Messzeitpunkt 1) und dem zweiten Messzeitpunkt ein signifikanter Anstieg
zu verzeichnen ist und ob zwischen dem zweiten und dem dritten Messzeitpunkt wieder ein

signifikanter Abfall zu beobachten ist.

Dazu wurde der sogenannte t-Test fir verbundene Werte eingesetzt, der jeweils zwei
Stichproben berprift und damit zeigt, ob es wahrscheinlich ist, dass die Mittelwerte der

jeweiligen Messgruppen ubereinstimmen.

Anhand von Mittelwert, Streuung und LosgroRe fur einen Zustand lasst sich mit Hilfe der t-
Verteilung angeben, wie groR das Vertrauensintervall ist, aulRerhalb dessen der Mittelwert einer
zweiten Probe liegen mul}, wenn sich beide Proben signifikant unterscheiden. Wenn also
umgekehrt der Mittelwert eines zweiten Loses innerhalb dieses ermittelten Vertrauensintervalls
um den ersten Mittelwert liegt, ist mit einer Wahrscheinlichkeit von 95 % davon auszugehen,

dass beide Lose sich nicht signifikant unterscheiden (p > 0,05).

In den Tabellen 3-1 bis 7-4 sind die zeitabhdngigen Veranderungen in der Expression der

Membranglykoproteine jeweils anhand der drei Messzeitpunkte dokumentiert.

Statistische Signifikanz (p < 0,05) ist dann im folgenden gegeben: Liegt also beispielsweise
jeweils der Ausgangswert mit 100 % (=Messzeitpunkt 1) unterhalb des Vertrauensintervalls um
Zustand zwel, so ist von einem signifikanten Anstieg auszugehen. Liegt der Mittelwert aus
Zustand zwei oberhalb des Vertrauensintervalls von Zustand drei, so ist ein signifikanter Abfall

festzustellen.
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5 Ergebnisse

Als MaR fir die Expression der Membranglykoproteine auf der Zelloberflache ist die mittlere
Fluoreszenzintensitat ( MFI = mean fluorescence intensity ) fir jeden Antikorper ( CD 36, CD
41a, CD 42b, CD 62, CD 63) aufgelistet (Tabellen 9-26 im Anhang ), wobei eine Spalte in den
Tabellen die Messdaten der mit PMA (Phorbolester) aktivierten Proben und eine andere die der

nicht aktivierten zeigt.

Der Beginn der Messungen der Patientenproben erfolgte nach dem Tag der letzten Gabe von
Thrombozytenkonzentraten, bei drei  Patienten auch direkt nach der letzten
Thrombozytenkonzentratgabe und ist dem jeweiligen Messdatum sowie dem Tag des
Granulozyten-Takes (der Tag, an dem die Granulozyten erstmals einen Wert von tber 500

Zellen pro ul Blut erreichen) gegenibergestelit.

Fur die Auswertung wurde jedoch der erste Messzeitpunkt ( MZP 1) friihestens zwei Tage nach
der letzten Gabe von Thrombozytenkonzentrat gewéhlt. Das dokumentiert, dal? der Zeitpunkt der
ersten Messung im Zeitraum der Wiederaufnahme der kdrpereigenen Zellproduktion liegt. Damit
wird verhindert, daB in erster Linie transfundierte Zellen durch die Messung erfat werden
(Tabelle 2).
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Tabelle 2: Darstellung der Patienten, der Granulozyten-Takes und der Messzeitpunkte

(jeweils als Tage nach KMT / PBSZT)

Patienten Granulozyten- Messzeitpunkt | Messzeitpunkt | Messzeitpunkt
Take (Tag nach (Tag nach (Tag nach (Tag nach
KMT/PBSZT) | KMT/PBSZT) | KMT/PBSZT) | KMT/PBSZT)

1 2 3
1 23 23 29 49
2 21 21 28 34
3 15 14 18 19
4 19 22 24 29
5 17 21 23 25
6 16 21 26 33
7 19 23 28 30
8 12 15 20 34
9 20 29 40 43
10 29 28 30 33
11 13 17 23 24
12 12 21 26 33
13 24 24 32 38
14 9 13 15 28
15 14 16 23 25
16 29 37 43 49
17 12 13 14 15
18 21 27 29 30
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5.1 Darstellung der Messwerte

Um die MFI (mean fluorescence intensity)-Werte, die ein MaR fiir die Expression der
Membranglykoproteine auf der Zelloberflache sind, miteinander vergleichen zu kénnen, wurde
eine statistische Darstellung der Messzeitpunkte (MZP) fir alle drei Patientengruppen und den
jeweiligen Antikorper gewdahlt (CD 36, CD 41a, CD 42b, CD 62, CD 63) (Tabellen 3-1 bis 7-4
und zugehorige Graphiken).

Der Ausgangswert wurde in den Graphiken und Tabellen aufgrund der grof3en Streuung jeweils
auf 100% festgesetzt (MZP 1) und die Darstellung der Werte zu den folgenden zwei

Messzeitpunkten erfolgte dazu in Relation.

Die Skalierung der Hohenachse wurde den Messwerten angepasst. Um die Vergleichbarkeit zu

gewadbhrleisten, wurden in allen Graphiken die Abstadnde der Gitternetzlinien auf 20% festgesetzt.

Die gemessenen Werte sind im Anhang in den Tabellen 9 — 26 ausgewiesen.

CD 36: Bei Verwendung des Antikorpers CD 36 in der Gruppe der 10 allogen
Knochenmarktransplantierten Patienten (Gruppe 1) zeigt sich sowohl bei den nicht aktivierten
Proben als auch bei den aktivierten Proben im Vergleich des MZP 2 mit dem Ausgangswert eine

signifikante Zunahme ( p<0,05 ).

Sowohl bei den aktivierten als auch bei den nicht aktivierten Proben ist die statistische
Signifikanz bezogen auf den MZP 2 im Vergleich zum MZP 3 nicht gegeben. Alle zugehdrigen
Werte sind in der Tabelle 3.1 aufgefihrt.

Jedoch ist innerhalb des Verlaufs vom Messzeitpunkt 2 zum Messzeitpunkt 3 eine deutlich

fallende Tendenz der Messwerte erkennbar.



Tabelle 3-1:

Darstellung der MFI-Werte (in % bezogen auf den Ausgangswert 100%) des
Antikorpers CD 36 zu den jeweiligen Mel3zeitpunkten von 10 allogen

Knochenmarktransplantierten Patienten (Gruppe 1).CIM = confidence interval

for mean
Gruppe MZP MZP MZP MZP MZzZP
1 1 2 3 2 3
nicht akt. nicht akt. aktivierte aktivierte
Proben Proben Proben Proben
1 100 142 95 125 88
2 100 178 146 191 163
3 100 119 108 125 115
4 100 111 110 112 105
5 100 139 131 193 189
6 100 106 83 109 90
7 100 120 114 120 116
8 100 112 103 149 121
9 100 129 90 112 103
10 100 101 95 108 65
Mittelwerte 125,7 107,5 1344 115,5
CIM 16,3 13,7 23,3 26
Signifikanz zum
Ausgangswert/ p <0,05 p <0,05
Vorwert P> 0,05 p >0,05
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Graphik 3-1: Darstellung der allogen Knochenmarktransplantierten Patienten aus Tabelle 3.1

zum MZP 1 (=100 %) und zum MZP 2 und MZP 3 jeweils fiir die nicht
aktivierten und die aktivierten Proben




Tabelle 3-2:

Darstellung der MFI-Werte (in % bezogen auf den Ausgangswert 100%) des
Antikdrpers CD 36 zu den jeweiligen Mel3zeitpunkten von drei autolog

Knochenmarktransplantierten Patienten (Gruppe 2). CIM = confidence interval

for mean
Gruppe MZP MZP MZP MZP MZP
2 1 2 3 2 3
nicht akt. nicht akt. aktivierte aktivierte
Proben Proben Proben Proben
11 100 130 99 114 103
12 100 189 164 210 57
13 100 117 129 124 130
Mittelwerte 145 131 149 97
CIM 95 81 131 92
Signifikanz
zum Ausgangswert/ p>0,05 p>0,05
Vorwert P> 0,05 p > 0,05

Unten ist Tabelle 3-2 graphisch wiedergegeben und bei den nicht aktivierten als auch bei den

aktivierten Proben erkennt man aufgrund der geringen GruppengroRe zu keinem Zeitpunkt der

Messung eine statistische Signifikanz.
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Graphik 3-2: Darstellung der autolog Knochenmarktransplantierten Patienten aus Tabelle 3-2

zum MZP 1 (=100 %) und zum MZP 2 und MZP 3 jeweils fiir die nicht
aktivierten und die aktivierten Proben
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Tabelle 3-3:  Darstellung der MFI-Werte (in % bezogen auf den Ausgangswert =100%) des
Antikorpers CD 36 zu den jeweiligen MeRzeitpunkten von finf
Blutstammzelltransplantierten Patienten (Gruppe 3). CIM = confidence interval
for mean

Gruppe MZP MZP MZP MZP MZP
3 1 2 3 2 3
nicht akt. nicht akt. aktivierte aktivierte
Proben Proben Proben Proben
14 100 121 119 126 108
15 100 162 159 212 211
16 100 143 106 145 99
17 100 102 87 104 98
18 100 112 109 114 105
Mittelwerte 128 116 140 124
CIM 30 33 53 60
Signifikanz zum
Ausgangswert/ p >0,05 p>0,05
zum Vorwert P> 0,05 p > 0,05

Folgende Graphik 3-3 enthélt die Werte der Tabelle 3-3 und lasst erkennen, dass zu keinem
Messzeitpunkt eine statistische Signifikanz gegeben ist, da die 100%-Marke als Messzeitpunkt 1
jeweils im CIM (= confidence interval for mean), d.h. im 95%- Vertrauensbereich der Werte
liegt als auch der Mittelwert vom MZP 3 jeweils im CIM von MZP 2 liegt.

Jedoch erkennt man eindeutig sowohl bei den nicht aktivierten Proben als auch bei den

aktivierten Proben eine zundchst steigende und dann wieder fallende Tendenz der Messwerte.
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Graphik 3-3: Darstellung der autolog Blutstammzelltransplantierten Patienten aus Tabelle 3-3
zum MZP 1 (=100 %) und zum MZP 2 und MZP 3 jeweils fiir die nicht
aktivierten und die aktivierten Proben

Folgende Graphik 3-4 zeigt die MFI-Werte aller 18 Patienten bei Verwendung des Antikorpers
CD 36 aus den Tabellen 3-1 bis 3-3.

Hieraus ist ersichtlich, dass statistische Signifikanz sowohl vom Ausgangswert zum MZP 2 als

auch vom MZP 2 zum MZP 3 gegeben ist.
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Graphik 3-4: Darstellung aller Patienten zum MZP 1 (=100%) und zum MZP 2 und MZP 3
jeweils flr die nicht aktivierten und die aktivierten Proben bei Verwendung des
Antikorpers CD 36



Tabelle 4-1:

Darstellung der MFI-Werte (in % bezogen auf den Ausgangswert 100%) des
Antikorpers CD 41 a zu den jeweiligen Mel3zeitpunkten von 10 allogen

Knochenmarktransplantierten Patienten (Gruppe 1).CIM = confidence interval

for mean
Antikorper CD 41 a :
Gruppe 1 MZP MZP MZP MZP MZP
1 2 3 2 3
nicht akt. nicht akt. aktivierte aktivierte
Proben Proben Prob. Prob.
1 100 99 87 97 92
2 100 95 82 77 73
3 100 91 87 100 98
4 100 93 90 101 84
5 100 82 76 95 94
6 100 97 79 97 79
7 100 98 97 91 85
8 100 76 76 80 71
9 100 100 91 103 86
10 100 97 94 96 90
Mittelwerte 93 86 94 85
CIM 6 5 6 6
Signifikanz zum
Ausgangswert p <0,05 p <0,05
Zum Vorwert p <0,05 p <0,05

Diese MFI-Werte in folgende Graphik 4-1 eingetragen, so ergibt sich eine statistische
Signifikanz sowohl bei den nicht aktivierten Proben als auch bei den aktivierten Proben im
Vergleich des MZP 2 zum Ausgangswert und im Vergleich des MZP 2 zum MZP 3.
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Graphik 4-1: Darstellung der allogen Knochenmarktransplantierten Patienten aus Tabelle 4-1

zum MZP 1 (=100 %) und zum MZP 2 und MZP 3 jeweils fiir die nicht
aktivierten und die aktivierten Proben

Tabelle 4-2:  Darstellung der MFI-Werte (in % bezogen auf den Ausgangswert = 100%) des
Antikorpers CD 41 a zu den jeweiligen Messzeitpunkten von drei autolog
Knochenmarktransplantierten Patienten (Gruppe 2).CIM = confidence interval
for mean.

Gruppe MZzP MZzP MzP MZzP MzP
2 1 2 3 2 3
nicht akt. nicht akt. aktivierte aktivierte
Proben Proben Prob. Prob.
11 100 91 84 99 89
12 100 86 65 93 75
13 100 98 91 92 87
Mittelwerte 92 80 95 84
CIM 15 33 9 19
Signifikanz
zum Ausgangswert p>0,05 P> 0,05
zum Vorwert p > 0,05 p > 0,05

Die folgende Graphik 4-2 zeigt die Werte aus Tabelle 4-2 und man erkennt, dass weder bei den

nicht aktivierten noch bei den aktivierten Proben aufgrund der kleinen GruppengréRe und der

damit verbundenen grof3en Streubreite zu keinem Zeitpunkt statistische Signifikanz besteht.

Vom Ausgangswert (=100 %) aus jedoch betrachtet fallen die Werte zum MZP 3 hin

kontinuierlich ab.
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Graphik 4-2: Darstellung der autolog Knochenmarktransplantierten Patienten aus Tabelle 4-2

zum MZP 1 (=100 %) und zum MZP 2 und MZP 3 jeweils fur die nicht
aktivierten und die aktivierten Proben

Tabelle 4-3:  Darstellung der MFI-Werte (in % bezogen auf den Ausgangswert = 100%) des
Antikorpers CD 41 a zu den jeweiligen Messzeitpunkten von flnf
Blutstammzelltransplantierten Patienten (Gruppe 3).CIM = confidence interval
for mean.

Gruppe MZzZP MZzZP MZP MZP MZP
3 1 2 3 2 3
nicht akt. nicht akt. aktivierte aktivierte
Proben Proben Prob. Prob.
14 100 104 88 101 94
15 100 83 77 97 95
16 100 101 86 101 92
17 100 99 90 97 93
18 100 98 93 96 92
Mittelwerte 97 87 98 93
CIM 10 8 3 2
Signifikanz zum
Ausgangswert/ p > 0,05 P>0,05
Zum Vorwert p <0,05 p <0,05

Die Werte aus obiger Tabelle befinden sich in folgender Graphik 4-3. Vom Ausgangswert (=

100 %) aus betrachtet fallen die Werte deutlich im Verlauf.

Statistische Signifikanz ist vom Ausgangswert zum MZP 2 hin sowohl bei den nicht aktivierten
als auch bei den aktivierten Proben nicht gegeben,da die 100 %-Marke im CIM, d.h. im 95%-
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Vertrauensbereich liegt. Vom 2. zum 3. MZP hin besteht jedoch bei beiden Arten von Proben

Signifikanz.
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Graphik 4-3: Darstellung der autolog Blutstammzelltransplantierten Patienten aus Tabelle 4-3
zum MZP 1 (=100 %) und zum MZP 2 und MZP 3 jeweils fir die nicht
aktivierten und die aktivierten Proben

Folgende Graphik 4-4 zeigt die MFI-Werte aller 18 Patienten aus den Tabellen 4-1 bis 4-3.
Hieraus ist ersichtlich, dass statistische Signifikanz sowohl vom Ausgangswert zum MZP 2 als

auch vom MZP 2 zum MZP 3 gegeben ist.
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Graphik 4-4: Darstellung aller Patienten zum MZP 1 (=100%) und zum MZP 2 und MZP 3
jeweils flr die nicht aktivierten und die aktivierten Proben bei Verwendung des
Antikdrpers CD 41a
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Tabelle 5-1:  Darstellung der MFI-Werte (in % bezogen auf den Ausgangswert = 100%) des
Antikorpers CD 42b zu den jeweiligen MeRzeitpunkten von 10 allogen

Knochenmarktransplantierten Patienten (Gruppe 1) CIM = confidence interval

for mean.

Antikorper CD 42 b :

Gruppe MZP MZP MZP MZP MZP
1 1 2 3 2 3
nicht akt. nicht akt. aktivierte aktivierte
Proben Proben Prob. Prob.
1 100 130 84 136 107
2 100 145 131 195 183
3 100 106 77 100 92
4 100 110 95 122 101
5 100 106 101 115 104
6 100 108 88 111 98
7 100 111 105 101 99
8 100 134 100 133 98
9 100 117 111 111 101
10 100 116 98 125 108
Mittelwerte 118 99 125 110
CIM 10 11 19 19
Signifikanz
zum Ausgangswert/ p <0,05 p <0,05
zum Vorwert p <0,05 p > 0,05

Folgende Graphik 5-1 l&sst erkennen, dass die Werte aus der Tabelle 5-1 beim Vergleich der
nicht aktivierten und der aktivierten Proben des MZP 2 mit dem Ausgangswert jeweils eine
statistische Signifikanz ergeben, jedoch dies beim Vergleich des MZP 3 mit dem Vorwert MZP

2 nur bei den nicht aktivierten Proben der Fall ist.
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Graphik 5-1: Darstellung der allogen Knochenmarktransplantierten Patienten aus Tabelle 5-1

zum MZP 1 (=100 %) und zum MZP 2 und MZP 3 jeweils fur die nicht
aktivierten und die aktivierten Proben

Tabelle 5-2:  Darstellung der MFI-Werte (in % bezogen auf den Ausgangswert = 100%) des
Antikorpers CD 42b zu den jeweiligen Mel3zeitpunkten von drei autolog
Knochenmarktransplantierten Patienten (Gruppe 2). CIM = confidence interval
for mean.

Gruppe MZP MZP MZzZP MZP MZP
2 1 2 3 2 3
nicht akt. nicht akt. aktivierte aktivierte
Proben Proben Prob. Prob.
11 100 104 90 134 117
12 100 128 123 125 117
13 100 88 66 109 94
Mittelwerte 107 93 123 109
CIM 50 71 31 32
Signifikanz zum
Ausgangswert/ p > 0,05 p > 0,05
zum Vorwert p > 0,05 p > 0,05

In der folgenden Graphik 5-2 sind die Werte aus der Tabelle 5-2 abgebildet und es lasst sich

erkennen, dass die 100 %-Marke als Ausgangswert verglichen mit dem MZP 2 und auch der
Mittelwert MZP 3 verglichen jeweils mit dem MZP 2 im CIM, d.h. im 95 %-Vertrauensinterval

liegt, also keine statistische Signifikanz , wahrscheinlich aufgrund der kleinen Gruppengrosse,

gegeben ist.
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Doch ist Uber den gesamten Verlauf hin eine steigende gefolgt von einer fallenden Tendenz der

Werte erkennbar.
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Graphik 5-2: Darstellung der autolog Knochenmarktransplantierten Patienten aus Tabelle 5-2
zum MZP 1 (=100 %) und zum MZP 2 und MZP 3 jeweils fir die nicht
aktivierten und die aktivierten Proben

Tabelle 5-3:  Darstellung der MFI-Werte (in % bezogen auf den Ausgangswert = 100%) des
Antikorpers CD 42b zu den jeweiligen Messzeitpunkten von flnf
Blutstammzelltransplantierten Patienten (Gruppe 3). CIM = confidence interval
for mean.

Gruppe MzP MzP MzP MZzP MzP
3 1 2 3 2 3
nicht akt. nicht akt. aktivierte aktivierte
Proben Proben Prob. Prob.
14 100 100 71 108 94
15 100 106 106 104 97
16 100 102 83 109 89
17 100 102 98 102 97
18 100 103 99 105 101
Mittelwerte 103 91 106 96
CIM 3 18 4 6
Signifikanz
zum Ausgangswert/ p <0,05 p <0,05
zum Vorwert p > 0,05 p <0,05
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Die Werte aus der Tabelle 5-3 sind in unten stehender Graphik 5-3 eingetragen und zeigen,
dass sowohl bei den nicht aktivierten als auch bei den aktivierten Proben eine statistische
Signifikanz vom Ausgangswert (= 100%) zum MZP 2 gegeben ist, jedoch vom MZP 2 zum
MZP 3 nur bei den ativierten Proben.Eine deutlich steigende Tendenz der Werte und dann im

Verlauf fallende ist aus der Graphik jedoch ersichtlich.
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Graphik 5-3: Darstellung der autolog Blutstammzelltransplantierten Patienten aus Tabelle 5-3
zum MZP 1 (=100 %) und zum MZP 2 und MZP 3 jeweils fir die nicht
aktivierten und die aktivierten Proben

Folgende Graphik 5-4 zeigt die MFI-Werte aller 18 Patienten aus den Tabellen 5-1 bis 5-3.
Hieraus ist ersichtlich, dass wohl nun aufgrund der groReren GruppengrélRe statistische
Signifikanz sowohl vom Ausgangswert zum MZP 2 als auch vom MZP 2 zum MZP 3 gegeben

ist.
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Graphik 5-4: Darstellung aller Patienten zum MZP 1 (=100%) und zum MZP 2 und MZP 3

jeweils flr die nicht aktivierten und die aktivierten Proben bei Verwendung des
Antikdrpers CD 42b

Tabelle 6-1: Darstellung der MFI-Werte (in % bezogen auf den Ausgangswert = 100%) des
Antikorpers CD 62 zu den jeweiligen MeRzeitpunkten von 10 allogen
Knochenmarktransplantierten Patienten (Gruppe 1). CIM = confidence interval
for mean.

Antikorper CD 62 :

Gruppe 1 MzP MzP MzP MzP MzP
1 2 3 2 3
nicht akt. nicht akt. aktivierte aktivierte
Proben Proben Prob. Prob.
1 100 106 89 107 87
2 100 132 106 115 103
3 100 123 91 120 119
4 100 126 101 108 79
5 100 126 95 149 137
6 100 124 74 101 69
7 100 126 116 112 105
8 100 115 72 124 83
9 100 169 90 122 110
10 100 105 97 117 84
Mittelwerte 125 93 118 98
CIM 13 10 9 15
Signifikanz zum
Ausgangswert/ p<0,05 p<0,05
zum Vorwert p <0,05 p <0,05




Folgende G
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raphik 6-1 zeigt die Werte aus der Tabelle 6-1 und zeigt beim Vergleich der

Messzeitpunkte untereinander statistische Signifikanz bei beiden Arten von Proben.
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Graphik 6-1: Darstellung der allogen Knochenmarktransplantierten Patienten aus Tabelle 6-1

zum MZP 1 (=100 %) und zum MZP 2 und MZP 3 jeweils fur die nicht
aktivierten und die aktivierten Proben

Tabelle 6-2: Darstellung der MFI-Werte (in % bezogen auf den Ausgangswert = 100%) des
Antikorpers CD 62 zu den jeweiligen Melzeitpunkten von drei autolog
Knochenmarktransplantierten Patienten (Gruppe 2) CIM = confidence interval
for mean.

Gruppe MzP MzP MzP MZzP MzP
2 1 2 3 2 3
nicht akt. nicht akt. aktivierte aktivierte
Proben Proben Prob. Prob.
11 100 106 68 103 88
12 100 189 84 133 87
13 100 137 108 136 119
Mittelwerte 144 87 124 98
CIM 104 50 45 45
Signifikanz zum
Ausgangswert/ p > 0,05 p > 0,05
zum Vorwert p>0,05 p > 0,05
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In der folgenden Graphik 6-2 sind die Werte aus der Tabelle 6-2 abgebildet und es lasst sich
erkennen, dass - wahrscheinlich aufgrund der kleinen Gruppengrosse — keine statistische
Signifikanz gegeben ist.

Doch ist Uber den gesamten Verlauf hin eine steigende gefolgt von einer fallenden Tendenz der

Werte erkennbar.
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Graphik 6-2: Darstellung der autolog Knochenmarktransplantierten Patienten aus Tabelle 6-2
zum MZP 1 (=100 %) und zum MZP 2 und MZP 3 jeweils fur die nicht
aktivierten und die aktivierten Proben
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Tabelle 6-3: Darstellung der MFI-Werte (in % bezogen auf den Ausgangswert = 100%) des
Antikérpers CD 62 zu den jeweiligen MeRzeitpunkten von finf
Blutstammzelltransplantierten Patienten (Gruppe 3). CIM = confidence interval
for mean.

Gruppe MZzP MZzP MzP MzP MzP
3 1 2 3 2 3
nicht akt. nicht akt. aktivierte aktivierte
Proben Proben Prob. Prob.
14 100 103 87 109 89
15 100 120 96 148 137
16 100 120 81 117 82
17 100 102 73 103 87
18 100 136 95 106 95
Mittelwerte 116 86 117 98
CIM 18 12 23 27
Signifikanz zum
Ausgangswert/ p >0,05 p>0,05
zum Vorwert p <0,05 p > 0,05

In der folgenden Graphik 6-3 sind die Werte aus der Tabelle 6-3 abgebildet und es lasst sich
erkennen, dass die 100 %-Marke im Vergleich zum MZP 2 im CIM, d.h. im 95 %-

Vertrauensinterval liegt, hier also keine statistische Signifikanz , gegeben ist.
Nur bei den nicht aktivierten Proben besteht vom MZP 2 zum MZP 3 statistische Signifikanz.

Doch ist Gber den gesamten Verlauf hin eine steigende gefolgt von einer fallenden Tendenz der

Werte sowohl bei den nicht aktivierten als auch bei den aktivierten Proben erkennbar.
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Graphik 6-3: Darstellung der autolog Blutstammzelltransplantierten Patienten aus Tabelle 6-3
zum MZP 1 (=100 %) und zum MZP 2 und MZP 3 jeweils fur die nicht
aktivierten und die aktivierten Proben

Folgende Graphik 6-4 zeigt die MFI-Werte aller 18 Patienten aus den Tabellen 6-1 bis 6-3.

Hieraus ist ersichtlich, dass wohl nun aufgrund der groReren GruppengrélRe statistische

Signifikanz sowohl vom Ausgangswert zum MZP 2 als auch vom MZP 2 zum MZP 3 gegeben

ist.
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Graphik 6-4: Darstellung aller Patienten zum MZP 1 (=100%) und zum MZP 2 und MZP 3
jeweils fur die nicht aktivierten und die aktivierten Proben bei Verwendung des
Antikorpers CD 62
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Tabelle 7-1:  Darstellung der MFI-Werte (in % bezogen auf den Ausgangswert = 100%) des
Antikorpers CD 63 zu den jeweiligen MeRzeitpunkten von 10 allogen

Knochenmarktransplantierten Patienten (Gruppe 1). CIM = confidence interval

for mean.

Antikorper CD 63 :

Gruppe MZP MZP MZP MZP MZP
1 1 2 3 2 3
nicht akt. nicht akt. aktivierte aktivierte
Proben Proben Prob. Prob.
1 100 119 109 185 173
2 100 109 99 107 110
3 100 92 83 114 92
4 100 142 108 109 102
5 100 111 64 149 108
6 100 85 51 95 84
7 100 140 124 116 104
8 100 119 77 110 62
9 100 133 124 128 120
10 100 186 93 126 115
Mittelwerte 124 93 124 107
CIM 21 18 19 21
Signifikanz zum
Ausgangswert/ p < 0,05 p < 0,05
zum Vorwert p <0,05 p > 0,05

In der unten stehende Graphik 7-1 ist statistische Signifikanz bei den aktivierten Proben jeweils
vom Ausgangswert zum MZP 2 gegeben, jedoch nicht vom MZP 2 zum MZP 3, bei den nicht
aktivierten Proben jeweils vom MZP 1 zum MZP 2 und vom MZP 3.
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Graphik 7-1: Darstellung der allogen Knochenmarktransplantierten Patienten aus Tabelle 7-1
zum MZP 1 (=100 %) und zum MZP 2 und MZP 3 jeweils fur die nicht
aktivierten und die aktivierten Proben

Tabelle 7-2:  Darstellung der MFI-Werte (in % bezogen auf den Ausgangswert = 100%) des
Antikorpers CD 63 zu den jeweiligen Mel3zeitpunkten von drei autolog
Knochenmarktransplantierten Patienten (Gruppe 2). CIM = confidence interval
for mean.

Gruppe 2 MZP MZP MZzZP MZP MZP
1 2 3 2 3
nicht akt. nicht akt. aktivierte aktivierte
Proben Proben Prob. Prob.
11 100 106 79 102 73
12 100 143 111 126 116
13 100 109 82 103 88
Mittelwerte 119 91 110 92
CIM 51 44 34 54
Signifikanz
zum Ausgangswert p > 0,05 p>0,05
zum Vorwert p > 0,05 p > 0,05

In der folgenden Graphik 7-2 sind die Werte aus der Tabelle 7-2 abgebildet und es lasst sich

erkennen, dass

keine

Gruppengrosse, gegeben ist.

statistische  Signifikanz,

wahrscheinlich aufgrund der

kleinen

Doch ist Uber den gesamten Verlauf hin eine steigende gefolgt von einer fallenden Tendenz der

Werte erkennbar.
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Graphik 7-2: Darstellung der autolog Knochenmarktransplantierten Patienten aus Tabelle 7-2

zum MZP 1 (=100 %) und zum MZP 2 und MZP 3 jeweils fir die nicht
aktivierten und die aktivierten Proben

Tabelle 7-3:  Darstellung der MFI-Werte (in % bezogen auf den Ausgangswert = 100%) des
Antikorpers CD 63 zu den jeweiligen MeRzeitpunkten von finf
Blutstammzelltransplantierten Patienten (Gruppe 3) CIM = confidence interval
for mean.

Gruppe MZP MZP MZP MZP MZP
3 1 2 3 2 3
nicht akt. nicht akt. aktivierte aktivierte
Proben Proben Prob. Prob.
14 100 103 74 100 77
15 100 125 94 153 126
16 100 106 71 103 85
17 100 104 89 101 82
18 100 114 106 107 105
Mittelwerte 110 87 113 95
CIM 12 18 28 26
Signifikanz
zum Ausgangswert p>0,05 p > 0,05
zum Vorwert p > 0,05 p > 0,05

In der folgenden Graphik 7-3 sind die Werte aus der Tabelle 7-3 abgebildet und es lasst sich

erkennen, dass keine statistische Signifikanz gegeben ist.

Doch ist Giber den gesamten Verlauf hin erkennt man zundchst steigende Werte, die dann im

weiteren Verlauf wieder sinken.
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Graphik 7-3: Darstellung der autolog Blutstammzelltransplantierten Patienten aus Tabelle 7-3
zum MZP 1 (=100 %) und zum MZP 2 und MZP 3 jeweils fir die nicht
aktivierten und die aktivierten Proben

Folgende Graphik 7-4 zeigt die MFI-Werte aller 18 Patienten aus den Tabellen 7-1 bis 7-3.

Hieraus ist ersichtlich, dass hier nun statistische Signifikanz sowohl vom Ausgangswert zum

MZP 2 als auch vom MZP 2 zum MZP 3 gegeben ist.
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Graphik 7-4: Darstellung aller Patienten zum MZP 1 (=100%) und zum MZP 2 und MZP 3
jeweils fir die nicht aktivierten und die aktivierten Proben bei Verwendung des
Antikorpers CD63
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5.2 Thrombozytenparameter PDW, MPV und P-LCR

Die Thrombozytenparameter PDW (platelet distribution width), MPV (mean platelet volume)
und P-LCR (platelet- large cell ratio) wurden fir jeden Patienten zu jedem Messzeitpunkt erfaflit
(Tabelle 8).

Da die Werte wahrend der Messungen meistenteils die Tendenz zeigten, abzusinken oder — in
wenigen Féllen — in der Hohe gleich blieben, wurden jeweils der erste Messwert (Ausgangswert)

und der jeweils letzte Messwert tabellarisch und graphisch dargestellt.
Hierbei bedeutet MPV das mittlere Thrombzyten-Volumen mit einem Referenzbereich von
9-13 fl fur das benutzte Analysengerat der Firma Sysmex,

der Parameter PDW die Thrombozyten-Volumenverteilungsbreite, deren Referenzwerte im
Bereich 9-13 fl liegen und

der Parameter P-LCR den Prozentanteil der Thrombozyten mit einem Volumen von mehr als
12 fl an der Gesamtzahl der Thrombozytenzahl. Hier wird der Referenzbereich mit 13-43 %

eingegrenzt.
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Tabelle 8: Darstellung der Thrombozytenparameter PDW, MPV und P-LCR fur die
Patienten der Gruppen 1, 2 und 3 in Absolutwerten. Der erste Messwert
(Ausgangswert) zum MZP 1 erscheint jeweils links in der Spalte, der zuletzt
gemessene zum MZP 3 rechts;
PDW = platelet distribution width, MPV = mean platelet volume, P-LCR =
platelet-large cell ratio
Gruppe 1 PDW MPV P-LCR
1 14,6 8,9 10,8 9,4 32,4 19,5
2 13,8 13,4 10,1 10,0 28,9 28,6
3 14,2 14,5 11,6 11,3 37,2 37,5
4 14,2 15,7 12,8 12,6 46,6 40,0
5 12,1 12,0 10,0 10,0 25,7 25,1
6 21,7 17,2 13,7 13,2 52,6 45,4
7 11,6 10,2 10,2 9,5 33,1 23,2
8 10,6 10,6 8,1 9,5 28,5 22,2
9 23,6 19,3 13,2 12,2 44,6 33,2
10 13,6 10,8 11,6 10,4 36,8 25,5
Gruppe 2
11 12,2 13,0 13,8 9,8 33,8 25,8
12 10,6 9,9 13,2 9,4 28,2 20,7
13 13,4 14,5 10,9 11,2 33,0 33,7
Gruppe 3
14 14,7 10,4 11,7 9,8 48,2 22,9
15 15,0 13,7 9,9 9,9 27,6 27,2
16 18,6 13,0 12,0 11,7 43,7 35,6
17 17,3 11,2 11,1 10,4 40,0 27,6
18 16,4 15,9 12,4 12,2 36,2 42,2

Folgende Graphik zeigt fir die Parameter PDW, MPV und P-LCR alle 18 Patienten im

statistischen Vergleich. Der erste Messwert als Ausgangswert wurde hier auf 100 % gesetzt und

der zeitlich letzte Messwert dazu in Relation. Diese beiden Messwerte liegen bei jedem

Patienten in dem Zeitraum, der jeweils die drei Messzeitpunkte ( MZP 1 bis MZP 3 ) umfasst.

Aus der unten stehenden Graphik 8 fiir alle drei Parameter ist statistische Signifikanz der

Messwerte zum Ausgangswert gegeben, da die 100 %-Marke (Ausgangswert) aullerhalb des
CIM, d.h. des 95%-Vertrauensbereichs, des jeweiligen Parameters PDW, MPV und P-LCR liegt.

Auffallend ist bei allen drei Parametern ein Absinken der Werte (ber die Zeit.
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Graphik 8:  Darstellung der Parameter PDW, MPV und P-LCR fur alle 18 Patienten zum
MZP 1 (Ausgangswert = 100 %) und zum MZP 3

5.3 Zellpopulation

Die Analyse der bei neun von 18 Patienten beobachteten Zellpopulation wurde bereits im
Methodikteil (unter 4.2.5 Versuchsdurchfihrung und Auswertung) beschrieben und zeigte
folgende Ergebnisse:
1) fur 89,8 % der eingegateten Zellen lag eine positive Fluoreszenz fir das
Membranglykoprotein IV (CD 36) vor,
2) auf 85,6 % der eingegateten Zellen befanden sich Membranglykoprotein-Ilb-Illa-
Komplexe (CD 41a)
3) und 90,2 % der Zellen exprimierten das Membranglykoprotein Ib (CD 42b).
4) 8,5 % der Zellen zeigten eine positive Fluoreszenz fir Glycophorin (GP).
5) 1,7 % der eingegateten Zellen exprimierten den Aktivierungsmarker P-Selektin
6) und 0,4 % der Zellen zeigten eine positive Fluoreszenz fur das Membranglykoprotein
GP 53.
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6 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden die Membranglykoproteine der Thrombozyten in der
Regenerationsphase der Thrombozytopoese untersucht. Die durchflulzytometrische Analyse
erfolgte bei 18 Patienten, die mit einer Hochdosischemotherapie und anschlieRender
Knochenmark- oder peripheren Blutstammzelltransplantation behandelt worden waren. Somit
wurde ein Patientengut ausgewahlt, das sich in einer panzytopenischen Phase befand und mit
Hilfe des Transplantats die korpereigene Zellproduktion wieder aufnahm. Zu diesem Zeitpunkt
wurden bei jedem Patienten unter der ansteigenden Thrombozytenzahl Verlaufsmessungen

verschiedener Thrombozytenfunktionsparameter durchgefihrt.
Methodenvergleich:

Wenn auch definierte Thrombozytenfunktionen (Adhésion, Aggregation, Sekretion,
Forménderung) mit Kklinischen Tests beschrieben werden kdnnen (z.B. turbidimetrische
Aggregationsmessung), so haben diese Verfahren den Nachteil, dal} verschiedene
Thrombozytenpopulationen in einer Probe das Gesamtuntersuchungsergebnis unterschiedlich
beeinflussen, jedoch nicht voneinander getrennt werden kdénnen. Demgegeniiber bietet die
DurchfluBzytometrie den Vorteil, in Kombination mit einer Immunfluoreszenzmarkierung von
antigenen Epitopen den genauen Zelltypus bzw. den aktuellen Rezeptorstatus der einzelnen Zelle

zu erkennen.

Kritisch mul3 hier angemerkt werden, dass mit einer geringen Thrombozytenzahl zunachst die
Messung an sich langer dauert und sich einige Zellen am Boden des Rdéhrchens absetzen

konnen.Wahrend des Messvorgangs ist kein Aufschiitteln der Probe maglich.

Dann stellt sich die Frage, inwieweit alle Zellen in der Probe beim Ansaugen wirklich erfaf3t
werden, denn das Kapillarloch des DurchfluBzytometers ist ca. 200 pm grofl und die
Thrombozyten werden durch den Laserstrahl wohl nicht alle einzeln erfasst. Je hoher die

Thrombozytenzahl in der Probe, desto représentativer ist auch das Ergebnis.

Mit anderen Messmethoden verglichen steht die DurchfluRzytometrie immer noch an vorderster
Stelle, was die Spezifitdt und Sensitivitdt der Messung der Thrombozytenmembranproteine
betrifft und ist verantwortlich fir eine vergleichsweise geringe kinstliche Aktivierung der

Thrombozyten wahrend der Messung (125).
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Wenngleich demzufolge Thrombozytenzahlen von 10.000 pro pl Blut und geringer kaum
Aussagen Uber den momentanen Rezeptorstatus zulassen, ist in dieser Arbeit darauf geachtet
worden, dass bei der ersten Messung die Gesamtzahl Uber diesem Wert lag. Die genauen
Thrombozytenzahlen zu jedem Messzeitpunkt und die weiteren Messparameter sind im Anhang

ausgewiesen.

Seit mehreren Jahren sind Aufbau und Funktion der in dieser Arbeit n&her untersuchten
Thrombozytenmembranglykoproteine bekannt (15,16,21,23,26,32,41,42) und werden die
Vorteile der Durchflulzytometrie als Verfahren zur raschen Aufdeckung von geringen
Funktionsédnderungen der Blutplattchen genutzt (44,106,107,108,117). In Anlehnung an diese
Madglichkeiten kann auch ein verénderter Rezeptorstatus der Thrombozyten bei bestimmten
Erkrankungen, so beispielsweise bei Diabetikern (110) oder Tumorkranken (109), zur Klarung

der Atiopathogenese beitragen.

6.1 Gruppeneinteilung der Patienten

Die Gruppeneinteilung erfolgte in allogen Knochenmark- (Gruppe 1), autolog Knochenmark-

(Gruppe 2) und autolog peripher Blutstammzelltransplantierte Patienten (Gruppe 3).

Hierbei handelt es sich um drei Verfahren zur kurativ intendierten Behandlung hdmatologischer
Neoplasien und solider Tumoren nach einer Hochdosischemotherapie. Im Hinblick auf die
signifikanten Verénderungen bzw. Tendenzen in der Membranglykoproteinexpression kann
festgestellt werden, dal} alle Patienten, unabhéngig von der allogenen oder autologen
Stammzelltransplantation, vergleichbare Anderungen in dem Rezeptorstatus ihrer Thrombozyten

erfuhren.

6.2 Die Expression der Thrombozyten-Membranglykoproteine

Im Ergebnisteil sind zu verschiedenen Messzeitpunkten die Expressionen der betreffenden
Membranglykoproteine aller Patienten als MFI (mean fluorescence intensity)-Werte
dokumentiert. Die statistische Signifikanz lasst sich tabellarisch und graphisch ablesen und gibt
einen eindeutigen Hinweis darauf, dass bei den meisten Thrombozyten die Expression der

Membranglykoproteine pro Zelle im Verlauf zundchst steigt, um dann wieder zu sinken.
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Bei denjenigen Patienten, bei denen die Expression einzelner Parameter keine signifikanten
Unterschiede zum Vorwert aufwies, war eine Tendenz im Anstieg und Abfall der Werte
erkennbar, so daB angenommen werden muf3, dal auch in diesen Fallen die untersuchten

Membranglykoproteine zeit- und damit ereignisabhéngig reagierten.

Hier war der geringe Stichprobenumfang der einzelnen Patientensubgruppen mit der
entsprechend groReren Variabilitat einzelner Werte verbunden und vermutlich wurde deshalb

das Signifikanzniveau nicht erreicht.

Betrachtet man jedoch die Graphiken, in denen fir jeden Antikorper alle 18 Patienten dargestellt
wurden, so ergaben sich fur jeden Antikorper statistisch signifikante Veranderungen der MFI-

Werte, die im folgenden bei den einzelnen Membranglykoproteinen besprochen werden.

Diese statistisch signifikanten Verédnderungen der MFI -Werte der jeweils Dbetrachteten
Membranglykoproteine aller Patienten reprasentieren eine Anderung der Anzahl der
Membranglykoproteine als Rezeptoren - und damit Vermittler der Funktionen - auf der
Zelloberflache der Thrombozyten und geben somit Aufschlul® Gber den aktuellen Rezeptorstatus
der Zelle.

Membranglykoproteinkomplex Ib/IX (CD 42b) :

Alle 18 Patienten zusammen betrachtet zeigen sich statistisch signifikante Veranderungen in
folgendem Sinne (Graphik 5-4): einer zeitweisen Erhéhung der Expression des GP Ib/IX-

Komplexes folgt ein Absinken der Werte.

Wenn man die Patientengruppen 1 bis 3, die sich in der Art der Therapie unterscheiden, jede fur
sich einzeln betrachtet, zeigen die Ergebnisse bezliglich der signifikant verdnderten Expression
des GP Ib/IX-Komplexes sowohl im nicht aktivierten als auch im aktivierten Probenansatz
vornehmlich bei den Patienten der Gruppen 1 und 3 eine Erhohung der Expression. Hierauf folgt
ein Abfall der Werte in diesen Gruppen, der jedoch nicht signifikant ist, denn aufgrund der
kleinen Gruppengrole liegt eine groRere Streubreite vor. In Gruppe 2 sind die Veranderungen
zwar nicht signifikant, aber tendenziell zu erkennen, so dal3 hier aufgrund der mit dem GP Ib/IX-
Komplex verbundenen Funktion der Adhé&sion zeitweise von einer Verbesserung der
Adhésionsfahigkeit (112) und Erhéhung der Reaktionsbereitschaft im plasmatischen

Gerinnungssystem (113) der Thrombozyten gesprochen werden kann.
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Das MaR der Membranglykoproteinexpression konnte als Parameter flr die Funktionsfahigkeit
der Thrombozyten im Hinblick auf die Kklinische Gesamtsituation dieses Patientenguts

herangezogen werden (Werte in den Tabelle 5-1 bis 5-3)

Membranglykoproteinkomplex Ilb/Illa ( CD 41 a ) : Die Auspragung des GP llIb/llla-
Komplexes auf der Thrombozytenoberflache zeigt sowohl im nicht aktivierten als auch im

aktivierten Probenansatz kontinuierlich fallende Werte bei allen 18 Patienten.

In den Gruppen 2 und 3 besteht aufgrund der geringen GruppengrdRe nicht immer statistische
Signifikanz wie aus den Tabellen 4-1 bis 4-3 ersichtlich, jedoch zeigen die Werte (ber den
Verlauf hin ebenfalls eine kontinuierlich fallende Tendenz, so dal davon ausgegangen werden
kann, dal? die Thrombozytenfunktion, die an den GP Illb/Illa-Komplex geknipft ist, bei allen
Patienten (ber den Messzeitraum hin abgenommen hat. Hauptsdchlich ber den Liganden
Fibrinogen kommt es mit Hilfe von Calcium zur interthrombozytaren Briickenbildung und somit
zur Zusammenlagerung der Plattchen (23,24). Durch Defekte oder Fehlen von GP Ilb/llla-
Komplexen gekennzeichnete Thrombozyten fuhren zu hdmorrhagischen Diathesen und werden
bei der Thrombasthenie Glanzmann beschrieben (28). Da der GP llb/llla-Komplex die
Plattchenaggregation vermittelt, bedeutet die kontinuierlich fallende Expression der
Membranglykoproteine vor allem im Hinblick auf die statistisch signifikanten Ergebnisse alle 18
Patienten gemeinsam betrachtend (Graphik 4-4) eine Abnahme der Aggregationsbereitschaft der

gemessenen Thrombozyten wahrend der Regenerationsphase der Thrombopoese.

Membranglykoprotein (GP) IV ( CD 36 ): Alle 18 Patienten zusammen betrachtet, sind

folgende Veranderungen in der Membranglykoproteinexpression statistisch signifikant:

der Zunahme der Expression des GP IV in allen Patientengruppen im nicht aktivierten
Probenansatz folgt ein erkennbarer Abfall. Aktiviert man den Probenansatz mit PMA
(Phorbolester), so zeigt die Expression gleiche tendenzielle Ergebnisse zunédchst im Anstieg und
dann im Abfall (Tabelle 3-1 bis 3-3). Statistische Signifikanz besteht aufgrund der kleinen
Gruppengrole nur in Gruppe 1 fir den Vergleich des MZP 2 mit dem Ausgangswert.

Schon Simak, Hollada und Janota (19) erkannten 1999 die Funktion des GP 1V als Rezeptor flr
adhdsive Proteine des Subendothels. Die Zunahme und Abnahme des GP IV auf der

Thrombozytenoberflache in der Regenerationsphase der Thrombozytopoese bedeutet eine
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zeitweise Erhdhung der Adhasionsfahigkeit der Plattchen an das Subendothel. Dabei spielen als
Liganden im Endothel sowohl Collagen als auch Thrombospondin (33) eine Rolle. Wenn auch
Englyst im Jahr 2003 (34) die Rolle von Thrombospondin in der Plattchenaggregation noch
einmal hervorhob, so scheint mit dem Liganden Collagen und der durch GP IV vermittelten
Thrombospondin-abhdngigen Adhédsion von Monozyten an Thrombozyten (114) die Funktion

von GP IV vornehmlich in der Plattchenadhésion zu bestehen.

Membranglykoprotein (GP) P-Selektin (=GMP 140, PADGEM) — CD 62: Die Ergebnisse
aller drei Gruppen (Tabelle 6-1 bis 6-3) sowohl im nicht aktivierten als auch im aktivierten

Probenansatz zeigen eine Zunahme der Expression des P-Selektins gefolgt von einer Abnahme.

Statistische Signifikanz ist hierbei gegeben in Gruppe 1 vom Ausgangswert zum MZP 2 und in
Gruppe 3 vom MZP 2 zum MZP 3. Dies betrifft den aktivierten und auch den nicht aktivierten
Ansatz und ist in der geringen GruppengroRe und der damit verbundenen grolReren Streubreite

begriindet.

An die Funktion des P-Selektins, das mit Endothelzellen und den alpha-Granula von ruhenden
Thrombozyten (35) assoziiert ist und erst nach Aktivierung auf der Zelloberflache exprimiert
wird (36,37), ist die Adhdsion von Thrombozyten an verschiedene Typen von Leukozyten
geknupft (39,40). Da die in dieser Arbeit untersuchten Membranglykoproteine in ihrer
hauptséchlichen Funktion als Adhasionsmolekiilke (GP Ib/1X-Komplex und GP 1V) das gleiche
Ph&nomen im Verlauf ihrer Expression zeigen wie das P-Selektin und das GP 53 (siehe unten),
kann hier die Behauptung gefestigt werden, dall wahrend der Regenerationsphase der
Thrombopoese die Ahé&sionsbereitschaft der Thrombozyten zeitweise erhoht ist und dieses
Phéanomen als Faktor fiir die Beurteilung der Diagnostik und Therapie dieses Patientenguts
herangezogen werden sollte. Zudem sind diese Veranderungen in der Expression der

Membranglykoproteine in Betrachtung aller 18 Patienten statistisch signifikant.

Membranglykoprotein GP 53 ( CD 63 ): Alle 18 Patienten gemeinsam betrachtet bestehen

Veranderungen in der Expression der Membranglykoroteine von statistischer Signifikanz:

bei allen drei Patientengruppen (Tabellen 7-1 bis 7-3) sowohl im nicht aktivierten als auch im
aktivierten Probenansatz ist zundchst ein Anstieg der Expression des GP 53, gefolgt von einer

Abnahme zu erkennen. Dies ist als eine entsprechende Tendenz erkennbar. Jedoch besteht
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statistische Signifikanz, wenn man jede Gruppe einzeln betrachtet, nur in Gruppe 1 im Vergleich

des MZP 2 mit dem Ausgangswert.

Auch hier kann festgehalten werden, daR die an das GP 53 geknupfte Thrombozytenfunktion
wahrscheinlich zeitweise ,,erhoht“ war. Diese ist gekoppelt mit der durch Stimulation der
Plattchen auf deren Oberflache erscheinenden Membranglykoproteinen, die in ruhenden
Thrombozyten Bestandteil der innerthrombozytéren Lysosomenmembranen sind (41). Nach
Aktivierung verschmelzen die Lysosomenmembranen mit der Plasmamembran und die GP’s 53
konnen eine maRgebliche Rolle bei der Adhésion der Thrombozyten am Endothel spielen (49).
So zeigt GP 53 als Adhé&sionsmolekdil wie auch GP 1V, der GP Ib/IX-Komplex und P-Selektin zu
einem  bestimmten  Zeitpunkt der regenerierenden  Thrombopoese eine erhohte
Funktionsbereitschaft der Thrombozyten und unterstiitzt damit seine Wichtigkeit bei der

Beurteilbarkeit des klinischen Gesamtzustandes.

6.3 Die Thrombozytenparameter PDW (platelet distribution width), MPV
(mean platelet volume) und P-LCR (platelet-large cell ratio) im Verlauf

Hinsichtlich ihrer Thrombozytenparameter PDW, MPV und P-LCR zeigen die untersuchten
Thrombozyten aller drei Patientengruppen im MelRzeitraum &hnliche Verdnderungen
dahingehend, daB - mit wenigen Ausnahmen (Patienten 3, 4, 8, 11 und 13 beim Parameter PDW,
die Patienten 8 und 13 beim Parameter MPV und die Patienten 3, 8, 13 und 18 beim Parameter
P-LCR)- die Werte im Verlauf gleich bleiben oder, wie in den meisten Fallen, sinken (Tabelle
8). Unabhédngig von der Behandlung der Patienten zeigen die Thrombozyten in der
Regenerationsphase der Poese nach einer Knochenmarkaplasie Uber den Zeitverlauf hin
abfallende  Werte  beziglich  ihres  Volumens (MPV und P-LCR) und die
Volumenverteilungsbreite (PDW) nimmt im Mel3zeitraum bei den meisten Patienten ebenfalls
ab.

Diese Ergebnisse sind — alle 18 Patienten gemeinsam betrachtet — statistisch signifikant
(Graphik 8).

Dies bedeutet, daR die von den Patienten gebildeten Thrombozyten (iber die Zeit hinweg Kleiner
werden und die Streuung ihrer Volumina abnimmt bis die Werte fiir PDW, MPV und P-LCR im
Normalbereich gesunder Thrombozyten liegen (siehe Werte in Tabelle 8). Die Veranderungen

der Thrombozytenparameter in dieser Form stimmen mit Mielkes Veroffentlichung von 1976 (1)
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uberein, daR wéhrend einer gesteigerten Thrombopoese zunédchst vermehrt groRe Thrombozyten
im peripheren Blut nachweisbar sind und es sich dabei um die jungen Formen handeln dirfte. Da
bei den meisten Parametern die Expression der Glykoproteine im zeitlichen Verlauf zunéachst
steigt und dann wieder sinkt, gleichzeitig aber die Grolie der Zellen abnimmt, I4sst sich daraus
schlussfolgern, dass groRere und damit jlngere Zellen nicht unbedingt eine vermehrte

Glykoproteinexpression auf ihrer Zelloberflache zeigen.

Dariiberhinaus gibt die Literatur Hinweise darauf, dass flr Vorraussagen Uber den
Aktivierungszustand von Thrombozyten die Zahl und das mittlere Thrombozyten-Volumen nicht

als aussagekraftige Parameter zur Verfligung stehen (124).

6.4 Die Membranglykoproteinexpression im nicht aktivierten Probenansatz
im Vergleich zum aktivierten Probenansatz

In dieser Arbeit wurden die zu messenden Thrombozyten in einem zweiten Probenansatz mit
PMA (Phorbolester) aktiviert, um Verdnderungen in der Membranglykoproteinexpression bei ex
vivo aktivierten Thrombozyten darstellen zu kdnnen. Die in 6.2 diskutierten Beobachtungen
belegen, dalR sowohl die nicht aktivierten als auch die aktivierten Proben bei jedem untersuchten
Membranglykoprotein im gleichen Male im Verlauf entweder steigende oder fallende Werte
prasentieren. Insofern zeigt dies die Unabhangigkeit der veranderten Auspragung der
Membranglykoproteine im Untersuchungszeitraum in Bezug auf eine vorherige ex vivo -
Aktivierung und damit Stimulierung. Betrachtet man jedoch bei jedem untersuchten
Membranglykoprotein die Hohe der Fluoreszenzmesswerte (die Fluoreszenzintensitat ist der
Membranglykoproteinexpression direkt proportional) vergleichsweise im nicht aktivierten und
im aktivierten Probenansatz in allen Patientengruppen (Tabellen 3-7), so fallen einige

Besonderheiten auf :

GP Ib/IX- Komplex: die MeRwerte der aktivierten Proben sind am entsprechendem
Messzeitpunkt hoher als die der nicht aktivierten Proben, betrachtet man jeweils die Mittelwerte

der Gruppen.

Dies ist ein Hinweis darauf, dafl wéhrend der Regeneration der Poese nicht aktivierte
Thrombozyten den GP Ib/IX- Komplex in geringerem MaRe auf ihrer Oberflache exprimieren

als Thrombozyten im aktivierten Zustand. Dies konnte bedeuten, dal3 eine an den GP Ib/IX-
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Komplex gekoppelte erhéhte Funktion und damit erhdhte Ahésionsbereitschaft von aktivierten

Thrombozyten eher als bei nicht aktivierten an das Subendothel vorliegt.

GP 1V, P-Selektin, GP 53: Die FluoreszenzmelRwerte der aktivierten Proben sind zu jedem
MeRzeitpunkt héher als die der nicht aktivierten Proben (,,Ausreifler” Patient Nr. 12 beim GP IV
und 11 und 12 beim P-Selektin sowie die Patienten Nr. 11,12 und 13 beim GP 53 nicht mit
betrachtet).

Hier mul3 festgehalten werden, dal} eine vermehrte Ausprédgung der Adhasionsmolekiile GP 1V,
P-Selektin und GP 53 zu einer erhohten Adhasionsbereitschaft der aktivierten Thrombozyten im

Vergleich zu den nicht aktivierten fuhrt .

GP lIb/llla-Komplex: Betrachtet man auch hier die Mittelwerte, so zeigen die
Fluoreszenzwerte der aktivierten Proben in den Gruppen 2 und 3 zum entsprechendem
Messzeitpunkt hohere Werte als die der nicht aktivierten Proben. Da der GP I1b/llla-Komplex
die Aggregation der Thrombozyten vermittelt, kann hier von einer verbesserten
Plattchenaggregationsbereitschaft der aktivierten Plattchen gegenuber den nicht aktivierten in
der Regenerationsphase der Thrombopoese ausgegangen werde. Einschrankend muf3 hier jedoch
angezeigt werden, dass sieben von 18 Patienten bei den nicht aktivierten Proben héhere Werte

aufweisen als bei den aktivierten Proben.

Eine mdogliche Erklarung fur die vermehrte Expression des P-Selektin, des GP 53 und des GP
I1b/I11a-Komplexes auf der Thrombozytenoberfliche von aktivierten Zellen gegeniiber nicht

aktivierten Zellen liefert die Herkunft der einzelnen Membranglykoproteine.

Der GP IllIb/llla-Komplex und das P-Selektin sind u.a. mit den Membranen der
innerthrombozytéren alpha-Granula assoziiert, die erst nach Stimulation der Zelle mit der
Plasmamembran fusionieren und zur Auspragung der Membranproteine auf der Zelloberflache
fihren (39). Desgleichen erklart erst die Zellaktivierung das verstarkte VVorhandensein des sonst
im ruhenden Thrombozyten mit der Lysosomenmembran assoziierten GP 53 auf der
Zelloberflache, denn die Stimulation fuhrt zur Verschmelzung der Lysosomen mit der

Plasmamembran (45).
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6.5 EinfluR der Medikamente auf die Membranglykoproteinexpression

Die auf die Hochdosischemotherapie und anschlieBende  Knochenmark-  bzw.
Stammzelltransplantation folgende Phase der Panzytopenie geféhrdet den Patienten gegenuber
Infektionen, andmischen Zustanden und thrombozytopenischen Blutungen. Bis die kdrpereigene
Blutzellproduktion wieder in ausreichendem MaRe einsetzt, missen dem Patienten supportive
Erythrozyten- und Thrombozytenkonzentrate, Immunsuppressiva zur Verhinderung der
TransplantatabstoBung bei allogen knochenmarktransplantierten Patienten, hématopoetische
Wachstumsfaktoren und  Chemotherapeutika zur  Infektionsprophylaxe  sowie  zur
Infektbehandlung verabreicht werden. Zur Unterstitzung der humoralen Abwehr, insbesondere
in Ergénzung zur antibakteriellen Chemotherapie, kann auch die Substitution von Antikdrpern

erfolgen.

Alle Patienten, deren Blut in dieser Arbeit untersucht worden war, erhielten Antbiotika und
Immunsuppressiva (bei allogen Knochenmark-transplantierten Patienten der Gruppe 1) zum
Zeitpunkt ihrer regenerierenden Thrombopoese. Fir die zur Infektprophylaxe sowie zur
Infektbehandlung applizierten Antibiotika sind neben panzytopenischen Effekten (zutreffend fir
Sulfamethoxazol-Trimetoprim, Cefotaxim, Tobramycin), thrombozytopenische und gleichzeitig
leukozytopenische (Piperacillin, Imipenem, Vancomycin) und allein thrombozytopenische
Nebenwirkungen (Amphotericin B, Antihistaminika, Ganciclovir) beschrieben worden. Als
Immunsuppressivum zur Verhinderung der TransplantatabstoRung erhielten die allogen
Knochenmarktransplantierten Patienten (Gruppe 1) zumeist Cyclosporin, unter dessen

Behandlung sehr selten Thrombozytopenien auftreten kénnen.

Vor diesem Hintergrund kann demnach die regenerierende Thrombozytopoese des Patienten in
der Hinsicht beeinfluBt werden, dal} die verabreichten Substrate die absolute Zahl der
Thrombozyten supprimieren. Demgegenutber muf8 beachtet werden, daf die einsetzende Poese
aller Patienten im erwarteten Zeitraum aus der Phase der Panzytopenie herausfiihrte und es stellt
sich die Frage, ob die in der Literatur aufgefuhrten potentiellen Nebenwirkungen bei diesem
Patientengut Uberhaupt bemerkenswert in Erscheinung getreten sind. Wie sich der Einsatz der
oben genannten Substanzen auf die bereits gebildeten einzelnen Thrombozyten hinsichtlich der
Expression ihrer Membranglykoproteine auswirkt, kann in dieser Arbeit nicht geklart werden
und muf weiteren Untersuchungen vorbehalten bleiben. Da aber in allen Patientengruppen bei
Betrachtung jedes einzelnen  Antikdrpers gleiche Tendenzen im  Verlauf der

Membranglykoproteinexpression zu erkennen bzw. - bis auf wenige Ausnahmen - signifikante
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Unterschiede aufgetreten sind und die Patienten - egal welcher Gruppe zugehdrig - je nach
Bedarf zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Poese und in unterschiedlichem Male die oben
genannten Substanzen verabreicht bekamen, scheint die Auspragung der Membranglykoproteine

auf der Zelloberflache durch die Substanzen nicht wesentlich beeinfluBt worden zu sein.

6.6 Das Phanomen Zellpopulation

Bei neun der insgesamt 18 Patienten wurde wahrend der Messungen folgendes Phanomen
beobachtet:

89,8% der Zellen exprimierten GP (Membranglykoprotein) IV (CD 36), 85,6% der Zellen
GP lIb/Illa-Komplex (CD 41a) und 90,2% der Zellen GP Ib (CD 42b). Jedoch nur 1,7 % der
Zellen exprimierten den Aktivierungsmarker P-Selektin (CD 62) und nur 0,4 % das
Membranglykoprotein GP 53 (CD 63).

Wahrend GP IV nicht nur auf der Thrombozytenoberflaiche nachgewiesen werden kann,
reprasentieren die Zellen mit GP Ib und dem GP IIb/llla-Komplex eindeutig thrombozyten-
spezifische Marker. Der Annahme, dall es sich deshalb um Thrombozyten handelt, steht
zunachst die atypische Lokalisation der Zellpopulation entgegen, die, wie im Ergebnisteil
beschrieben, viel kleinere Zellen, als es Thrombozyten sind, erkennen l&t (Abbildung 7). Es
konnte sich bei den hier beobachteten Zellen somit um bisher noch nicht néher charakterisierte
handeln, die die bisher als ,,thrombozyten-spezifisch* titulierten Marker exprimieren und damit
eine neue Zellart représentieren. Dann wére die Spezifitat der oben genannten Marker in Frage

gestellt.

Wabhrscheinlicher jedoch ist, dass es sich bei diesen Zellen um von Thrombozyten abgespaltene

Zellfragmente handelt, sogenannte ,,platelet-derived microparticles®.

Diese sind in den letzten Jahren charakterisiert worden als Zellfragmente, die von Thrombozyten
abgespalten werden, wenn diese in der Blutbahn aktiviert werden (116). Sie sind kleiner als ein
pm groB und kdénnen mit dem Antikorper gegen das Antigen CD 41 a durchflusszytometrisch
identifiziert werden (117). Zutreffen wirden diese Fakten auch auf die hier genannte
Zellpopulation. Sie trat bei fiinf allogen Knochenmarktransplantierten Patienten

(Patientennummern 1-4 und 9), bei zwei autolog Knochenmarktransplantierten Patienten
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(Patientennummern 11 und 12) sowie bei zwei peripher Blutstammzelltransplantierten Patienten
(Nummern 15 und 18) auf.

Nur in sehr geringem Mal3e exprimieren diese Zellen die Aktivierungsmarker P-Selektin und GP
53. Dies stimmt (berein mit Hinweisen in der neueren Literatur, dass die ,platelet-derived
microparticles sowohl von aktivierten Thrombozyten als Zellfragmente abgespalten werden
koénnen als auch wéhrend der Megakaryozytopoese normalerweise generiert werden kénnen
(132).

Diese Zellfragmente haben selbst koagulatorische Eigenschaften und sind fahig zur Adhé&sion an
traumatisiertes Endothel und zur Aggregation (116). Mit gesunden Kontrollpersonen verglichen
wurden Patienten nach Herzinfarkt, mit KHK und Nierenversagen, die eine signifikant hohere
Zahl an ,,platelet-derived microparticles” aufwiesen als die Kontrollgruppe (118). Hierbei gilt

die Durchfluzytometrie immer noch als die standardisierte Untersuchungsmethode (117).

So ubernehmen im Blut zirkulierende Fragmente anderer Zellinien wie auch die
Thrombozytenfragmente  Schlisselpositionen in den  Bereichen  Entzindung und
Signalfunktionen in immunologischen VVorgéngen. Weitere Untersuchungen werden zeigen, wie

diese ndher spezifiziert werden kdnnen (119).
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7 Zuammenfassende Diskussion

Diese  Arbeit beschaftigt sich mit durchflulzytometrischen Untersuchungen der
Membranglykoproteine von Blutplattchen aus Patienten, denen bei maligner Grunderkrankung in
kurativer Absicht Stammzellen oder Knochenmark zur Beschleunigung der Regeneration von
Blutzellen nach Hochdosistherapie appliziert wurden. In solchen Situationen befinden sich die
Patienten flir eine bestimmte Zeit in einer Zellaplasie und sind auf fremde
(Allergisierungspotential) Erythrozyten-, Thrombozytenkonzentrate und

Granulozytenwachstumsfaktoren angewiesen.

Die Substitution mit Thrombozyten stellt bei einem Knochenmarktransplantierten Patienten
einen wesentlichen Kostenfaktor dar (120). Gerade fir einen solchen Patienten, aber auch fir die
Thrombozytentransfusion im allgemeinen beeinflult die Alloimmunisierung als die Bildung von
Antikorpern gegen die transfundierten Plattchen den Wirkungsgrad der Transfusion in einem
hohen Mal} (121,122).

Um den Bedarf von Thrombozytenkonzentraten moglichst gering zu halten, mussen verlailiche
Parameter zur Indikationsstellung herangezogen werden kdénnen. Neben klinischen Faktoren
(Blutung, Fieber, Infektion) (123) steht bisher lediglich die Thrombozytenzahl routinemaRig zur
Verfligung.

In der vorliegenden Arbeit sind nach der Stammzelltransplantation in drei Patientensubgruppen
(peripher Blutstammzell-, autolog und allogen Knochenmarktransplantierte) wiederholt die
Membranglykoproteine als Rezeptoren auf der Oberflache der Thrombozyten untersucht und die
Expression innerhalb der Patientengruppen im zeitlichen Verlauf miteinander verglichen

worden.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, daB mit den statistisch signifikanten
Veranderungen der Membranglykoproteinexpression eine 2 -10 Tage andauernde verdnderte
Funktionsfahigkeit der Thrombozyten in der Regenerationsphase der Myelopoese einherging,
die durch die Auswertung der Adhé&sionsmolekile GP Ib, GP IV, P-Selektin und GP 53
erkennbar wird. Diese Zunahme der Expression, gefolgt von einer Abnahme bis fast zum
Ausgangsniveau vermag in der thrombozytopenischen Situation der hier untersuchten Patienten
eine Verbesserung der Funktionalitat der Thrombozyten bedingen, deren klinische Bedeutung
fur die Diagnostik und Therapie thrombozytopenischer Zustdnde in weiteren Untersuchungen

erforscht werden sollte.
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Demgegenuber zeigte der GP Ilb/llla-Komplex eine ber den zeitlichen Verlauf hin statistisch
signifikante kontinuierliche Abnahme der Expression. Bezogen auf die Funktion des GP I1b/llla-
Komplexes konnte dies eine Verminderung der Funktionalitdt in Bezug auf die Aggregation der

Thrombozyten in der Regenerationsphase bedeuten.

Um zu kléren, inwieweit dies EinfluR auf die Beurteilung des klinischen Gesamtzustandes der
Patienten hat, mull dieses Phdnomen im Zusammenhang mit der Thrombozytopenie gesehen

werden.

Der methodisch durch Aktivierung veradnderte Probenansatz présentiert im gleichen Male wie
der nicht aktivierte Probenansatz bei jedem Membranglykoprotein gleiche Tendenzen in den
Verlaufsmessungen, jedoch im Vergleich der Membranglykoproteine untereinander fallen die
hoheren Fluoreszenzwerte der aktivierten Proben beim GP IV, beim P-Selektin und GP 53
gegenliber den nicht aktivierten Proben auf. Erklarungen hierfir liefert die jeweilige
Lokalisation der  Membranglykoproteine, denn die Assoziation derselben  mit
innerthrombozytéren Bestandteilen (P-Selektin mit den alpha- Granula und GP 53 mit den
Lysosomen) ruft bei Stimulation der Thrombozyten die vermehrte Expression der

Membranglykoproteine auf der Zelloberflache hervor.

Bei etwa der Halfte der regenerierenden Patienten ist eine Zellpopulation identifiziert worden,
die mit groler Wahrscheinlichkeit Thrombozytenfragmenten entspricht, da sie
thrombozytentypische Oberflachenmarker aufweist. Als deren Charakteristika sind in der
Literatur koagulatorische Eigenschaften beschrieben, die dazu beitragen kdnnten, den optimalen

Zeitpunkt der Thrombozytenkonzentratgabe bei zytopenischen Patienten mit zu bestimmen.

Die Auswertung der Thrombozytenparameter ergibt bei den von den Patienten gebildeten
Thrombozyten im Untersuchungszeitraum eine GroRenreduktion und eine Abnahme der
Streuung ihrer Volumina. Dies stimmt mit Veroffentlichungen tberein, die die wéhrend einer
gesteigerten Thrombopoese vermehrt nachgewiesenen groen Thrombozyten fur die jungen

Formen halten.

Zu dem EinfluR der den Patienten wahrend der regenerierenden Thrombopoese verabreichten
Medikamente auf die Thrombozyten ist in der Literatur nur eine mogliche Supprimierung der
absoluten Thrombozytenzahl beschrieben. Die Auswirkung auf die
Membranglykoproteinexpression ist hiermit nicht beurteilbar und die potentiellen

Nebenwirkungen verabreichter Substrate sind wahrscheinlich nicht in nennenswerter Weise in
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Erscheinung getreten, da die einsetzende Poese aller Patienten im erwarteten Zeitraum aus der

Phase der Panzytopenie herausfihrte.

Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dal in einer bestimmten Phase der
Thrombozytenbildung nach totaler Aplasie durch Hochdosischemotherapie trotz geringer
Thrombozytenzahl ihre Funktionalitat, zumindest die der Adhésion zeitweise gesteigert ist, so
dal}, wirde man dies in weiteren Untersuchungen bestatigen, der Bedarf an fremden
Thrombozytenkonzentraten geringer und ihre Indikationsstellung mit grofRerer Zuriickhaltung

gestellt werden konnte.
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Tabelle 9:Diagnose und Darstellung von Behandlungsdaten und Messparametern

Patient | Diagnose | KMT Letzte Messdatum / Thr.- PDW MFI nicht | MFI
allogen Gabe von | Tag nach KMT/ [zahl/pl | MPV aktivierte aktiv.
TK/EK Granulocyten- P-LCR [ Proben Proben
Take
1 RAEB-T |16.02.93 (07.03.93/]11.03.93/ 43.000 14,6 36:124,4 175,1
28.02.93 |23/ 10,8 41a:351,2 490,24
MZP 1 11.03.93 32,4 42h: 86,99 (57,68
(23.Tag n. KMT) 62: 3,08 52,74
63: 2,72 6,59
MZP 2 17.03.93/ 110.000 11,2 36: 176,33 |[218,6
29 10,1 41a:346,51 (475,22
28,6 42h:113,26 | 78,68
62: 3,27 56,23
63: 3,24 12,2
MZP 3 07.04.93/ 142.000 |89 36: 118,18 153,72
49 9,4 41a:303,96 |451,68
19,5 42h: 73,4 61,63
62: 2,75 45,68
63: 2,96 11,38
Tabelle 10:Diagnose und Darstellung von Behandlungsdaten und Messparametern
Patient | Diagnose | KMT Letzte Messdatum / Thr.- PDW MFI nicht | MFI
allogen Gabe von | Tag nach KMT/ | Zahl/pul | MPV aktivierte aktiv.
TK/EK Granulocyten- P-LCR | Proben Proben
Take
2 CML 21.07.93 |[05.08.93/[05.08.93/ 8.000 techn. 36: 71,79 5,37
26.08.93 |15/ nicht zu |41a:227,22 |344,9
11.08.93 best. 42b: 67,26 | 36,99
(21.Tag n. KMT) 62: 2,99 38,62
63:2,4 5,93
MZP 1 11.08.93./ 3.000 techn. 36:115,91 (139,48
21 nicht zu |41a:214,9 264,92
best. 42b:97,15 61,02
62: 3,94 39,93
63: 2,61 6,33
MZP 2 18.08.93/ 14.000 13,8 36:127,66 |162,98
28 10,1 41a:194,14 |272,36
28,9 42b:97,39 | 72,28
62:3,3 44,39
63: 2,47 6,52
MZP 3 24.08.93/ 14.000 13,4 36:105,07 |139,26
34 10,0 41a:186,21 | 250,81
28,6 42h:88,34 | 67,71
62:3,17 39,94
63: 2,38 5,6
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Tabelle 11: Diagnose und Darstellung von Behandlungsdaten und Messparametern

Patient | Diagnose | KMT Letzte Messdatum / Thr.- PDW MFI nicht | MFI
allogen Gabe von | Tag nach KMT/ | Zahl/pul | MPV aktivierte aktiv.
TK/EK Granulocyten- P-LCR | Proben Proben
Take
3 [CML 30.06.93 |[11.07.93 /|14.07.93/ 15.000 techn. |36:216,98 |285,48
12.07.93 |14/ nicht zu |41a:369,67 |568,43
MZP 1 15.07.93 best. 42b:100,19 |57
(15.Tag n. KMT) 62: 3,14 62: 54,4
63: 2,98 63: 9,51
MZP 2 18.07.93/ 22.000 14,2 36:258,51 | 355,98
18 11,6 41a:336,46 |569,51

37,2 42b:106,43 | 57,23
62: 3,87 65,11
63: 2,75 10,88

MZP 3 19.07.93/ 43.000 14,5 36:233,69 328,03
19 11,3 41a:320,88 |555,48
355 42b: 77,03 | 52,57
62: 2,85 64,74
63: 2,47 8,71

Tabelle 12: Diagnose und Darstellung von Behandlungsdaten und Messparametern

Patient | Diagnose | KMT Letzte Messdatum / Thr.- PDW MFI nicht | MFI
allogen Gabe von | Tag nach KMT/ | Zahl/ul | MPV aktivierte aktiv.
TK/EK Granulocyten- P-LCR | Proben Proben
Take
4 |T-ALL 25.08.93 [11.09.93 /|16.09.93/ 12.000 techn. |36:168,02 |220,34
19.09.93 |22/ nichtzu |41a:251,7 |388,32
MzpP 1 13.09.93 best. 42b: 67,5 | 50,64
(19.Tag n. KMT) 62: 3,27 44,95
63: 2,99 6,9
MzP 2 18.09.93/ 37.000 14,2 36:183,84 246,43
24 12,8 41a:235,3 | 391,06

46,6 42b:74,28 60,51
62: 3,54 48,61
63: 2,63 7,01

22.09.93/ 72.000 13,5 36:185,78 | 237,68
28 11,1 41a:234,7 |360,59
32,8 42b: 73 61,9
62: 4,11 44,82
63:4,26 7,54

MZP 3 23.09.93/ 73.000 15,7 36:184,01 | 230,51
29 12,6 41a:227,0 |327,36
40 42b:63,88 |51,2

62:3,31 35,3
63: 3,22 7,02




Tabelle 13: Diagnose und Darstellung von Behandlungsdaten und Messparametern
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Patient [ Diagnose | KMT Letzte Messdatum / Thr.- PDW MFI nicht | MFI
allogen Gabe von|Tag nach KMT /| Zzahl/pul | MPV aktivierte aktiv.
TK/EK Granulocyten- P-LCR | Proben Proben
Take
5 NHL 24.08.93 |01.09.93/ |(14.09.93./ 41.000 12,1 36: 109,87 115,24
31.08.93 |21/ 10,0 41a:218,3 |330,1
MZP 1 10.09.93 25,7 42b: 53,48 (43,12
(17.Tag n. KMT) 62: 1,86 25,6
63: 2,69 4,3
MZP 2 16.09.93/ 93.000 11,9 36:152,63 [222,33
23 10,6 41a:179,1 | 313,56
28,9 42h:56,76 | 49,62
62:2,34 38,24
63: 2,98 6,42
MZP 3 18.09.93/ 137.000 12 36:143,82 |217,26
25 10 41a:165,12 |310,98
25,1 42b: 53,84 |44,68
62: 1,76 35,16
63:1,72 4,64
Tabelle 14: Diagnose und Darstellung von Behandlungsdaten und Messparametern
Patient | Diagnose | KMT Letzte Messdatum / Thr.- PDW MFI nicht | MFI
allogen Gabe von|Tag nach KMT /| Zahl/pul | MPV aktivierte aktiv.
TK/EK Granulocyten- P-LCR | Proben Proben
Take
6 c-ALL [03.11.93 (20.11.93/ |24.1193./ 31.000 techn. 36:178,34 [232,18
23.11.93 |21/ nicht zu |41a:296,75 |421,9
MZP 1 19.11.93 best. 42b: 69,21 |56,46
(16.Tag n. KMT) 62: 2,76  |64,21
63: 2,46 7,77
MZP 2 29.11.93/ 71.000 217 36:186,13 |246,8
26 13,7 41a:287,32 |411,03
52,6 42b:74,82 | 62,56
62: 3,43 64,57
63: 2,03 7,38
01.12.93/ 59.000 20,4 36:189,3 253,41
28 13 41a:274,93 |396,33
49,1 42b: 73,12 |60,03
62: 3,19 62,28
63: 2,09 7.4
MZP 3 06.12.93/ 64.000 17,2 36:147,72 209,48
33 13,2 41a:234,16 |332,81
45,4 42h: 60,88 |55,48
62:2,04 44,09
63: 1,26 6,5




Tabelle 15: Diagnose und Darstellung von Behandlungsdaten und Messparametern
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Patient | Diagnose |KMT Letzte Messdatum / Thr.- PDW MFI nicht | MFI
allogen Gabe von|Tag nach KMT /| Zzahl/ul | MPV aktivierte aktiv.
TK/EK Granulocyten- P-LCR | Proben Proben
Take

7 CML |24.02.93 [11.03.93/ |19.03.93/ 28.000 11,6 36:141,64 198,81
08.03.93 |23/ 10,2 41a:235,01 | 383,56

MZP 1 15.03.93 33,1 42b: 69,36 | 67,77
(19.Tag n. KMT) 62: 2,63 47,46

63: 2,49 7,29
MZP 2 24.03.93/ 42.000 10,8 36:169,94 | 238,58
28 9,7 41a:230,47 |348.08

23,8 42b: 76,82 | 68,46

62: 3,32 53,3

63: 3,48 8,47
MZP 3 26.03.93/ 66.000 10,2 36:161,02 |229,99
30 9,5 41a:227,78 |326,1

23,2 42b:72,87 | 67,26

62: 3,06 50,03

63: 3,08 7,58




Tabelle 16: Diagnose und Darstellung von Behandlungsdaten und Messparametern
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Patient | Diagnose |KMT Letzte Messdatum / Thr.- PDW MFI nicht | MFI
allogen Gabe von|Tag nach KMT /| Zzahl/ul | MPV aktivierte aktiv.
TK/EK Granulocyten- P-LCR | Proben Proben

Take

8 CML |02.11.93 ([15.11.93 |15.11. 17.000 10,6 36:122,59 140,78
(17.00 (13.00Uhr)/13/ 8,1 41a:294,3 | 433,0

Uhr) / 14.11.93 28,5 42b: 55,05 |49,83

14.11.93 | (12.Tag n. KMT) 62: 5,29 46,71

63: 2,89 6,6
MZP 1 17.11.93/ 18.000 techn. |36:123,68 |151,45
15 nichtzu |41a:223,6 |348,14

best. 42b: 70,32 |57,.1
62: 5,50 48,63

63: 3,55 7,23
21.11.93/ 44.000 12,1 36:133,48 191,42
19 8,9 41a:243,6 | 337,08

20,5 42b: 73,66 |66,5
62: 5,77 56,81

63: 3,04 5,37
MZP 2 22.11.93/ 56.000 14,0 36:134,51 | 193,49
20 10,0 41a:228,3 | 307,49
27,6 42b:68,6 |61,51
62: 6,09 58,03

63:2,35 4,06
27.11.93/ 69.000 10,6 36:137,02 | 209,67
25 9,5 41a:246,09 | 380,67
22,2 42b: 60,81 | 54,03
62: 4,03 45,22

63: 2,71 4,7
MZP 3 06.12./ 33.000 17,0 36:126,16 | 170,88
34 10,9 41a:224,9 | 336,7

36,3 42b:54,9 49,0
62:3,82 38,63

63:2,3 4,27
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Tabelle 17: Diagnose und Darstellung von Behandlungsdaten und Messparametern

Patient | Diagnose |KMT Letzte Messdatum / Thr.- PDW MFI nicht | MFI
allogen Gabe von|Tag nach KMT /| zahl/pul | MPV aktivierte aktiv.
TK/EK Granulocyten- P-LCR | Proben Proben
Take
9 AML [11.01.94 |03.02.94 |09.02.94./ 34.000 23,6 36:158,63 | 187,36
(M4) /31.01.94 | 29/ 13,2 41a:286,31 |312,68
MZP 1 31.01.94 44,6 42b: 66,43 57,23
(20.Tag n. KMT) 62: 2,74 45,1
63: 2,63 7,74
11.02.94/ 35.000 21,7 36:160,01 191,12
31 12,4 41a:285,6 |320,99

42,1 42b: 66,68 | 58,8
62: 2,95 47,91
63: 2,75 8,23

MZP 2 20.02.94/ 36.000 21,5 36:204,19 | 209,98
40 12,4 41a:278,3 | 308,72
41,9 42b: 77,9 63,32
62:4,63 55,2

63: 3,5 9,9
21.02.94/ 41.000 19,3 36:197,36 | 207,3
41 12,2 41a:263,67 |281,43

33,2 42b: 76,81 | 62,7
62:3,78 53,98
63: 3,48 9,81

MZP 3 23.02.94/ 44.000 19,1 36:142,8 193,61
43 11,8 41a:261,77 |268,71
33,6 42b: 74,01 | 57,7
62: 2,46 49,63
63: 3,26 9,26

Tabelle 18: Diagnose und Darstellung von Behandlungsdaten und Messparametern

Patient | Diagnose |KMT Letzte Messdatum / Thr.- PDW MFI nicht | MFI
allogen Gabe von|Tag nach KMT /| Zahl/pul | MPV aktivierte aktiv.
TK/EK Granulocyten- P-LCR | Proben Proben
Take
10 CML |15.12.93 |[03.01.94/ |12.01.94/ 47.000 13,6 36: 56,66 |73,2
03.01.94 | 28/ 11,6 41a:151,01 | 190,41
MZzP 1 13.01.94 36,8 42b: 29,39 |28,85
(29.Tag n. KMT) 62:1,58 19,3
63:1,79 5,05
MzP 2 14.01.94/ 73.000 12,1 36:57,34  |79,34
30 9,9 41a:146,31 | 182,43

25,6 42bh: 33,96 |36,0
62: 1,58 19,61
63:1,77 5,24

16.01.94/ 103.000 ([11,0 36: 53,85 78,66
32 9,9 41a:145,68 |181,96
24,5 42: 29,63 32,57
62: 1,66 22,6
63: 3,33 6,38

MZP 3 17.01.94/ 95.000 10,8 36:53,66 64,69
33 10,4 41a:141,77 |172,05
25,5 42b: 28,67 |31,2
62: 1,54 16,12
63: 1,66 5,79




Tabelle 19: Diagnose und Darstellung von Behandlungsdaten und Messparametern
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Patient | Diagnose |KMT Letzte Messdatum / Thr.- PDW MFI nicht | MFI
autolog Gabe von|Tag nach KMT /| Zzahl/ul | MPV aktivierte aktiv.
TK/EK Granulocyten- P-LCR | Proben Proben
Take
11 c-ALL [27.09.93 (06.10.93/ |14.10.93/ 16.000 12,2 36:171,68 |203,9
21.10.93 |17/ 13,8 41a:246,2 | 328,96
MZP 1 10.10.93 33,8 42b: 69,64 | 54,05
(13.Tag n. KMT) 62: 4,74 55,1
63: 3,3 8,45
MZP 2 20.10.93/ 33.000 12,4 36:223,67 (231,91
23 12,3 41a:224,83 | 327,2
38,9 42b: 72,57 | 72,35
62: 5,03 56,91
63: 3,49 8,65
MZP 3 21.10.93/ 20.000 13,0 36:170,45 |[210,26
24 9,8 41a:206,33 | 294,15
25,8 42b: 62,37 | 63,47
62: 3,24 48,62
63: 2,61 6,19
Tabelle 20: Diagnose und Darstellung von Behandlungsdaten und Messparametern
Patient | Diagnose |KMT Letzte Messdatum / Thr.- PDW MFI nicht | MFI
autolog Gabe von|Tag nach KMT /| Zzahl/pul | MPV aktivierte aktiv.
TK/EK Granulocyten- P-LCR | Proben Proben
Take
12 Keim- |[06.10.93 |21.10.u. |21.10.93(vor 3.000 techn. 36: 61,96 71,88
zelltu- 23.10.93/ [ TK)/ nichtzu |41a:241,09 (329,17
mor 22.10.93 |15/ best. 42b: 61,77 |56,88
18.10.93/ 62: 1,76 51,91
(12.Tag n. KMT) 63: 2,49 54
MZP 1 27.10.93/ 19.000 10,6 36:111,9 133,57
21 13,2 412:207,99 | 305,76
28,2 42h: 78,91 (67,74
62:3,33 69,26
63: 3,39 6,53
MZP 2 01.11.93/ 59.000 12,0 36:117,06 |151,16
26 10,4 41a:206,26 | 303,05
27,3 42h: 79,34 71,35
62:2,88 62,6
63: 3,57 6,8
MZP 3 08.11.93/ 151.000 9,9 36:101,53 |40,95
33 9,4 41a:157,62 | 246,58
20,7 42h: 75,86 |66,61
62: 1,47 45,04
63: 2,77 6,28




Tabelle 21: Diagnose und darstellung von Behandlungsdaten und Messparametern
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Patient | Diagnose | KMT Letzte Messdatum / Thr.- PDW MFI nicht | MFI
autolog Gabe von|Tag nach KMT /| Zahl/pul | MPV aktivierte aktiv.
TK/EK Granulocyten- P-LCR | Proben Proben
Take
13 Keim- [18.10.93 |08.11.93/ |11.11.93/ 10.000 techn. |36:175,88 |245,68
zelltu- 30.10.93 |24/ nicht zu |41a:274,18 |427,92
MzP 1 mor 11.11.93 best. 42b: 75,52 | 55,68
(24.Tag n. KMT) 62: 2,38 38,32
63: 2,93 7,47
MZP 2 19.11.93/ 37.000 13,4 36:206,55 |304,26
32 10,9 412:268,28 | 393,64
33,0 42h: 66,54 | 60,86
62:3,27 51,97
63: 3,18 7,7
MzZP 3 25.11.93/ 100.000 |[14,5 36:226,51 |318,57
38 11,2 41a:249,81 |372,3
33,7 42h: 50,03 |52,26
62: 2,58 45,71
63: 2,39 6,59

Tabelle 22: Diagnose und Darstellung von Behandlungsdaten und Messparametern

Patient | Diagnose |PBSZT Letzte Messdatum / Thr.- PDW MFI nicht | MFI
autolog Gabe von|Tag nach KMT /| Zahl/pul | MPV aktivierte aktiv.
TK/EK Granulocyten- P-LCR | Proben Proben
Take
14 NHL |19.10.93 |27.10.93/ |01.11.93/ 20.000 14,7 36:117,13 | 160,13
26.10.93 |13/ 11,7 41a:198,24 |324,67
MzP 1 28.10.93 48,2 42b: 71,4 |51,35
(9.Tag n.PBSZT) 62: 2,41 44,41
63: 2,34 8,82
MzZP 2 03.11.93/ 53.000 13,9 36:141,54 201,89
15 11,0 41a:205,28 | 326,69
334 42b: 71,13 |55,59
62: 2,49 48,31
63: 2,41 8,85
MzP 3 16.11.93/ 164.000 (10,4 36:139,78 | 172,77
28 9,8 41a:173,46 |304,63
22,9 42b:50,91 |48,25
62: 2,09 39,68
63: 1,74 6,8




Tabelle 23: Diagnose und Darstellung von Behandlungsdaten und Messparametern
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Patient | Diagnose |PBSZT Letzte Messdatum / Thr.- PDW MFI nicht | MFI
autolog Gabe von|Tag nach KMT /| Zzahl/ul | MPV aktivierte aktiv.
TK/EK Granulocyten- P-LCR | Proben Proben
Take
15 NHL |22.11.93 |04.12.93/ [08.12.93/ 10.000 15,0 36:79,86 94,16
05.12.93 |16/ 9,9 41a:220,08 | 332,31
MZP 1 06.12.93 27,6 42b:52,47 | 48,23
(14.Tag 62:1,78 25,8
n.PBSZT) 63: 2,08 3,86
MZP 2 15.12.93/ 24.000 14,4 .36:129,62 [199,59
23 10,9 412:181,71 | 321,03
329 42b: 55,87 | 50,06
62: 2,14 38,14
63: 2,61 5,89
MZP 3 17.12.93/ 34.000 13,7 36:126,9 199,16
25 9,9 412:169,83 | 317,05
27,2 42b: 55,55 |46,82
62: 1,7 35,34
63: 1,95 4,88

Tabelle 24: Diagnose und Darstellung von Behandlungsdaten und Messparametern

Patient | Diagnose |PBSZT Letzte Messdatum / Thr.- PDW MFI nicht | MFI
autolog Gabe von|Tag nach KMT /| zahl/pul | MPV aktivierte aktiv.
TK/EK Granulocyten- P-LCR | Proben Proben
Take
16 Keim- [29.12.93 |14.01.94/ [04.02.94/ 10.000 techn. 36: 82,4 98,96
zelltm. 10.01.94 |37/ nicht zu |41a:222,8 |296,73
MZP 1 27.01.94 best. 42b: 47,3 36,5
(29.Tag 62: 1,82 36,43
n.PBSZT) 63:2,06 7,3
MZP 2 10.02.94/ 26.000 18,6 36:118,03 | 143,67
43 12,0 41a:224,31 | 299,86
43,7 42b: 48,36 | 39,65
62: 2,19 425
63: 2,18 7,54
MZP 3 16.02.94/ 52.000 13,0 36: 87,65 97,82
49 11,7 41a:192,62 |273,04
35,6 42b: 39,32 32,32
62: 1,47 30,03
63: 1,46 6,21




Tabelle 25: Diagnose und Darstellung von Behandlungdaten und Messparametern
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Patient | Diagnose |PBSZT Letzte Messdatum / Thr.- PDW MFI nicht | MFI
autolog Gabe von|Tag nach KMT /| Zzahl/ul | MPV Aktivierte | aktiv.
TK/EK Granulocyten- P-LCR | Proben Proben
Take
17 Synovial- | 17.01.94 |23.01.94/ |30.01.94/ 27.000 17,3 36:194,96 212,36
tumor 24.01.94 |13/ 11,1 41a:233,67 |257,3
MZP 1 29.01.94 40,0 42b: 73,86 |66,5
(12.Tag 62: 4,39 53,61
n.PBSZT) 63: 3,07 8,17
MZP 2 31.01.94/ 45.000 13,8 36:198,2 219,89
14 10,9 41a:232,03 | 248,86
33,1 42b: 74,98 |67,73
62: 4,48 54,99
63: 3,18 8,26
MZP 3 01.02.94/ 82.000 11,2 36:170,03 |207,34
15 10,4 41a:211,17 | 238,61
27,6 42b: 72,63 |64,3
62:3,21 46,52
63:2,72 6,68
Tabelle 26: Diagnose und Darstellung von Behandlungsdaten und Messparametern
Patient | Diagnose |PBSZT Letzte Messdatum / Thr.- PDW MFI nicht | MFI
autolog Gabe von|Tag nach KMT /| Zzahl/pul | MPV aktivierte aktiv.
TK/EK Granulocyten- P-LCR | Proben Proben
Take
18 T-Zell- |24.01.94 |jeweils 20.02.94/ 12.000 techn. |36:74,92 |87,03
Lym- am 27/ nicht zu |41a:260,03 | 329,36
MZzZP 1 phom 15.02.94 |14.02.94 best. 42b: 62,66 |56,82
(21.Tag nach 62:1,75 49,9
PBSZT) 63: 2,37 5,42
21.02.94/ 26.000 16,4 36: 79,9 95,87
28 12,4 41a:255,67 | 316,41
36,2 42b: 64,03 | 58,36
62: 2,24 52,67
63: 2,66 5,75
MZP 2 22.02.94/ 35.000 16,3 36:83,65 99,01
29 11,1 41a:253,84 | 316,86
34,6 42b: 64,83 | 59,55
62: 2,38 51,8
63: 2,69 5,78
MZP 3 23.02.94/ 49.000 15,9 36:81,76 |91,44
30 12,2 41a:241,18 | 301,43
42,2 42b: 62,04 |57,5
62: 1,66 47,53
63: 2,51 5,67
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Die Patienten mit ihren Diagnosen und Begleittherapien

Von den drei untersuchten Patienten mit einer ALL litten zwei an einer c-ALL und eine an einer
T-ALL.

Patient Nr.11 mit einer c-ALL erhielt eine autologe KMT. Febrile Temperaturen am Tag der
KMT zwangen zur antibiotischen Therapie, die zum Zeitpunkt der regenerierenden
Thrombozytopoese Imipenem, Ciprofloxacin und Vancomycin beinhaltete.

Der zweite Patient (Nr.6) mit einer c-ALL erhielt eine allogene KMT. Trotz GvHD (Graft versus
host disease)-Prophylaxe mit Cyclosporin A und Methotrexat erlitt der Patient 23 Tage nach
KMT und zu dem Zeitpunkt, als die Thrombozyten bereits den zweiten Tag stabil tber 25.000
Zellen/ul Blut lagen, eine GVHD der Haut 1.-2. Grades. Diese wurde mit Prednisolon behandelt.
Dariiberhinaus erhielt der Patient bis zum Tag des Granulozyten- Takes (der Tag, an dem die
Granulozyten erstmals einen Wert Gber 500 Zellen/ul Blut erreichen) wegen einer Herpes-
Zoster-Infektion Aciclovir und ab diesem Tag zur CMV-Prophylaxe zwei Wochen lang
Ganciclovir. Febrile Temperaturen machten eine antibiotische und antimykotische Behandlung
mit Cefotaxim, Piperacillin, Imipenem, Vancomycin und Amphotericin B notwendig.

Der dritte Patient (Nr. 4) mit der Diagnose einer T-ALL wurde nach einer Chemotherapie im
ersten Rezidiv mit immer noch 50% Blasten im Knochenmark einer allogenen KMT zugefiihrt.
Trotz GvHD-Prophylaxe mit Methotrexat erlitt der Patient eine starkere GvHD mit Beteiligung
des Darmes, die mit Prednisolon bis zur Entlassung behandelt wurde. Febrile Temperaturen
veranlaliten zur Gabe von Cefotaxim, Tobramycin und Ciprofloxacin. Mit Aciclovir, humanem
Immunglobulin und Amphotericin B wurde eine intensive Infektionsprophylaxe betrieben. 23
Tage nach Eintritt des Granulozyten-Takes und 26 Tage nach Erreichen einer stabilen
Thrombozytenzahl tber 25.000 Zellen/pl trat eine komplizierende CMV-Infektion auf, die mit
Ganciclovir und humanem Immunglobulin behandelt wurde.

Patient Nr.9 erhielt nach Diagnose einer AML und Typisierung der Unterform M,
(myelomonozytare Form) eine allogene KMT. Der komplikationsreiche Verlauf nach der
Knochenmarktransplantation umfalite pulmonische Infiltrate in Begleitung von antibiotika-
refraktarem Fieber, welches drei Tage vor dem Erreichen stabiler Thrombozytenwerte >
20.000/ul mit 3 mg/kg Kdrpergewicht liposomalen Amphotericin B taglich behandelt wurde. Zur
Zeit der beginnenden Thrombopoese erhielt der Patient zur Prophylaxe von Pilzinfektionen
Amphotericin B per os tdglich und zur Prophylaxe einer Pneumocystis carinii-Pneumonie
Cotrimoxazol.

Fur diese Untersuchung wurden fiinf Patienten mit der Diagnose CML rekrutiert, die sich einer
allogenen Knochenmarktransplantation unterzogen haben.

Der Patient Nr.3 sowie der Patient Nr.2 erhielten mit Aciclovir, humanem Immunglobulin,
Amphotericin B und Cotrimoxazol Infektionsprophylaxe bis zur Entlassung.

Bei dem Patienten Nr.8 betrugen die Thrombozyten schon am 10. Tag nach KMT Uber 20.000/
ul Blut und am 35. Tag nach KMT muBte eine GvHD mit Prednisolon behandelt werden. Ab
dem ersten Tag nach KMT erhielt der Patient zur Prophylaxe von Infektionen Amphotericin B,
Aciclovir und humanes Immunglobulin sowie ab dem 17. Tag nach KMT Cotrimoxazol.

Ein Anstieg der Thrombozytenzahl von iber 25.000/ul Blut erfolgte bei dem Patienten Nr. 7 am
20. Tag nach KMT. Der am sechsten Tag nach KMT auftretende fieberhafte Infekt wurde bis
zum 21. Tag nach KMT erfolgreich mit Cefotaxim, Tobramycin, Imipenem und Vancomycin
behandelt.
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In der Zeit der Regenerationsphase der Thrombopoese erhielt der Patient Nr.10 zur Therapie
einer GVHD Prednisolon und zeigte bei Entlassung keine Anzeichen der Erkrankung mehr.

Der Patient Nr.1 litt an einer RAEB-t. Er war mit einer allogenen KMT behandelt worden und
erhielt wahrend seines stationdaren Aufenthaltes wegen seines allergischen Asthma bronchiale
Theophyllin. Dariber hinaus wurde mit Aciclovir, humanem Immuglobulin, Amphotericin B
und nach dem Erreichen einer stabilen Granulozytenzahl von tber 500 Zellen/ul Blut (einen Tag
spater lagen die Thrombozyten stabil tGiber 50.000 Zellen/ul Blut) mit Cotrimoxazol
Infektionsprophylaxe betrieben.

In dieser Arbeit untersucht wurde ferner das Blut von dem Patienten Nr.14, der an einem
zentrozytischen Lymphom erkrankt war und bei dem eine autologe Stammzellreinfusion
vorgenommen worden war. An antimykotischer und antibakterieller Prophylaxe erhielt der
Patient Amphotericin B und Ciprofloxacin.

Komplikationslos konnte bei dem Patienten Nr.5 mit der Diagnose eines grof3zelligen,
anaplastischen B-Zell-Lymphoms eine allogene KMT vorgenommen werden. Prophylaktisch
erhielt er Cyclosporin, Aciclovir und Amphotericin B.

Zur Therapie des kleinzelligen, pleomeorphen T-Zell-Lymphoms erhielt Patient Nr.18 eine
autologe Stammzelltransplantation. Ein fieberhafter Infekt wurde auch noch zu Beginn der
Thrombopoese mit Imipenem, Metronidazol, Humanalbumin, Amphotericin B und Metamizol
abgedeckt.

Der Patient Nr.15 erhielt wegen seines hochmalignen T-Zell-Lymphoms eine autologe
Stammzellreinfusion. Aul3er einer unklaren Temperaturerhdhung, die bis zu dem Tag, an dem
die Thrombozyten erstmals stabil Gber 20.000 Zellen/ul Blut betrugen, mit Vancomycin
behandelt werden muRte, bekam der Patient prophylaktisch Amphotericin B und Ciprofloxacin.

Drei Patienten wurden in der Gruppe der Keimzelltumoren rekrutiert.

Der Patient Nr.12 mit der Diagnose beta-HCG-positives Teratom vom trophoblastaren Typ
erhielt komplikationslos eine autologe Knochenmarkreinfusion und wurde lediglich
prophylaktisch mit Aciclovir, Ciprofloxacin und Amphotericin B behandelt.

Erkrankt war der Patient Nr.13 an einem rechtsgonadalen Teratom, einem histologischen
Mischtumor aus embryonalem und Chorion-Karzinom. Nach der autologen
Knochenmarktransplantation erhielt der Patient zum Zeitpunkt der regenerierenden
Thrombozytopoese Imipenem, Anthistaminika, Erythromycin und Amphotericin B.

Mit einer autologen Stammzellreinfusion wurde der Patient Nr.16 wegen eines extragonadalen
Keimzelltumors behandelt, bei dem es sich um ein gro3zelliges, entdifferenziertes Karzinom
handelte. Erst nach Entlassung konnte bei weiteren Kontrollterminen eine Uberwindung der
thrombozytopenischen Phase festgestellt werden. Zu diesem Zeitpunkt erhielt der Patient keine
die Thrombopoese beeinflussenden Medikamente mehr.

Der Patient Nr.17 war an einem pulmonal metastasiertem Synovialsarkom im
Extremitatenbereich erkrankt und wurde mit einer autologen Stammzelltransplantation
behandelt. Zum Zeitpunkt der Wiederaufnahme der eigenen Thrombopoese erhielt der Patient
wegen fieberhafter Temperaturen Cefotaxim, Piperacillin, Vancomycin und Imipenem.
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Mein Lebenslauf wird aus Datenschutzgriinden in der elektronischen Version meiner
Arbeit nicht mit veroffentlicht.
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