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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Himatopoetische Stammzelltherapie

Hématopoetische Stammzellen (HSZ) sind adulte Stammzellen, welche die Fihigkeit
zur Selbsterneuerung, Proliferation und Differenzierung besitzen. Die pluripotente
hdmatopoetische Stammzelle besitzt das Differenzierungspotential in die myelo-,
erythro- oder thrombopoetische sowie die lymphopoetische Linie und bildet somit den
Ursprung der Hamatopoese. [1, 2]

Die himatopoetische Stammzelltherapie (HSZT) ist definiert als ein Verfahren, bei dem
HSZ mit dem Ziel der partiellen oder totalen Repopulation des Knochenmarks und
damit dem Austausch des hdmatopoetischen Systems transplantiert werden. [3] Hierzu
bedarf es im Rahmen der Zelltherapie die himatopoetischen Stammzellen zu isolieren,
konservieren und letztlich zu transplantieren. Je nach Indikation, Therapieschema und
individuellen Voraussetzungen konnen die Stammzellen vom Patienten selbst
(=autolog) oder einem verwandten oder nicht-verwandten Spender (=allogen)
gewonnen werden. [4] Die grofite Bedeutung im Rahmen der Gewinnung
hdmatopoetischer Stammzellen nehmen derzeit die peripheren Blutstammzellen ein.
Neben dem Einsatz von Nabelschnurblut als Stammzellquelle besteht die Moglichkeit
der Gewinnung von Stammzellen aus Knochenmark durch Knochenmarkpunktion. [5]
Fiir eine autologe HSZT ist die Periphere Blutstammzelltransplantation (PBST)
aufgrund der schnelleren hdmatopoetischen Rekonstitution und damit Verkiirzung der
Aplasiezeit [6] sowie aufgrund des fehlenden Operations- bzw. Narkose-Risikos das
Mittel der Wahl. Fiir die allogene HSZT werden alle drei Stammzellquellen
herangezogen. [3] Die HSZT ist ein hdufig kurativer Therapieansatz bei einer Vielzahl
von Erkrankungen. Die Indikationsstellung umfasst unter anderem die Gruppe der
Leukdmien, lymphoproliferative Erkrankungen, solide Tumoren, aber auch nicht-
maligne Erkrankungen. [7, 8] Die Relevanz dieser Therapiealternative spiegelt sich in
den jéhrlich steigenden Transplantationszahlen wider. So wurden fiir Deutschland im
Jahr 2012 fiir die beiden Transplantationsmodalitdten allogen und autolog 3147 bzw.
3094 Stammzelltransplantationen registriert. [9] Im Jahr 2014 wurden bereits 3220
allogene sowie 3241 autologe Stammzelltransplantationen durchgefiihrt. [10] Betrachtet

man den gesamteuropdischen Raum so wurden fiir das Jahr 2014 von 656
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Transplantationszentren 40 829 hdmatopoetische Stammzelltransplantationen gemeldet.

(8]

Besteht die Indikation zur allogenen Stammzelltransplantation, wird eine Suchanfrage
an eine Spenderdatei-filhrende Einheit gestellt. In Deutschland stellt das Zentrale
Knochenmarkspenderregister die zentrale nationale Spenderdatenbank zur Verfligung
und ist eng mit weiteren nationalen und internationalen Registern vernetzt. Neben Alter
und Geschlecht sind vor allem die HLA (Human Leukocyte Antigen)-Merkmale
wichtige Auswahlkriterien bei der Suche nach einem passenden Spender. Die HLA-
Antigene sind auf der Zelloberfliche verankerte Proteine und bilden die individuelle
Signatur der Zelle. Mit Hilfe der HLA-Antigene wird die Histokompatibilitdt bestimmt
und es konnen Voraussagen iiber den Erfolg oder Misserfolg (z.B. Graft versus Host-
Reaktionen) von Transplantationen getroffen werden. Hierbei gilt, dass es lediglich fiir
15-30 % der transplantationsbediirftigen Patienten einen HLA-identischen (HLA-A, -B,
-C sowie HLA-DRBI1 und -DQB1) Geschwisterteil und somit den idealen Spender gibt.
Fehlt ein familidrer Spender, werden nicht-verwandte Spender mit identischen oder
nahezu identischen HLA-Merkmalen gesucht. Fiir den Fall der fehlenden
Ubereinstimmung kommen Stammzellen aus Nabelschnurblut sowie haploidente
Stammzelltransplantationen, auf welche im Folgenden nicht néher eingegangen werden

soll, in Frage. [11, 12, 13]

Vor der eigentlichen Stammzellspende gilt es, die Patienten bzw. Spender
vorzubereiten. Hierzu zdhlt unter anderem die Feststellung der Eignung zur
Stammzellspende durch Anamnese, korperliche Untersuchung sowie Erheben
laborchemischer Parameter. Hierbei wird neben der Blutgruppenserologie u.a. ein
erweitertes Infektionsscreening durchgefiihrt. Fiir den Fall der Knochenmarkspende
muss zusitzlich die Narkoseeignung durch einen Anisthesisten festgestellt werden. Bei
der peripheren Blutstammzellspende sind etwaige Kontraindikationen fiir die Gabe von
Wachstumsfaktoren zu priifen. Bei Frauen ist zusétzlich das Vorliegen einer
Schwangerschaft auszuschlieBen. FEin weiterer wesentlicher Schritt vor der
Stammzellspende ist die Aufklarung der Spender. Neben allgemeinen Inhalten wie der
Aufklarung iiber Risiken und Nutzen {iber verschiedene Methoden der
Stammzellgewinnung sowie Ablauf der Spende gilt es, je nach gewéhlter Modalitit,
spezifischere Aufklarungsinhalte zu vermitteln. So muss im Rahmen der peripheren

Blutstammzellspende iiber die Apherese sowie die Apheresekomplikationen und die mit
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der Antikoagulation verbundenen Risiken aufgeklart werden. Die Risiken der G-CSF-
Gabe (granulocyte-colony stimulating factor) im Rahmen der Mobilisierungsphase
miissen erldutert und iiber die eventuelle Notwendigkeit eines zentral-vendsen Zuganges
mit den damit verbundenen Risiken aufgeklért werden. Bei der Knochenmarkspende
gilt es iiber die Risiken der Narkose, Knochenmarkentnahme und die ggf. notwendige
Gabe von Fremdblut aufzukldren. Nach Feststellung der Spendetauglichkeit sowie
schriftlicher Einverstindniserkldrung kann die eigentliche Stammzellgewinnung

erfolgen. [4]

Die Spende hdmatopoetischer Stammzellen gilt als etabliertes und sicheres Verfahren.
Die meisten Nebenwirkungen stehen in direktem zeitlichem Zusammenhang mit der
Stammzellspende. Je nach Modalitit werden nach der Knochenmarkspende
Knochenschmerzen an der Entnahmestelle und narkosebedingte Nebenwirkungen wie
Ubelkeit und Halsschmerzen berichtet. [14] In einer retrospektiven Studie der European
Group for Blood and Marrow Transplantation (EBMT) zeigten sich bei 27.770
Knochenmarkspendern im Zeitraum von 1993 bis 2005 zwolf potenziell
lebensbedrohliche  Ereignisse  (u.a.  Herz-Kreislaufstillstand, = Blutdruckkrisen,
Lungenddem) sowie ein Todesfall. [15] Nebenwirkungen im Rahmen der peripheren
Blutstammzellspende entstehen hauptsdchlich in der Mobilisierungsphase mit G-CSF.
Hierbei werden Knochenschmerzen, Kopfschmerzen und Miidigkeit angegeben.
Weitere Komplikationen konnen durch die ggf. notwendige Anlage eines zentral-
vendsen Katheters sowie durch die Blutbildverdnderungen (z.B. Thrombozytopenie) im
Rahmen des Aphereseprozesses entstehen. [16, 17, 18] Auch fiir die periphere
Blutstammzellspende sind ernsthaftere Nebenwirkungen selten. So wurden im o.g.
Zeitraum bei 23.254 peripheren Blutstammzellspenden 25 potenziell lebensbedrohliche
Ereignisse  (u.a.  Myokardinfarkt, tiefe = Beinvenenthrombose/Lungenembolie,
Transfusion-related acute lung injury (TRALI), Milzruptur) und vier Todesfille
angegeben. [15]

Im Folgenden soll ndher auf den Ablauf der Stammzellgewinnung durch
Knochenmarkspende und periphere Blutstammzell-Apherese in  Deutschland

eingegangen werden.
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1.1.1 Knochenmarkspende
Die Knochenmarkspende erfolgt im Rahmen eines stationdren Aufenthalts, da diese
unter Allgemeinandsthesie oder Regionalandsthesie in Form der Spinalanisthesie

durchgefiihrt wird.

Die Entnahme erfolgt bilateral an der Crista iliaca posterior durch spezielle
Entnahmesysteme. Das Zielvolumen betrdgt 15-20 ml Knochenmark pro kg
Empfangerkorpergewicht, jedoch maximal 20 ml Knochenmarkblut pro kg
Spendergewicht. Die angestrebte Zellzahl betrigt 2x10° kernhaltige Zellen pro kg
Empfangergewicht. [19]

1.1.2 Periphere Blutstammzell-Apherese

Da im peripheren Blut nur sehr wenige hdmatopoetische Stammzellen zirkulieren,
bedarf es im Rahmen der PBST einer Mobilisierungsphase. Hierzu wird der
Wachstumsfaktor G-CSF verwandt, welcher die Bildung von Granulozyten im
Knochenmark und die Freisetzung von Blutstammzellen in das periphere Blut
stimuliert. Allogene Spender erhalten hierzu eine tiagliche Dosis von 2x5 ng/kgKG/Tag
iiber 4-6 Tage. [20] An diese Mobilisierungsphase schlie3t sich die eigentliche
Stammzellgewinnung an. Es gibt verschiedene Apheresesysteme, welche nach dem
gleichen Prinzip operieren. Mit Hilfe von Zentrifugalkraft wird antikoaguliertes Blut in
einem extrakorporalen Kreislauf in seine Bestandteile aufgeteilt. So entstehen
unterschiedliche Schichten in einer ansteigenden Reihenfolge entsprechend ihrem
jeweiligen Gewicht. Um die Blutstammzellen zu gewinnen, muss die Schicht zwischen
Granulozyten und Thrombozyten getrennt werden. Dabei lédsst es sich nicht vermeiden,
dass sowohl Thrombozyten als auch rote Blutkdérperchen in das Stammzellprodukt
gelangen. [21] Bei gesunden Spendern reichen in der Regel 1-2 Apheresen mit einer

Zieldosis im Transplantat von >5x10° CD34"/kgKG (Empfangerkdrpergewicht).

Bei der autologen Transplantation werden dem erkrankten Patienten 8-12 Tage nach
konventioneller Chemotherapie 5 pg G-CSF kgKG/Tag verabreicht. Daran schlie3t sich
bei Erreichen von mehr als 20 CD34'-Zellen/ul im peripherem Blut die
Stammzellapherese an. Hierbei betrigt die Zieldosis 3-5x10° CD34"-Zellen/kgKG und
wird in der Regel durch 2-3 Apheresen erreicht. [20] So gewinnt man vor der
eigentlichen Therapie, je nach Krankheitsentitdt des Patienten, Hochdosischemotherapie

ggf. in Kombination mit Ganzkorperbestrahlung, eine ausreichende Zahl an
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hdamatopoetischen Stammzellen. Nach der Konditionierung erfolgt eine intravenodse
Reinfusion der blutbildenden Stammzellen, wodurch es zu einer Re-Population des

Knochenmarks kommt. [22]

Die autologe HSZT ermoglicht somit nach myoablativer Therapie eine schnelle

medulldre Himatopoese und somit eine schnellere himatopoetische Rekonstitution.

1.2 CD40/CD154-System, Erythropoetin und Thrombopoetin in
Stammzellprodukten

1.2.1 CD40/CD154-System

CD40 und sein Ligand CD154 gehoren zur Tumornekrosefaktor- bzw. TNF-R- Familie.
CDA40 ist ein transmembrandres Protein mit einem Molekulargewicht von 43-50 kDa,
welches zuerst als Oberflachenantigen auf B-Lymphozyten beschrieben wurde. Der
zugehorige Ligand CD154 ist ein aus 261 Aminosduren bestehendes Glykoprotein mit
einem molekularen Gewicht von 33 kDa und wurde zuerst auf der Oberfliche

aktivierter T-Lymphozyten entdeckt.

Mittlerweile ist bekannt, dass eine Vielzahl von lymphatischen sowie nicht
lymphatischen Zellen sowohl den Rezeptor als auch den zugehdrigen Liganden
exprimieren. Hierzu zdhlen u.a. Endothelzellen, Thrombozyten, lymphatische Zellen
und glatte Muskelzellen. Nach der Bindung von CD154 an seinen Rezeptor werden
zahlreiche inflammatorische sowie prothrombotische Gene, einschlieBlich der fiir die
Interleukine 1, 6, 8, 12, TNF-a, [FN-y, sowie der Chemokine und Adhésionsmolekiile
exprimiert. Das CD40/CD154-System nimmt eine zentrale Rolle in der Immun-Antwort
und —Regulation ein. Es ist beteiligt an der T-Zell-abhdngigen Aktivierung von B-
Lymphozyten, der  thymusabhdngigen = Immunglobulinsynthese und dem
Immunglobulinklassenwechsel. [23, 24]

Das aktive Spaltprodukt des membrangebundenen Liganden CD40L (16slicher CD40-
Ligand) mit einer Masse von 15-18 kDa wird enzymatisch durch die Matrix-
Metalloproteinase-2 (MMP-2) von der Zelloberflache abgespalten. [25] Es finden sich
erhohte Konzentrationen von CD40L im tumorinfiltrierten Magengewebe [26], bei
Autoimmunerkrankungen [27] und bei atherosklerotischen Verdnderungen [28]. Die

Hauptquelle fiir CD40L im Blutplasma sind Thrombozyten. [29]
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Da im Stammzellprodukt eine beachtliche Anzahl an Thrombozyten zu erwarten ist,
lassen sich durch die zahlreichen Wechselwirkungen Verdnderungen der CD40L-
Konzentration sowohl im Produkt als auch im peripheren Blut des Spenders vermuten.
Khan et al. und Wenzel F. et al. zeigen, dass es im Fall von Thrombozytenkonzentraten
zu einem Anstieg der CD40L-Konzentration wihrend der Lagerung kommt. Hierbei
wird die CD40L-Konzentration in kausalen Zusammenhang mit der Entwicklung
adverser Transfusionsreaktionen wie dem akuten Lungenversagen gebracht. [30, 31]
Die Arbeiten von Woods et al. zeigen beziiglich der Zytokin-Konzentrationen in
Stammzellprodukten fiir wesentliche Zytokine wie IL-1, IL-2, IL-7, IL-8 und CD40L
keinen Anstieg in peripheren Blutstammzellapheresaten. Demgegeniiber stehen die
Arbeiten von Wenzel F. et al., welche bei autologen Spendern einen Trend zur
Freisetzung von CD40L in peripheren Blutstammzellapheresaten nachweisen. [32, 33]
Somit hat die CD40L-Konzentration und deren Verdnderung im Rahmen der
Stammzell-Spende, -Lagerung und -Transplantation nicht zuletzt Bedeutung fiir die

Sicherheit der Stammzell-Spender und -Empfanger.

1.2.2 Erythropoetin

Erythropoetin (EPO) ist ein Glykoprotein mit 165 Aminosduren und einem
Molekulargewicht von 34 kDa. Strukturell relevant sind unter anderen zwei Disulfid-
Briickenbindungen zwischen den Cytosinen an Position 29 und 33 sowie 6 und 161, da
sie die molekulare Stabilitdt aufrechterhalten und somit die Bindungsfédhigkeit an den

EPO-Rezeptor und die biologische Aktivitdt garantieren. [34]

Das EPO-Gen befindet sich auf dem Chromosom 7 (Position 7q21-7q22). EPO wird
hauptsdchlich durch peritubuldre interstitielle Fibroblasten in Rinde und &uferer
Markschicht der Niere produziert. 10 % der Produktion stammen aus extrarenalen
Geweben, hierzu zihlen vor allem die Leber, in geringem Umfang auch Gehirn und
Milz. Wihrend der embryonalen Entwicklung ist die Leber das Hauptsyntheseorgan fiir
EPO. Das Glykoprotein-Hormon wirkt hauptsidchlich als Wachstumsfaktor fiir die
Bildung der Erythrozyten, es gehdrt somit zu den “erythropoiesis stimulating agents’
(ESA). EPO ist der einzige hdmatopoetische Wachstumsfaktor, dessen Biosynthese
durch den Sauerstoffgehalt des Blutes reguliert wird. [35] Systemisch-hypoxische
Zustinde erhohen die Aktivitdt von ‘hypoxia-inducible factors” (HIFs), welche als
Transkriptionsfaktoren O,-abhdngig die Gen-Transkription regulieren. Entgegen
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fritherer Annahmen nimmt HIF-2 eine Schliisselrolle in der EPO-Synthese in Niere und
Leber und somit der Erythropoese ein; zusitzlich hat es regulierenden Einfluss auf die
intestinale  Eisenaufnahme. [36] EPO-Plasmaspiegel belaufen sich unter
physiologischen Bedingungen auf ca. 10-25 mlIU/ml, konnen unter ausgeprigter

Andmie bzw. Hypoxie jedoch bis zu 1000-fach gesteigert werden. [37, 38]

Der zugehorige EPO-Rezeptor (EPO-R) gehort zur Typ-1-Zytokin-Rezeptor-Familie.
Nach Liganden-Bindung kommt es iiber eine Konformationsidnderung des Rezeptors zur
Aktivierung der JAK/STAT-Signalkaskade (JAK=Januskinase; STAT=signal
transducers and activators of transcription). JAK-Tyrosinkinasen sind an
intrazelluldiren Dominen von Zytokinrezeptoren gebunden und werden durch Bindung
ithres spezifischen Liganden in einen aktiven Zustand versetzt. Im Falle des EPO-
Rezeptors wird die JAK-2-Kinase aktiviert, diese phoshoryliert Tyrosinreste der
zytoplasmatischen Region des EPO-Rezeptors. Durch diese Phosphorylierung werden
Bindungsstellen fiir Signalmolekiile wie dem Transkriptionsmolekiil STATS frei. Nach
Translokation von STATS5-Dimeren in den Zellkern kommt es zur Induktion der EPO-
spezifischen Gen-Transkription. EPO zirkuliert mit einer Halbwertszeit von ca. 7-8
Stunden im Plasma und bindet an den EPO-Rezeptor, welcher eine hohe Affinitdt fiir
seinen Liganden aufweist. Erythroide Vorlduferzellen (CFU-E) im blutbildenden
Knochenmark exprimieren anndherungsweise 1000 Rezeptoren pro Zelle. Die durch
EPO bedingte Genaktivierung fordert die Uberlebensfihigkeit iiber die Inhibierung der
Apoptose, die Proliferation und Ausdifferenzierung der Rezeptor-tragenden Zelle und

damit die Erythropoese. [39]

Gegenstand aktueller Forschung sind die nicht-hdmatopoetischen Effekte des
EPO/EPO-Rezeptor-Systems. Wihrend die fritheren Arbeiten von Sinclair et al. die
Anwesenheit von funktionstiichtigen EPO-Rezeptoren auerhalb von erythropoetischen
Zellen in Frage stellen [40], zeigen aktuellere Publikationen die extra-erythropoetische
Expression. Hiernach sind die Niere [41], das Herz [42], das Pankreas [43], der Uterus
[44] und das zentrale Nervensystem [45] neben anderen Geweben weitere EPO-
Produktionsorte bzw. Expressionsorte fiir den EPO-Rezeptor oder Rezeptor-Isotypen.
Somit scheint EPO neben erythropoetischen Effekten u.a. neuro- oder kardio-protektive

Wirkung zu vermitteln. [46]
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EPO bzw. die Behandlung mit Erythropoese-stimulierenden Substanzen zeigt jedoch
auch verschiedene adverse Effekte. Laut einer Metaanalyse von iiber 50 randomisierten
Studien zeigt sich eine um den Faktor 1,17 erhohte Mortalitdt bei Krebspatienten, die
mit Erythropoese-stimulierenden Substanzen behandelt werden. [47] Dies ldsst sich
iiber angiogenetische und damit wachstumsfordernde Einfliisse auf Tumorzellen
erkliaren. [48] AuBlerdem lassen sich unter Erythropoese-stimulierender Behandlung
prothrombotische Effekte vermuten. [49] Uber eine Erhéhung der Erythrozytenzahl
bzw. des Hiamatokrits steigt die Gefahr fiir Bluthochdruck [50, 51] sowie fiir

kardiovaskuldre Ereignisse [52].

Durch die Verdnderung der Himoglobinkonzentrationen im Rahmen der peripheren
Blutstammzellspende sowie der Knochenmarkspende lassen sich Verdnderungen der
EPO-Konzentration im peripheren Blut der Spender erwarten. Eine Akkumulation von
EPO in den Apheresaten bzw. im Préparat innerhalb des Lagerungszeitraums erscheint

aufgrund des o.g. Regulationsmechanismus unwahrscheinlich.

1.2.3 Thrombopoetin

Im Rahmen der Entschliisselung des Thrombopoetin (TPO) wurde die Sequenz fiir TPO
im Jahr 1994 endgiiltig aufgeklart. Das fiir TPO kodierende Gen befindet sich auf dem
langen Arm des Chromosoms 3 im Bereich von Genlocus q26.3-27. Es kodiert fiir ein
Glykoprotein, welches aus 332 Aminosduren besteht und massenspektroskopisch

gemessen ein Molekulargewicht von 57,5 kDa aufweist.

Zur Gruppe der Zytokine zugehorig wird TPO hauptsdchlich in der Leber synthetisiert
und ist der Hauptregulator der Megakaryozytopoese bzw. Thrombozytopoese. Dariiber
hinaus ist es essenziell fiir das Uberleben und die Proliferation in friihen Phasen aller

hdamatopoetischen Stammzellen bzw. himatopoetischen Vorlduferzellen. [53, 54]

Der Thrombopoetin-Rezeptor (TPO-R; mpl oder CD110) wird in hd@matopoetischen
Geweben einschlielich der himatopoetischen Stammzellen, myeloiden und erythroiden
Vorlauferzellen, mit hoher Dichte auf den friihen und spiten Megakaryozyten und auf
Thrombozyten exprimiert. Mit einem Molekulargewicht von 85-92 kDa besitzt er zwei
‘cytokine receptor homology” (CRH)-Doménen, eine Transmembranregion und die
zytoplasmatische Domine, welche mit intrazelluldren Signalmolekiilen interagiert.

Durch Bindung von TPO an die distale CRH-Doméne wird der Rezeptor aktiviert und
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intrazelluldre Signaliibertragungsmechanismen initiiert. Hierbei fiihrt der JAK-STAT-
Signalweg zu einem Zellwachstum. Dariiber hinaus werden MAP-Kinase-Signalwege
aktiviert, welche die Zellreifung anstofen. Somit fiihrt die TPO-Bindung zu Mitose,
Endomitose, Reifung und anti-apoptischen Effekten bei Megakaryozyten-

Vorlduferzellen sowie Megakaryozyten und letztendlich zur Thrombozytenbildung.

Unter physiologischen Bedingungen wird TPO ohne eine signifikante hepatische
Reservoirbildung mit einer konstanten Rate in den Blutfluss abgegeben. Im Blut
zirkulierende Thrombozyten besitzen 56 +/-17 mpl-Rezeptoren pro Thrombozyt und
haben eine hohe Affinitét fiir TPO von 163 pmol/l. Nach Bindung an den mpl-Rezeptor
wird TPO internalisiert und abgebaut, somit der TPO-Plasmaspiegel reguliert, welcher

in inversem Zusammenhang zu den Thrombozytenzahlen steht. [55, 56]

TPO-Spiegel bei gesunden Erwachsenen werden in der Literatur mit einem
Referenzbereich von 20 bis 240 pg/ml angegeben. [57, 58] Ungebundenes TPO
stimuliert konzentrationsabhingig die Proliferation und Reifung von Megakaryozyten-
Vorlduferzellen im blutbildenden Knochenmark. Im Gegensatz zum EPO, bei dem in
der Niere hypoxische Zustinde registriert werden und darauthin in die EPO-
Genregulation eingegriffen wird, verfiigt TPO iiber ein zwar primitives, aber sehr

effektives Feedback-System zur Regulation der Thrombozytenproduktion. [59, 60]

Aufgrund der Ansammlung von Thrombozyten im Stammzellprodukt sollte es zu
Verdanderungen der TPO-Konzentration im Produkt durch Internalisierung des TPO
oder aber durch Lyse der Thrombozyten im Rahmen der Lagerung kommen. Interessant
ist hierbei auch, ob und inwiefern der Verlust der Blutpldttchen beim Spender einen

Reiz zur Thrombozytopoese tiber einen erhohten TPO-Spiegel setzt.

1.3 Zielsetzung

Aufgrund der unterschiedlichen Voraussetzungen sind verschiedene Stammzellprodukte
denkbar: allogene und autologe Produkte, sowie (aufgrund der Zellprdparation) durch
periphere Blutstammzellapherese und Knochenmarkpunktion gewonnene Apheresate
und Préparate. Diese Unterschiede lassen erwarten, dass es sowohl im
Stammzellspender als auch im Stammzellprodukt zu Verianderungen der Himatopoese

regulierenden Zytokine TPO sowie EPO kommt. Aufgrund der hohen Konzentration
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von Thrombozyten im Produkt ldsst sich hier eine hohe Freisetzung von CD40L

erwarten.

In dieser Arbeit soll der Verlauf der Konzentrationen der Zytokine CD40L, EPO und
TPO sowohl im peripheren Blut der Spender als auch im Stammzellprodukt beschrieben
werden. Unter Beriicksichtigung des Aspekts der Spendersicherheit soll beobachtet
werden, inwieweit physiologische Grenzen im peripheren Blut erreicht werden. Im
Stammzellprodukt sollen die jeweiligen Unterschiede der Zytokinverdnderungen, auch
vor dem Hintergrund der Stammzellgewinnung und Stammzelllagerung,
herausgearbeitet werden. Hierzu werden quantitative Messungen durch standardisierte
Sandwich-ELISA-Tests  (Enzyme-Linked  Immunosorbent Assay)  durchgefiihrt.
Ergidnzend soll ndher auf die Kinetik der CD40L-Sekretion bei Patienten, die mit G-
CSF vorbehandelt werden und bei nicht-stimulierten Patienten eingegangen werden. Bei
den Untersuchungen bzgl. des Thrombopoetins werden die rein quantitativen
Messungen durch Zellseperationsversuche sowie Bestimmungen der TPO-Clearance

bei unterschiedlichen Temperaturniveaus ergianzt.
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2. Material/Methoden

2.1 Spenderkollektiv

Das Spenderkollektiv setzt sich aus insgesamt 59 Personen zusammen (8 autologe, 51
allogene Spender), welche in den Jahren 2010 und 2011 im Institut fiir
Transplantationsdiagnostik und Zelltherapeutika der Universitétsklink Diisseldorf HSZ
gespendet haben. Es werden Proben von 39 méannlichen sowie 20 weiblichen Personen
untersucht. Die Stammzellen werden in 34 Féllen durch periphere Blutstammzellspende
gewonnen, bei 25 Personen erfolgt eine Knochenmarkspende. Die Altersspanne der
autologen Spender betrigt 29-69 Jahre mit einem mittleren Alter von 50,1 Jahren. Bei
den allogenen Spendern reicht das Alter von 18 bis 57 Jahren mit einem mittleren Alter
von 38,7 Jahren. Die Anzahl der Proben in jedem der untersuchten Kollektive wurde als

statistisch angemessen betrachtet.

2.2 Proben-Gewinnung, -Lagerung und -Verarbeitung

2.2.1 Proben aus dem peripheren Blut

Die Proben aus dem peripheren Blut der Spender werden unmittelbar vor, zur Hélfte
sowie nach Ablauf der peripheren Blutstammzellspende steril aus einem peripheren
Zugang entnommen. Bei Knochenmarkspendern erfolgt die Entnahme der Proben einen
Tag vor dem OP-Tag, unmittelbar nach der Operation sowie einen Tag nach der

Knochenmarkentnahme.

2.2.2 Proben aus den Stammzellprodukten
Aus den Stammzellprodukten werden bis zu 20 ml Volumen mittels eines sterilen
Beutelsystems gewonnen. 10 ml werden direkt im Anschluss weiterverarbeitet, weitere

10 ml werden nach 24 h Lagerung bei 4 °C entnommen.

Nach Entnahme der Proben zu den definierten Zeitpunkten erfolgt eine Zentrifugation
tiber 15 Minuten bei 15.000 G sowie die anschlieBende Kryokonservierung bei -80 °C.
Die Spender willigten schriftlich in die Verwendung der Proben zu Zwecken der
medizinischen Forschung ein. Das Votum der Ethikkommission der Heinrich-Heine-

Universitat mit dem/der Aktenzeichen/Studiennummer 2648 stammt vom 08.07.2005.

11
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2.2.3 CD40L-Kinetik

Bei den Untersuchungen zur Kinetik der CD40L-Sekretion werden Proben von
Spendern, die mit G-CSF vorbehandelt sind, mit Proben von unstimulierten Spendern
verglichen. Die Probenentnahme erfolgt bei den unstimulierten Spendern zum Zeitpunkt
der Voruntersuchung, die Proben der stimulierten Spender werden direkt vor der
Apherese gewonnen. Von jeder Gruppe wird pliattchenarmes Plasma (PPP) und
plattchenreiches Plasma (PRP) herangezogen. Zur Herstellung von PRP wird Vollblut
10 Minuten bei 1000 G zentrifugiert und der Uberstand als PRP verwendet. Zur PPP-
Gewinnung erfolgt eine 15-miniitige Zentrifugation der Proben bei 15.000 G. Die
Ausgangsproben werden bei 37 °C {iber einen Zeitraum von insgesamt 90 Minuten
inkubiert. Nach 15, 30, 45 und 90 Minuten werden jeweils Proben zur spéteren
Messung der CD40L Spiegel entnommen, zentrifugiert und kryokonserviert. n=7 (4%

stimuliert, 3% unstimuliert).

2.2.4 CD40L-Verdiinnung

Von drei Spendern wird PRP durch Zentrifugation von Vollblut bei 1000 G fiir 10
Minuten isoliert. Dieses PRP wird zum Teil zur spiateren CD40L-Messung direkt
kryokonserviert und gilt als Kontrollwert. Zudem erfolgte eine Verdiinnung des PRP
mit PPP im Verhéltnis 1:2 und 1:10. Das unverdiinnte PRP sowie die zwei
Verdiinnungsstufen werden tiber vier Stunden bei Raumtemperatur gelagert,

anschlieBend zentrifugiert und zur spiteren CD40L-Messung kryokonserviert. n=3.

2.2.5 TPO im peripheren Blut und Knochenmark

Nach simultaner steriler Entnahme von peripherem Blut aus einem peripher liegenden
Katheter in der Cubitalvene und Entnahme von Knochenmarkblut im Rahmen der
Knochenmarkentnahme werden die Proben bei 15.000 G fiir 15 Minuten zentrifugiert

und anschliefend kryokonserviert. n=10.

2.2.6 Zellsortierung im Rahmen der TPO-Untersuchungen

Die Proben zur Zellsortierung stammen aus dem Blutstammzellapheresat im Anschluss
an die allogene periphere Blutstammzellapherese. Aus den Apheresaten wird PRP
gewonnen sowie die folgenden Fraktionen durch Konditionierung mit Antikérpern
hergestellt: Monozyten, Lymphozyten, Granulozytensuspension sowie CD34'- Zellen.

Nach Bereitstellung der Proben erfolgt eine Lagerung tiber 24 Stunden bei 4 °C.

12
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Die Zellsortierung mittels Durchflusszytometrie wird mit dem MoFlo XDP Cell Sorter
(Beckman Coulter) durchgefiihrt. Die Durchflusszytometrie ist ein Verfahren, welches
unter anderem zur quantitativen Bestimmung von Zellen herangezogen wird. Das zu
untersuchende Reagenz wird hierbei vom Durchflusszytometer per Druck in die
Messkammer (engl. flow cell) geleitet, wo die Probe von einem seitlichen Laser
bestrahlt wird. Die den Laserstrahl passierende Zelle streut dabei Licht in verschiedene
Richtungen. Man unterscheidet im Wesentlichen Vorwirtsstreulicht (FSC = forward
scatter), welches in Richtung des urspriinglichen Strahls von sog. Photomultipliern
detektiert wird und Seitwirtsstreulicht (SSC = sidewards scatter), welches im ca. 90°
Winkel zum urspriinglichen Strahlenverlauf gemessen wird. Das SSC wird von der
Granularitit der Zelle, der GroBe und Struktur ihres Zellkerns und der Menge der
Vesikel in einer Zelle beeinflusst. Das FSC ist abhidngig vom Volumen der Zelle.
Zusatzlich zur Detektion des Streulichtes messen Durchflusszytometer auch
Fluoreszenzlicht. Beim ‘Fluorescence activated cell sorting” (FACS) miissen die Proben
entsprechend aufbereitet werden. Meist werden mit Fluoreszenzfarbstoffen markierte
Antikoper eingesetzt, welche sich gegen bestimmte Oberflachenproteine richten. Die
mit fluoreszenzmarkierten Antikorpern gefarbten Zellen passieren die Messzelle, wo
das Fluoreszenzlicht detektiert wird und somit eine eindeutige Zuordnung der Zelle
erfolgen kann. Die erhaltenen Messergebnisse werden im Anschluss durch die
Geriétesoftware graphisch dargestellt. Hierbei wéhlt man meist die Darstellung als Dot

Plot.

Bei den Versuchen zur Zellsortierung im Rahmen der TPO-Messungen werden die
Ausgangsproben mit den unten genannten Antikorpern vorbehandelt (Tab. 1). Durch
diese Markierung und anschlieBende Messung durch den MoFlo XDP Cell Sorter

gelingt eine Aufteilung entsprechend der oben genannten Fraktionen.

Die jeweiligen Zellsuspensionen werden anschliefend bei 15.000 G zentrifugiert und
kryokonserviert. Im Anschluss erfolgt die Quantifizierung von TPO mittels Enzyme-

Linked Immunosorbent Assay (ELISA) der Firma R&D Systems. n=3.
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Fraktion Antikorper
Lymphozyten Anti-CD19, Anti-CD3

Monozyten Anti-CD156
CD34"-Zellen Anti-CD34
Granulozyten Anti-CD54

Tabelle 1: Antikorper zur Markierung der
unterschiedlichen Zelltypen im FACS.

2.2.7 TPO-Clearance

Vollblut wird bei 10.000 G zehn Minuten zentrifugiert. Aus dem Uberstand wird PRP
gewonnen. Durch Zugabe von rekombinantem humanem TPO (Quantikine human TPO
Immunoassay) erreicht man eine Ausgangskonzentration fiir TPO von 400 pg/ml. Das
Ausgangsprodukt wird iiber einen Zeitraum von fiinf Stunden bei 4 °C sowie bei 37 °C
gelagert und anschliefend 15 Minuten bei 15000 G zentrifugiert und kryokonserviert.

n=3.

2.3 Quantifizierung von CD40L, Erythropoetin und Thrombopoetin

Die Quantifizierung der Zytokine CD40L, EPO und TPO erfolgt mittels ELISA. Hierzu
werden Quantikine Human sCD40Ligand, Quantikine Human TPO sowie Quantikine

Human Erythropoietin Test-Kits der Firma R&D Systems verwandt.

2.3.1 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

Als Vorbereitung auf die eigentlichen Messungen werden alle Proben aufgetaut und auf
Raumtemperatur gebracht. Der ELISA-Test basiert auf einer Antigen-Antikorper-
Reaktion. Ein fiir das jeweilige Zytokin (CD40L, EPO, TPO) spezifischer Antikdrper
(monoklonale Mausantikdrper beim TPO- und EPO-ELISA sowie polyklonale
Antikorper beim CD40L-ELISA) befindet sich auf einer Mikrotiterplatte. Diese wird
mit Proben und einer Standardreihe mit bekannten Zytokinkonzentrationen beimpft.
Nach einer Inkubationszeit von je nach Test zwischen 120 bis 180 Minuten unter
kontinuierlicher Agitation (beim CDA40L-Elisa) binden die in den Proben jeweils
vorhandenen Zytokine an den immobilisierten Antikdrper im Sinne einer Antigen-
Antikoper Reaktion. Nach Aspiration erfolgen vier Waschdurchgiinge, um ungebundene
Substanzen zu entfernen. Nun wird ein an eine Peroxidase gebundener polyklonaler

Antikorper hinzugefiigt. Dieser bindet sich innerhalb der Inkubationszeit von 60 bis 120

14
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Minuten (unter Agitation beim CD40L-Elisa) an die vorhandenen Antigen-Antikérper-
Komplexe. Erneut erfolgen eine Aspiration und ein 4-facher Waschvorgang, um
ungebundene Antikdrper zu entfernen. Im Folgenden wird die Substratlosung,
bestehend aus dem Farbreagenz Tetramethylbenzidin und einer Wasserstoffperoxidase,
hinzugefiigt. Die an den zweiten Antikérper konjungierte Peroxidase oxidiert
Tetramethylbenzidin zu einem blauen Farbstoff, wobei die Intensitdt der Farbreaktion
proportional zu der in der jeweiligen Probe vorhandenen Menge an Zytokin ist. Diese
Farbreaktion wird nach 30-miniitiger Inkubation in Dunkelheit durch Zugabe von
Schwefelsdure unterbrochen. Es resultiert ein Farbumschlag von blau zu gelb. Im
letzten Schritt wird bei einer Wellenlinge von 450 nm und unter einer
Korrekturwellenldnge von 570 nm durch einen Mikroplattenleser die optische Dichte
bestimmt. Durch Vergleich mit einer aus rekombinantem CD40L, EPO und TPO
hergestellten Standardkurve wird aus den gemessenen Werten die Konzentration in den

jeweiligen Proben ermittelt.

2.4 Statistische Auswertungen

Die erhobenen Daten werden in das Programm Microsoft Excel 2010 implementiert.
Mit dem gleichen Programm erfolgt die graphische Darstellung in Form von Graphen
sowie einer Tabelle. Es werden Mittelwerte (arithmetisches  Mittel),
Standardabweichung und Standardfehler berechnet. Die statistische Auswertung wird
mit dem Programm Graph Pad Prism durchgefiihrt. Signifikanztests werden mit dem
Wilcoxon-Test durchgefiihrt. Ein p-Wert von <0,05 wird als statistisch signifikant

angesehen.
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3. Ergebnisse

3.1 CD40L

3.1.1 CD40L im Rahmen der peripheren Blutstammzellapherese bei allogenen
Spendern
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Abb. 1: Konzentration von CD40L (pg/ml) im peripheren Blut allogener Spender vor (pri ZS)
sowie nach der peripheren Blutstammzellapherese (post ZS). Dargestellt sind Mittelwerte und
Standardfehler (n=5). n. s.

Abbildung 1 zeigt, dass es im Verlauf der Apherese zu einer Konzentrationsminderung
von CD40L im peripheren Blut der Spender kommt. Die mittlere Apheresedauer betragt
195 Minuten mit einer Spanne von 148-305 Minuten. Der im Vergleich hohe
Standardfehler von 84 pg/ml bei einem Mittelwert von 127 pg/ml in den Proben vor der

Stammzellspende ist auf einen hohen Einzelwert von 462 pg/ml zuriickzufiihren.
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Abb. 2: Thrombozytenkonzentration (PLT/nl) im peripheren Blut allogener Spender vor (pri
ZS) sowie nach der peripheren Blutstammzellapherese (post ZS). Dargestellt sind Mittelwerte
und Standardfehler (n=5). n. s.

Diesem Muster entsprechend zeigt sich auch ein Abfall der Thrombozytenkonzentration
im Vergleich der peripheren Blutwerte vor und nach der peripheren

Blutstammzellapherese (Abb. 2).
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Abb. 3: Konzentration von CD40L (pg/ml) im Stammzellapheresat nach allogener peripherer
Blutstammzellapherese (Aph. sof.) sowie nach 24 h Lagerungszeit bei 4 °C (Aph. 24 h).
Dargestellt sind Mittelwerte und Standardfehler (n=6). *p<0,05; Signifikant beim Vergleich der
Werte aus dem Aph. sof. und dem Aph. 24 h.
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Abbildung 3 zeigt eine im Vergleich zum peripheren Blut deutlich erhohte CD40L-
Konzentration im Stammzellapheresat. Nach einer Lagerungszeit von 24 Stunden bei
4°C kommt es zu einem signifikanten Anstieg der CD40L-Konzentration im
Stammzellapheresat. Die gemittelte Thrombozytenkonzentration im Apheresat betrigt

1902/nl.

3.1.2 Kinetik der CD40L-Sekretion bei G-CSF-stimulierten Spendern im Vergleich
zu nicht-stimulierten Spendern

Zur Untersuchung der Kinetik der CD40L-Freisetzung wird Plasma von G-CSF-
stimulierten Spendern mit dem von nicht-stimulierten Spendern iiber einen Zeitraum

von 90 Minuten miteinander verglichen.

Es zeigt sich sowohl im Plasma unstimulierter als auch im Plasma stimulierter Spender

ein Konzentrationsanstieg fiir CD40L zu den jeweiligen Messzeitpunkten (Abb. 4).

Der Mittelwert (Standardfehler) der CD40L-Konzentration stimulierter Spender betragt
nach 15 Minuten 16 pg/ml (7 pg/ml), nach 30 Minuten 46 pg/ml (14 pg/ml), nach 45
Minuten 66 pg/ml (30 pg/ml) und nach 90 Minuten 154 pg/ml (81 pg/ml). Bei nicht-
stimulierten Spendern liegt die CD40L-Konzentration nach 15 Minuten bei 50 pg/ml
(15 pg/ml), nach 30 Minuten bei 60 pg/ml (14 pg/ml), nach 45 Minuten bei 61 pg/ml (8
pg/ml) und nach 90 Minuten bei 96 pg/ml (27 pg/ml). Nach 15 und 90 Minuten zeigt
sich ein signifikanter Unterschied der CD40L-Konzentration im Plasma stimulierter

sowie unstimulierter Spender.

Die Ausgangskonzentration (15 Minutenwert) von CD40L im Plasma unstimulierter
Spender liegt mit 50 pg/ml im Vergleich zu dem Ausgangswert der stimulierten
Spender hoher. Uber die Zeit erkennt man eine deutlich schnellere Freisetzung von
CD40L im Plasma stimulierter Spender. Der prozentuale Anstieg der CD40L-
Konzentration pro Minute betrégt bei stimulierten Spendern 5,05 %, bei unstimulierten

Spendern 2,27 %.

Die gemittelten Thrombozytenzahlen, gemessen im peripheren Blut der Spender vor der
Stammzellspende betragen im Kollektiv der stimulierten Spender 270/nl und im

Kollektiv der unstimulierten Spender 249/nl.
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Abb. 4: Kinetik der CD40L-Sekretion (pg/ml) im Plasma G-CSF-stimulierter Spender (blau)
sowie nicht-stimulierter Spender (rot) iiber die Zeit in Minuten. Dargestellt sind gemittelte
Ergebnisse von insgesamt 4 stimulierten sowie 3 nicht-stimulierten Spendern zu den Zeitpunkten 15
Minuten, 30 Minuten, 45 Minuten und 90 Minuten. Blau dargestellt ist die Kurve der Spender,
welche eine tégliche Dosis von 2x5 pg/kgKG/Tag G-CSF iiber 4-6 Tage erhielten. Rot eingezeichnet
sind die CDA40L-Konzentrationen von nicht stimulierten Spendern (n=7). Mittelwerte
(Standardfehler) stimulierter Spender nach 15 Minuten 16 pg/ml (7 pg/ml), nach 30 Minuten 46
pg/ml (14 pg/ml), nach 45 Minuten 66 pg/ml (30 pg/ml), nach 90 Minuten 154 pg/ml (81 pg/ml).
Mittelwerte (Standardfehler) nicht-stimulierter Spender nach 15 Minuten 50 pg/ml (15 pg/ml), nach
30 Minuten 60 pg/ml (14 pg/ml), nach 45 Minuten 61 pg/ml (8 pg/ml), nach 90 Minuten 96 pg/ml
(27 pg/ml). *p<0,05; Signifikant beim Vergleich der 15- und 90-Minutenwerte innerhalb der

jeweiligen Kurven.

In Abbildung 5 werden die gleichen Messungen, nun jedoch in pléttchenreichem
Plasma dargestellt. Der Mittelwert (Standardfehler) der CD40L-Konzentration
stimulierter Spender betrdgt nach 15 Minuten 34 pg/ml (23 pg/ml), nach 30 Minuten 47
pg/ml (15 pg/ml), nach 45 Minuten 103 pg/ml (28 pg/ml) und nach 90 Minuten 249
pg/ml (123 pg/ml). Bei nicht-stimulierten Spendern liegt die CD40L-Konzentration
nach 15 Minuten bei 45 pg/ml (13 pg/ml), nach 30 Minuten bei 58 pg/ml (14 pg/ml),
nach 45 Minuten bei 59 pg/ml (24 pg/ml) und nach 90 Minuten bei 164 pg/ml (50
pg/ml). Nach 15 und 90 Minuten zeigt sich ein signifikanter Unterschied der CD40L-
Konzentration im PRP stimulierter sowie unstimulierter Spender. Nach 90 Minuten
zeigt sich ein signifikanter Unterschied der CD40L-Konzentration im PRP zwischen

stimulierten und nicht-stimulierten Spendern.
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Zu erkennen ist, dass die Ausgangskonzentrationen fiir CD40L im PRP im Vergleich
zum Plasma keine groBen Differenzen zwischen stimulierten und nicht-stimulierten
Proben aufweisen. Im PRP wird mit 249 pg/ml bei den stimulierten Proben und 164
pg/ml bei den unstimulierten Proben nach 90 Minuten deutlich mehr CD40L freigesetzt
als im Plasma. Dort belduft sich die CD40L-Konzentration nach 90 Minuten auf 154
pg/ml bei den stimulierten und auf 96 pg/ml bei den unstimulierten Proben. Die
hochsten CD40L-Konzentrationen werden im PRP stimulierter Spender nach 90
Minuten erreicht. Entsprechend zeigen sich ein prozentualer CD40L-Anstieg von
23,79 % pro Minute im PRP der stimulierten Spender und ein prozentualer Anstieg pro

Minute im PRP der unstimulierten Spender von 7,43 %.
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Abb. 5: Kinetik der CD40L-Sekretion (pg/ml) in plittchenreichem Plasma (PRP) G-CSF-
stimulierter Spender (blau) sowie nicht-stimulierter Spender (rot) iiber die Zeit in Minuten.
Dargestellt sind gemittelte Ergebnisse von insgesamt 4 stimulierten sowie 3 nicht-stimulierten
Spendern zu den Zeitpunkten 15 Minuten, 30 Minuten, 45 Minuten und 90 Minuten. Blau dargestellt
ist die Kurve der Spender, welche eine tdgliche Dosis von 2x5 ng/kgKG/Tag G-CSF iiber 4-6 Tage
erhielten. Rot eingezeichnet sind die CD40L-Konzentrationen von nicht stimulierten Spendern
(n=7). Mittelwerte (Standardfehler) stimulierter Spender nach 15 Minuten 34 pg/ml (23 pg/ml), nach
30 Minuten 47 pg/ml (15 pg/ml), nach 45 Minuten 103 pg/ml (28 pg/ml), nach 90 Minuten 249
pg/ml (123 pg/ml). Mittelwerte (Standardfehler) nicht-stimulierter Spender nach 15 Minuten 45
pg/ml (13 pg/ml), nach 30 Minuten 58 pg/ml (14 pg/ml), nach 45 Minuten 59 pg/ml (24 pg/ml), nach
90 Minuten 164 pg/ml (50 pg/ml). *p<0,05; Signifikant beim Vergleich der 15- und 90-
Minutenwerte innerhalb der jeweiligen Kurven sowie beim Vergleich der 90-Minutenwerte beider

Kurven.
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3.1.3 CD40L-Konzentration im Stammzellpriparat nach allogener
Knochenmarkspende

In Abbildung 6 zeigt sich ein signifikanter Anstieg der CD40L-Konzentration im
Stammzellpridparat nach Knochenmarkentnahme wéhrend der Lagerungszeit von 24 h
bei 4 °C. Vergleichend mit Abbildung 3 und somit dem Apheresat nach peripherer
Blutstammzellspende zeigt sich eine erhohte Ausgangskonzentration fiir CD40L im
Priparat nach Knochenmarkspende. Die Thrombozytenzahlen im Knochenmarkprodukt
liegen mit 117/nl deutlich unter den Thrombozytenzahlen im Apheresat nach peripherer

Blutstammzellspende (1902/nl).
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Abb. 6: Konzentration von CD40L (pg/ml) im Stammzellpriparat nach allogener
Knochenmarkspende (Priparat sof.) sowie nach 24 h Lagerungszeit bei 4 °C (Priparat 24 h).
Dargestellt sind Mittelwerte und Standardfehler (n=5). *p<0,05; Signifikant beim Vergleich der

Werte aus dem Préparat sof. und dem Priparat 24 h.

3.1.4 CD40L-Verdiinnung

Abbildung 7 zeigt die CD40L-Freisetzung pro Minute in Abhdngigkeit von der durch
Dilution verdanderten Thrombozytenkonzentration innerhalb einer Lagerungsdauer von 4
Stunden. Hierbei ergibt sich ein linearer Zusammenhang mit Abnahme der CD40L-

Freisetzung bei entsprechend reduzierter Thrombozytenanzahl.
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Abb. 7: CD40L-Freisetzung pro Minute [pg/ml/min] im PRP (1,0), bei PRP: PPP Dilution im
Verhiltnis 1:2 (0,5) und nach Dilution des PRP mit PPP im Verhéltnis 1:10 (0,1). Dargestellt
sind Mittelwerte und Standardfehler (n=3).

3.2 Erythropoetin

3.2.1 Erythropoetin im Rahmen der peripheren Blutstammzellapherese bei
autologen Spendern

Im peripheren Blut autologer Blutstammzellspender zeigt sich ein tendenzieller Anstieg
der Erythropoetinkonzentration im Vergleich der Werte vor der Stammzellspende sowie
nach Beendigung der Apherese (Abb. 8). Die mittlere Apheresedauer betrigt 274

Minuten.
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Abb. 8: Konzentration von Erythropoetin (EPO) (mIU/ml) im peripheren Blut autologer
Spender vor (pri ZS) sowie nach der peripheren Blutstammzellapherese (post ZS). Dargestellt
sind Mittelwerte und Standardfehler (n=3). n. s.

Entsprechend zeigt sich nach dem Ende der Blutstammzellapherese eine im Vergleich
zum Ausgangswert nicht signifikant gesunkene Konzentration von Hidmoglobin im

peripheren Blut der autologen Spender (Abb. 9).
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Abb. 9: Konzentration von Himoglobin (HGB) (g/dl) im peripheren Blut autologer Spender
vor (pra ZS) sowie nach der peripheren Blutstammzellapherese (post ZS). Dargestellt sind

Mittelwerte und Standardfehler (n=3). n. s.
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Abb. 10: Konzentration von Erythropoetin (EPO) (mIU/ml) im Stammzellapheresat nach
autologer peripherer Blutstammzellapherese (Aph. sof.) sowie nach 24 h Lagerungszeit bei

4 °C (Aph. 24 h). Dargestellt sind Mittelwerte und Standardfehler (n=3). n. s.

Abbildung 10 veranschaulicht, dass es im Verlauf der Lagerungszeit von 24 h bei einer
Temperatur von 4°C im Apheresat nach autologer Blutstammzellspende bei
tendenziellem Anstieg zu keiner signifikanten Verdnderung der Erythropoetin-
Konzentration kommt. Die Himoglobinkonzentration im Apheresat nach Abschluss der

Spende betriagt gemittelt 2,53 g/dl.

3.2.2 Erythropoetin im Rahmen der peripheren Blutstammzellapherese bei
allogenen Spendern

Uber eine gemittelte Apheresedauer von 234 Minuten zeigt sich im peripheren Blut
allogener Blutstammzellspender bei gering ansteigender Tendenz keine signifikante

Konzentrationsdanderung fiir EPO (Abb. 11).
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Abb. 11: Konzentration von Erythropoetin (EPO) (mIU/ml) im peripheren Blut allogener
Spender vor (pri ZS) sowie nach der peripheren Blutstammzellapherese (post ZS). Dargestellt

sind Mittelwerte und Standardfehler (n=5). n. s.
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Abb. 12: Konzentration von Hamoglobin (HGB) (g/dl) im peripheren Blut allogener Spender
vor (prd ZS) sowie nach der peripheren Blutstammzellapherese (post ZS). Dargestellt sind

Mittelwerte und Standardfehler (n=5). *p<0,05; Signifikant beim Vergleich der Werte prd ZS und
post ZS.

Wihrend in Abbildung 11 eine geringe Tendenz zur erhohten Erythropoetinfreisetzung

zu erkennen ist, zeigt sich in Abbildung 12 eine fallende Konzentration fiir

25



Ergebnisse

Hémoglobin im Vergleich der peripheren Blutwerte vor sowie nach der allogenen

Blutstammzellapherese.

Nach Einschluss von zwei weiteren Proben wird die Konzentration von EPO im
Stammzellapheresat nach allogener Stammzellapherese sowie nach Ablauf einer
Lagerungsdauer von 24 h bei 4 °C gemessen. Hierbei ist bei keiner signifikanten
Konzentrationsdnderung eine leichte Tendenz zur Abnahme der Erythropoetin-
Konzentration im Rahmen der Lagerung zu erkennen. Der Héamoglobinwert im

Apheresat betrdgt gemittelt 0,52 g/dl (Abb. 13).
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Abb. 13: Konzentration von Erythropoetin (EPO) (mIU/ml) im Stammzellapheresat nach
allogener peripherer Blutstammzellapherese (Aph. sof.) sowie nach 24 h Lagerungszeit bei

4 °C (Aph. 24 h). Dargestellt sind Mittelwerte und Standardfehler (n=7). n. s.

3.2.3 Erythropoetin im Rahmen der Knochenmarkspende

Im Verlauf der Knochenmarkspende kommt es im peripheren Blut der Spender direkt
im  Anschluss an die Operation zu einem signifikanten Abfall der
Erythropoetinkonzentration. Mit einem Tag Abstand zum Eingriff zeigt sich ein
deutlicher Anstieg der Erythropoetinkonzentration im peripheren Blut auf mehr als das

Doppelte des Ausgangswertes (Abb. 14).
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Abb. 14: Konzentration von Erythropoetin (EPO) (mIU/ml) im peripheren Blut von
Knochenmarkspendern einen Tag vor (pri OP), unmittelbar nach (post OP) sowie 24 h nach
der Operation (1 d post OP). Dargestellt sind Mittelwerte und Standardfehler (n=6). *p<0,05;
Signifikant beim Vergleich der Werte prd OP und post OP sowie prd OP und 1 d post OP, post OP
und 1 d post OP.
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Abb. 15: Konzentration von Himoglobin (HGB) (g/dl) im peripheren Blut von
Knochenmarkspendern einen Tag vor (prid OP), unmittelbar nach (post OP) sowie 24 h nach
der Operation (1 d post OP). Dargestellt sind Mittelwerte und Standardfehler (n=6). *p<0,05;
Signifikant beim Vergleich der Werte prd OP und post OP sowie prd OP und 1 d post OP.

27



Ergebnisse

In Abbildung 15 zeigt sich, dass die Konzentration von Hdmoglobin im peripheren Blut
der Knochenmarkspender mit der grof8ten Reduktion direkt nach der Operation zu den

jeweiligen Zeitpunkten kontinuierlich abnimmt.
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Abb. 16: Konzentration von Erythropoetin (EPO) (mIU/ml) im Stammzellpriparat nach
allogener Knochenmarkspende (Priparat sof.) sowie nach 24 h Lagerungszeit bei 4 °C

(Préparat 24 h). Dargestellt sind Mittelwerte und Standardfehler (n=7). n. s.

Nach FErginzung um eine weitere Probe wird in Abbildung 16 die
Erythropoetinkonzentration im  Stammzellprdparat im  Anschluss an  die
Knochenmarkspende sowie nach einer Lagerungszeit von 24 h bei 4 °C dargestellt.
Hierbei zeigt sich bei ansteigender Tendenz keine signifikante Konzentrationsanderung

bzgl. der Erythropoetinspiegel.

3.3 Thrombopoetin

3.3.1 Thrombopoetin im Rahmen der peripheren Blutstammzellapherese bei
autologen Spendern

Im peripheren Blut autologer Blutstammzellspender zeigt sich ein insgesamt hohes
TPO-Niveau. Nach Ablauf der Blutstammzellapherese mit einer gemittelten Dauer von
254 Minuten ergibt sich keine signifikante Verdnderung der Thrombopoetinspiegel.
(Abb. 17).
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Abb. 17: Konzentration von Thrombopoetin (TPO) (pg/ml) im peripheren Blut autologer
Spender vor (pri ZS) sowie nach der peripheren Blutstammzellapherese (post ZS). Dargestellt
sind Mittelwerte und Standardfehler (n=8). n. s.

In Abbildung 18 zeigt sich ein signifikanter Abfall der Thrombozytenkonzentration im
Vergleich der Konzentrationen im peripheren Blut der autologen Spender vor sowie

nach der Blutstammzellspende.
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Abb. 18: Thrombozytenkonzentration (PLT/nl) im peripheren Blut autologer Spender vor (pri

ZS) sowie nach der peripheren Blutstammzellapherese (post ZS). Dargestellt sind Mittelwerte
und Standardfehler (n=8). *p<0,05; Signifikant beim Vergleich der Werte prd ZS und post ZS.
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Abb. 19: Konzentration von Thrombopoetin (TPO) (pg/ml) im Stammzellapheresat nach
autologer peripherer Blutstammzellapherese (Aph. sof.) sowie nach 24 h Lagerungszeit bei

4 °C (Aph. 24 h). Dargestellt sind Mittelwerte und Standardfehler (n=8). n. s.

Bei leicht abnehmender Tendenz und sehr hohem TPO-Niveau zeigt sich keine
signifikante Verdnderung der Thrombopoetinspiegel wihrend der Lagerung des
Apheresates (Abb. 19). Die Konzentration von Thrombozyten im Apheresat betrigt
gemittelt 661,1/nl.

3.3.2 Thrombopoetin im Rahmen der peripheren Blutstammzellapherese bei
allogenen Spendern

Im peripheren Blut der allogenen Spender fillt ein im Vergleich zu den autologen
Spendern deutlich niedrigeres TPO-Niveau auf. Nach dem Ende der allogenen
Blutstammzellapherese mit einer gemittelten Apheresedauer von 237 Minuten zeigt sich
ein signifikanter Anstieg der Thrombopoetinspiegel im peripheren Blut der Spender

(Abb. 20).
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Abb. 20: Konzentration von Thrombopoetin (TPO) (pg/ml) im peripheren Blut allogener
Spender vor (pri ZS) sowie nach der peripheren Blutstammzellapherese (post ZS). Dargestellt
sind Mittelwerte und Standardfehler (n=6). *p<0,05; Signifikant beim Vergleich der Werte prd ZS
und post ZS.

Abbildung 21 zeigt das gegenldufige Verhalten der Thrombozytenkonzentration mit

einem zum Ausgangswert signifikanten Abfall im peripheren Blut nach der

Blutstammzellapherese.
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Abb. 21: Thrombozytenkonzentration (PLT/nl) im peripheren Blut allogener Spender vor (pri
ZS) sowie nach der peripheren Blutstammzellapherese (post ZS). Dargestellt sind Mittelwerte
und Standardfehler (n=6). *p<0,05; Signifikant beim Vergleich der Werte prd ZS und post ZS.
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Ein signifikanter Anstieg der Thrombopoetinspiegel ldsst sich auch im
Stammzellprodukt nach der definierten Lagerungsdauer feststellen. Bei einer
Ausgangskonzentration von 58 pg/ml kommt es nach 24-stiindiger Lagerung bei 4 °C
zu einer um ca. den Faktor 2,8 gesteigerten Thrombopoetinfreisetzung auf 164 pg/ml
(Abb. 22). In den Apheresaten befinden sich gemittelt 1280 Thrombozyten pro

Nanoliter.
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Abb. 22: Konzentration von Thrombopoetin (TPO) (pg/ml) im Stammzellapheresat nach
allogener peripherer Blutstammzellapherese (Aph. sof.) sowie nach 24 h Lagerungszeit bei
4 °C (Aph. 24 h). Dargestellt sind Mittelwerte und Standardfehler (n=6). *p<0,05; Signifikant beim
Vergleich der Werte aus dem Aph. sof. und dem Aph. 24 h.

3.3.3 Thrombopoetin im Rahmen der Knochenmarkspende

Abbildung 23 =zeigt, dass es im Verlauf der Knochenmarkspende zu einem
kontinuierlichen Anstieg der Thrombopoetinkonzentration im peripheren Blut der
allogenen Spender mit grofiter Verdnderung direkt im Anschluss an die Operation

kommt.
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Abb. 23: Konzentration von Thrombopoetin (TPO) (pg/ml) im peripheren Blut von
Knochenmarkspendern einen Tag vor (pri OP), unmittelbar nach (post OP) sowie 24 h nach
der Operation (1 d post OP). Dargestellt sind Mittelwerte und Standardfehler (n=5). *p<0,05;
Signifikant beim Vergleich der Werte prd OP und post OP sowie prd OP und 1 d post OP.

320

240 -

160 -

PLT [/nl]

prda OP post OP 1d post OP

Abb. 24: Thrombozyten (PLT/nl) im peripheren Blut von Knochenmarkspendern einen Tag
vor (pri OP), unmittelbar nach (post OP) sowie 24 h nach der Operation (1 d post OP).
Dargestellt sind Mittelwerte und Standardfehler (n=5). *p<0,05; Signifikant beim Vergleich der
Werte prd OP und post OP sowie prd OP und 1 d post OP.
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Im Vergleich mit dem Ausgangswert einen Tag vor der Operation zeigt sich unmittelbar
nach der Knochenmarkentnahme ein signifikanter Abfall der
Thrombozytenkonzentration im peripheren Blut der Spender. Mit einem Tag Abstand

zum Eingriff kommt es bereits zu einer Erholung der Thrombozytenkonzentration (Abb.

24).
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Abb. 25: Konzentration von Thrombopoetin (TPO) (pg/ml) im Stammzellpriparat nach
allogener Knochenmarkspende (Priparat sof.) sowie nach 24 h Lagerungszeit bei 4 °C

(Préaparat 24 h). Dargestellt sind Mittelwerte und Standardfehler (n=5). n. s.

In Abbildung 25 zeigt sich ein im Vergleich zu den Apheresaten geringes TPO-Niveau
in den Knochenmarkpréparaten. Innerhalb der Lagerungszeit von 24 Stunden zeigt sich
ein tendenzieller, nicht signifikanter Abfall der TPO-Konzentration. Im

Stammzellpriparat befinden sich gemittelt 107 Thrombozyten pro Nanoliter.

Abbildung 26 vergleicht die Thrombopoetinspiegel im Knochenmark und peripheren
Blut miteinander. Es zeigt sich eine geringere Konzentration von TPO im

Knochenmarkblut als im peripheren Blut.
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Abb. 26: Konzentration von Thrombopoetin (TPO) (pg/ml) im Knochenmark (KM) sowie im
peripheren Blut (PB). Dargestellt sind Mittelwerte und Standardfehler (n=10). n. s.
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Abb. 27: Thrombopoetin (TPO) in Prozent zum Basalwert (PRP aus dem Aph. sof.) in den
jeweiligen Zellsuspensionen Monozyten, Lymphozyten, Granulozyten und CD34"-Zellen sowie
dem PRP nach 24 stiindiger Lagerung bei 4 °C. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardfehler
(n=3). *p<0,05; Signifikant beim Vergleich des Basalwertes und dem PRP nach 24 h Lagerung.
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Im Vergleich zur TPO-Konzentration im plattchenreichem Plasma aus dem Apheresat
im Anschluss an die Stammzellspende ohne Lagerungszeit (Basalwert ,100 %) zeigt
sich in allen hergestellten Zellsuspensionen nach der definierten Lagerungszeit von 24 h
prozentual eine vermehrte Thrombopoetinfreisetzung. Ein signifikanter Anstieg um
nahezu das Doppelte des Ausgangswertes zeigt sich im PRP nach 24-stiindiger
Lagerungszeit (Abb. 27).

Abbildung 28 zeigt die Thrombopoetinspiegel der einzelnen Zellsuspensionen in
absoluter Relation zum Basalwert mit auch hierbei ersichtlichem Anstieg nach der

Lagerungszeit in allen Zellsuspensionen, vor allem aber im PRP.
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Abb. 28: Thrombopoetin in absoluter Relation zum Basalwert (PRP aus dem Aph. sof.) bei den
verschiedenen Zellsuspensionen Monozyten, Lymphozyten, Granulozyten, CD34"-Zellen sowie
dem PRP nach 24 h Lagerungszeit bei 4 °C. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardfehler
(n=3).
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3.3.5 Temperaturabhangige TPO-Clearance
Abbildung 29 zeigt den Einfluss des Temperaturniveaus auf die TPO-Clearance mit

signifikant hoherer TPO-Elimination pro Stunde bei 37 °C.
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Abb. 29: Thrombopoetin (TPO)-Clearance (pg/ml) pro Stunde bei unterschiedlichen

Temperaturniveaus, 4 °C und 37 °C. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardfehler (n=3).
*p<0,05; Signifikant beim Vergleich der Werte bei 4 °C und bei 37 °C.
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit werden Konzentrationen sowie Konzentrationsverldufe der
drei Zytokine CD40L, EPO und TPO im Rahmen der himatopoetischen
Stammzellspende untersucht. Hierbei werden die Stammzellen durch periphere
Blutstammzellapherese und durch Knochenmarkspende gewonnen. Die Zytokine
werden im peripheren Blut der Spender sowie in den Stammzellprodukten nach einer
Lagerungsdauer von 24 Stunden bei 4 °C gemessen. Ergénzend erfolgen fiir CD40L
Untersuchungen zur Freisetzungskinetik bei G-CSF-stimulierten Spendern sowie
Dilutionsversuche. Im Rahmen der TPO-Messungen werden Zellsortierungsversuche
sowie Versuche zur temperaturabhidngigen TPO-Elimination unternommen. Im
Anschluss erfolgt vor dem Hintergrund relevanter Literatur eine kritische Betrachtung

der Ergebnisse gegliedert nach den einzelnen Zytokinen.

4.1 CD40L

Im  peripheren Blut der allogenen Spender betrdgt die  gemittelte
Thrombozytenkonzentration 238/nl. Dies deckt sich mit den Angaben aus der Literatur,
wo physiologische Thrombozytenzahlen von 150.000 bis 400.000 pro Mikroliter,
entsprechend 150 bis 400 pro Nanoliter, angegeben werden. [61] CD40L-
Konzentrationen in gesunden Kontrollgruppen finden sich in der Literatur mit 25 pg/ml
+/- 40 pg/ml [62], 290 pg/ml +/- 340 pg/ml [63] bis hin zu 380 pg/ml +/-500 pg/ml [64].
Im peripheren Blut der allogenen Spender liegt die Konzentration von CD40L mit 127

pg/ml somit im physiologischen Bereich.

Die Arbeiten von Andre P. et al. sowie Danese S. et al. zeigen, dass Thrombozyten die
Hauptquelle fir CD40L im peripheren Blut darstellen. [27, 66] Als genaue
Lokalisierung innerhalb der Thrombozyten werden die a-Granula bestétigt. [67] Die
geschilderten Zusammenhénge spiegeln sich in den vorliegenden Ergebnissen wider.
Durch die periphere Blutstammzellapherese kommt es zu einem 47-prozentigem Verlust
an Thrombozyten im Blut der allogenen Blutstammzellspender. Mit 49 % zeigt sich die
prozentuale Abnahme der CD40L-Konzentration im peripheren Blut nach der

Blutstammzellspende nahezu identisch (vgl. 3.1.1).
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Der direkte Zusammenhang zwischen Thrombozytenkonzentration und CD40L-
Freisetzung wird auch durch die erfolgten Dilutionsversuche unterstrichen, wo eine
Halbierung der Thrombozytenzahl zu einer Abnahme der CD40L-Freisetzung auf die
Hilfte des Vergleichswertes fiihrt (vgl. 3.1.4).

Der thrombozytiren CD40L-Freisetzung liegen im Wesentlichen zwei Mechanismen zu
Grunde. Auf der einen Seite kann fiir Thrombozytenkonzentrate gezeigt werden, dass es
im Rahmen der Herstellung sowie Lagerung zu einer partiellen Aktivierung der
Thrombozyten kommt. [68, 69] Die partielle Aktivierung der Thrombozyten fiihrt zu
einer vermehrten Expression des membrangebundenen CD40-Liganden (CD154).
Dieser Prozess der Verschmelzung der Granula mit der Zellmembran und Prisentation
des membrangebundenen Liganden dauert lediglich Sekunden bis Minuten. [70] In der
Folge wird CD40L enzymatisch durch die MMP-2 [71] sowie die MMP-9 [72]
abgespalten. Prasad et al. zeigen, dass CD40L wiederum agonistische Effekte auf die
Thrombozytenaktivierung hat, so dass der Effekt der CD40L-Freisetzung verstarkt wird.
[73] Andererseits ist die CD40L-Freisetzung in Folge einer Zelllyse der Thrombozyten
denkbar.

In den durch periphere Blutstammzellapherese gewonnenen Stammzellprodukten zeigen
die Messergebnisse, dass es bereits wihrend der Apherese innerhalb einer gemittelten
Laufzeit von 195 Minuten zu einer vermehrten CD40L-Freisetzung in das Apheresat
kommt. Die CD40L-Konzentration zu Beginn der Lagerung des Apheresates ist
signifikant hoher als im peripheren Blut vor der Blutstammzellspende. Die Freisetzung
von CD40L in das Apheresat pro Minute betrdgt wihrend der Apherese 2,42 at/min und
ist damit mehr als doppelt so hoch wie im anschlieBend bei 4 °C gelagerten
Stammzellapheresat (0,99 at/min). Auch die Korrelation mit den Thrombozytenzahlen
zeigt eine wesentlich schnellere CD40L-Freisetzung in das Apheresat schon wihrend
der Apherese (0,11 at/PLT/h) als im fertigen Stammzellprodukt (0,04 at/PLT/h).
Demnach scheint es bereits im Rahmen des Aphereseprozesses zu einer vermehrten
Aktivierung und/oder Lyse der Thrombozyten zu kommen. Aufgrund des
Zellseperationsprozesses kommt es im Apheresat zu einer deutlich hoheren
Thrombozytenkonzentration als im peripheren Blut der Spender (1992/nl vs. 238/nl im
peripheren Blut). Bei Vorhandensein einer grolen CD40L-Quelle sowie mdglichen

weiteren aktivierenden und/oder schidigenden Einfliissen auf die Thrombozyten kommt
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es auch innerhalb der Lagerungszeit von 24 h bei 4 °C zu einer signifikanten

Akkumulation von CD40L im Apheresat.

Die Beobachtungen aus den Apheresaten lassen sich teilweise auch auf die durch
Knochenmarkspende gewonnenen Priparate anwenden. Bereits zu Beginn der Lagerung
weist das durch Knochenmarkspende gewonnene Priparat im Vergleich zum Apheresat
deutlich  hohere = CD40L-Konzentrationen auf. Trotz deutlich niedrigerer
Thrombozytenzahlen kommt es auch hier zu einem signifikanten Anstieg der CD40L-
Konzentration im Rahmen der Lagerung des Priparates. Die Tatsache der hohen
CD40L-Konzentration zu Beginn der Lagerung sowie der weiteren signifikanten
CD40L—Freisetzung innerhalb der Lagerungsdauer trotz verhdltnismédBig geringer
Thrombozytenzahlen fiihrt zu der Vermutung, dass auch die im Knochenmark
vorhandenen Zellen, insbesondere die Megakaryozyten, als CD40L-Quelle dienen.
Zusitzlich scheint die Stammzellgewinnung im Rahmen des operativen Eingriffs
dquivalent zum Aphereseprozess zu einer Aktivierung der Thrombozyten und/oder zu
einer Zelllyse zu fiihren. Dies wird deutlich, wenn man die CDA40L-Freisetzung
wihrend der Operation mit der Freisetzung im fertigen Préparat vergleicht. Bei einer
pauschalisierten OP-Dauer von 150 Minuten wird im Laufe der Operation (gemessen
als Differenz aus peripherem Blut vor der OP und Priparat zu Beginn der
Lagerungszeit) 190 pg/ml/h CD40L in das Pridparat abgegeben, wéhrend in der
anschlieBenden Lagerungsdauer lediglich 23 pg/ml/h CD40L im Stammzellprodukt

akkumulieren.

Die Entdeckung der fiir die proteolytische Abspaltung von CD40L verantwortlichen
Matrix-Metalloproteinasen geschah in der Vergangenheit durch deren Inhibierung. [71,
74] Die Versuche zur Kinetik der CD40L-Freisetzung im PPP und PRP bei G-CSF-
stimulierten sowie nicht-stimulierten Spendern verfolgen einen anderen Ansatz. G-CSF
stimuliert den G-CSF-Rezeptor, woraufhin es u.a. zur Ausreifung, Apoptose-
Inhibierung und letztlich funktioneller Aktivierung der Granulozyten kommt. [75, 110]
Im Rahmen von Untersuchungen zur COPD werden Granulozyten als Hauptquelle fiir
MMP-9 beschrieben. [77] Die Verabreichung des himatopoetischen Wachstumsfaktors
G-CSF sorgt somit iiber eine Erhohung der Granulozytenkonzentration fiir eine
vermehrte Expression der flir die CD40L-Abspaltung verantwortlichen proteolytischen
Enzyme MMP-2 und MMP-9. [78, 79] Dariiber hinaus sezernieren auch CD 34 -Zellen
nach Behandlung mit Wachstumsfaktoren die o.g. proteolytischen Enzyme. [80] Die
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erhobenen Messergebnisse bestitigen, dass in Anwesenheit gro3er Thrombozytenzahlen
wie im PRP deutlich mehr CD40L freigesetzt wird als im PPP. So betragt die
gemessene CD40L-Konzentrationssteigerung pro Minute bei unstimulierten Spendern
0,62 at/min im PPP und ist im PRP mit 1,57 at/min mehr als doppelt so hoch. Unter
zusétzlicher Bereitstellung einer hohen proteolytischen Aktivitit durch G-CSF-
Stimulation zeigen sich die hochsten CD40L-Umsétze mit 1,83 at/min im PPP und 2,86
at/min im PRP. Der Einfluss der Stimulation zeigt sich besonders bei Betrachtung der
Korrelation mit den Thrombozytenzahlen. Im PRP unstimulierter Spender betrigt die
CD40L-Steigerung pro Minute pro Plédttchen 0,004 at/PLT/min, im PRP von
stimulierten Spendern kann dieser Wert auf 0,01 at/PLT/min gesteigert werden (vgl.
Abb. 4 und Abb. 5).

Blumberg et al. stellen 2006 erstmalig eine Verbindung zwischen CD40L und febrilen
und  allergischen  Transfusionszwischenfdllen = nach ~ Verabreichung  von
Thrombozytenkonzentraten her. [81] Bei 8 von 12 Patienten mit einem dokumentierten
TRALI lassen sich erhdhte Plasmakonzentrationen von CD40L nach der Transfusion
nachweisen. Erhohte Konzentrationen von CD40L im Transplantat werden somit als
Kofaktor bei der Entwicklung eines TRALI diskutiert. [30] Die Inhibierung von CD40L
oder die Blockade der Rezeptor-Ligand-Interaktion wird als moglicher Ansatzpunkt zur
Reduktion von Transfusionszwischenfdllen bei priddisponierten Patienten angefiihrt.

[82]

CD40L hat immunmodulatorische, proinflammatorische sowie prothrombotische
Eigenschaften. Es ist beteiligt an der Entstehung der Atherosklerose und wirkt dariiber
hinausgehend plaquedestabilisierend. [83, 84, 85, 86] Ebenso werden iiber CD40L
vermittelte endotheliale Dysfunktionen beschrieben. [87] Erhohte CD40L-Spiegel
werden bei Patienten mit einer akuten Lungenembolie gemessen. [88] Zudem kann eine
Beteiligung des CD40/CD40L-Systems am Pathomechanismus des akuten

Koronarsyndroms nachgewiesen werden. [28, 65, 89, 90]

Die proinflammatorische Bedeutung zeigt sich in erhohten Konzentrationen beim
systemischen  Lupus erythematodes [62, 63], bei chron. entziindlichen

Darmerkrankungen [91] sowie bei der rheumatoiden Arthritis [92, 93].

Fiir verschiedene Blutkomponenten wird eine Akkumulation von CD40L im Rahmen

der  Herstellung sowie der  anschlieBenden  Lagerung  berichtet. In
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Thrombozytenkonzentraten konnen erhdhte Konzentrationen fiir CD40L nachgewiesen
werden. [94] Wenzel et al. zeigen eine deutliche Konzentrationserh6hung fiir CD40L
sowohl in gepoolten Thrombozytenkonzentraten als auch in
Thrombozytenapheresekonzentraten im Rahmen der Lagerung. [95] Zudem koénnen
S.Y. Khan et al. einen Anstieg der CD40L-Konzentration auch in der Plasmafraktion
von Vollblut sowie in Erythrozytenkonzentraten mit hochster Konzentration in

Thrombozytenkonzentraten nachweisen. [30]

Die zitierte Literatur beschreibt erhohte CD40L-Konzentrationen in Blutprodukten im
Rahmen der Herstellung sowie der Lagerung. Zudem wird CD40L wesentliche
Bedeutung als prothrombotischer sowie proinflammatorischer Mediator zugeschrieben,
welcher mitverantwortlich fiir Transfusionsreaktionen gemacht wird. Die vorliegende
Arbeit kann den direkten Zusammenhang zwischen CD40L-Freisetzung und
Thrombozytenkonzentration bestitigen. Wihrend Wenzel F. et al. einen Trend zur
CDA40L-Freisetzung in autologen Stammzellprdparaten nachweisen [33], zeigen die
Ergebnisse dieser Arbeit, dass es in allogenen Blutstammzellprodukten innerhalb der
definierte Lagerungsdauer sowohl nach peripherer Blutstammzellapherese als auch nach
Knochenmarkspende zu einem signifikanten Anstieg der CD40L-Konzentration kommt.
Hierbei kommt es, mutmaflich in Folge einer Aktivierung der Thrombozyten oder einer
Thrombozytolyse, vor allem wihrend der Apherese bzw. im Verlauf der Operation zu
einer vermehrten CDA40L-Freisetzung in das Stammzellprodukt. Zudem kann der
Einfluss der G-CSF-Stimulation iiber eine vermehrte Bereitstellung der proteolytischen

Aktivitdt auf die CD40L-Freisetzung demonstriert werden.

Zusammenfassend kann postuliert werden, dass die Transplantation des
Stammzellproduktes vor allem nach einer ldngeren Lagerung mit einer
Einschwemmung von CD40L in den Empfiangerorganismus einhergeht. Dies kann unter
pradisponierenden  Faktoren  adverse  Effekte im  Empfianger-Organismus
mitverursachen. Die vorliegenden Ergebnisse reprasentieren lediglich einen
Lagerungszeitraum von 24 Stunden, wihrend allogene Stammzellprodukte bis zu 72
Stunden bei 4 °C gelagert werden diirfen. Hier ergibt sich weiterer Forschungsbedarf

iber die gesamte mogliche Lagerungszeit.
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4.2 Erythropoetin

Bei in der Literatur angegebenen physiologischen Hdmoglobin-Konzentrationen von
12-16 g/dl fiir Frauen und 14-18 g/dl fiir Ménner [96] zeigen sich die im peripheren Blut
der allogenen Spender gemessenen Hidmoglobinwerte normwertig. Laut WHO-
Definition spricht man ab einem Hdmoglobinwert von unter 12 g/dl bei Frauen sowie
unter 13 g/dl bei Mannern von einer Andmie. [97] Demnach befinden sich die autologen
Spender in einer andmen Situation. Die EPO-Konzentration zeigt bei gesunden
Personen stabile Plasmaspiegel und liegt bei 10-25 U/l. [38] Eine vermehrte Freisetzung
von EPO aus renalen peritubuliren interstitiellen Fibroblasten und somit Stimulation

der Erythropoese erfolgt als Reaktion auf hypoxische Zusténde. [35, 36, 98]

Durch die praexistente Andmie der autologen Spender ist der Hypoxiereiz bereits vor
der peripheren Blutstammzellspende vorhanden und fiihrt zu einer deutlichen Erh6hung
der EPO-Spiegel auf nahezu das Dreifache des physiologischen Wertes. Bei geringem,
nicht signifikantem weiterem Abfall des Héamoglobin-Wertes durch die

Blutstammzellspende zeigt EPO eine gering steigende Tendenz.

Bei physiologischen Hamoglobinwerten im peripheren Blut der allogenen Spender vor
sowie nach der Apherese und bei ausbleibendem Hypoxiereiz im Rahmen des
Zellseperationsprozesses zeigt sich erwartungsgemdll keine signifikante Verdnderung

im Verhalten des Erythropoetins; es bleibt innerhalb der physiologischen Grenzen.

Die genauen Mechanismen zur Elimination von EPO aus dem Plasma bleiben derzeit
noch weitestgehend unbekannt. Friihere Annahmen, dass eine organbezogene
Elimination durch Leber und Niere erfolgt, konnen widerlegt werden. [99, 100] Nur ein
geringer Anteil von EPO wird iiber den Urin ausgeschieden. [101] Ein wesentlicher
Faktor der EPO-Elimination scheint die Rezeptor-Ligand-Interaktion mit EPO-R
tragenden Zellen zu sein, wobei es durch Endozytose zu einer Internalisierung kommt,
auf welche der lysosomale Abbau folgt. [102] Die Zielstruktur der lysosomalen
Protease Cathepsin L ist eine a3-a4 inter-helikale Loopregion im EPO-Molekiil. [103]
Glaspy J. et al. zeigen eine deutlich verminderte EPO-Clearance nach Chemotherapie
bzw. myoablativer Therapie, wodurch die Rolle des Knochenmarks mit seinen EPO-R-
tragenden Zellen in der EPO-Elimination bekréftigt wird. [104] In Tierversuchen zeigt
sich iiber eine gednderte EPO-Molekularstruktur und somit verdnderte

Rezeptorbindungseigenschaften, dass auch Rezeptor-unabhingige Wege zur EPO-
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Elimination beitragen. [105] Somit scheint die EPO-Elimination durch Internalisierung
ein wichtiger, aber nicht der einzige Mechanismus zum Abbau des Erythropoetins zu

sein.

In den Apheresaten nach autologer und allogener peripherer Blutstammzellapherese
sind aufgrund des o.g. Regulationsmechanismus keine signifikanten EPO-Anstiege zu
erwarten  gewesen. Die  EPO-Konzentration in den  durch  periphere
Blutstammzellapherese gewonnenen Apheresaten bleibt innerhalb der Lagerungszeit
von 24 Stunden weitestgehend konstant. In den durch Knochenmarkspende
gewonnenen Prédparaten féllt ein im Vergleich zu den Apheresaten niedrigerer EPO-
Spiegel auf, was mit der Internalisierung durch EPO-R tragende Zellen im
Knochenmark erkliart werden kann. Entsprechend der Apheresate nach peripherer
Blutstammzellapherese zeigen auch die durch Knochenmarkspende gewonnenen

Priparate keine signifikante Verdnderung der EPO-Spiegel im Rahmen der Lagerung.

Wihrend ein Anstieg der EPO-Spiegel innerhalb der Lagerungsdauer nicht zu erwarten
gewesen ist, filhrt die Tatsache der fehlenden Abnahme der EPO-Konzentration zu der
Hypothese, dass EPO im Apheresat bzw. Priparat auf Bedingungen trifft, welche die
EPO-Elimination stéren. Unter physiologischen Bedingungen betrigt die Halbwertszeit
von EPO im Plasma ca. 7-8 Stunden. [39] Ursédchlich fiir die gestorte EPO-Clearance
im Rahmen der Lagerungsdauer von 24 h kann einerseits die Temperatur andererseits

das umgebende Zellmilieu sein.

Im peripheren Blut der Knochenmarkspender zeigt sich das Himoglobin praoperativ im
unteren Normbereich, entsprechend liegt die EPO-Konzentration im oberen
physiologischen Bereich. Die Ergebnisse zeigen einen signifikanten Abfall der EPO-
Spiegel im Anschluss an die Operation bei, durch den Blutverlust bedingtem,
signifikantem Abfall des Hédmoglobins. Die Knochenmarkspende selbst scheint also
entweder durch die Immobilitdt der Spender und/oder durch die Narkose trotz eines
signifikanten Hamoglobin-Abfalls zu keiner vermehrten EPO-Produktion zu fiihren.
Erst mit einem Tag Verzogerung und damit der Mobilisierung der Spender steigt die
EPO-Konzentration im peripheren Blut auf mehr als das Doppelte des oberen
Grenzbereichs an. Dieser Sachverhalt kann damit erkldart werden, dass einerseits die
Narkose durch die Immobilitdt der Spender sowie durch die verwandten Narkotika die

Zellaktivitdt verringert und damit den Sauerstoffverbrauch reduziert. Andererseits
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herrscht im Rahmen der Narkose/Operation ein mutmaBliches Uberangebot an O, durch
maschinelle Beatmung im Rahmen der Allgemeinanisthesie sowie O,-Verabreichung
im Rahmen der Regionalanésthesie. Beide Faktoren fiihren zu einem normalen oder
sogar hohen Sauerstoffpartialdruck und verhindern somit einen Hypoxiereiz im
Spender. Tanake T. et al. untersuchen zudem den Einfluss der Allgemeinandsthesie auf
die EPO-Produktion in murinen Gehirnen. Hierbei =zeigt sich, dass die
Allgemeinanésthesie (Isoflurane, Sevofluran, Halothan, N2O, Phentobarbital, Ketamin,
und Propofol) die Akkumulation des HIF-2a Proteins in Astrozyten selbst unter
hypoxischen Zustinden unterdriickt und somit zu einer signifikant geringeren EPO-
Produktion fiihrt. [106] Weiterhin wird eine vermehrte EPO-Produktion als Reaktion
auf hypoxische Zustidnde bereits innerhalb von 30 Minuten gemessen. [76] Der Faktor
Zeit kann also nicht als alternativer Erkldrungsversuch fiir den fehlenden EPO-Anstieg

nach der Knochenmarkspende in Betracht gezogen werden.

Die EPO-Konzentrationen im peripheren Blut der Spender folgen im Wesentlichen
physiologischen Grenzen. Bemerkenswert sind die stabilen EPO-Spiegel im Rahmen
der Lagerung der Stammzellprodukte sowie die inhibierenden Einfliisse der

Knochenmarkspende auf die EPO-Freisetzung.

4.3 Thrombopoetin

TPO ist der Hauptregulator der Thrombozytopoese [53], welcher nach hauptséchlich
hepatischer Produktion mit einer konstanten Rate in den Blutfluss abgegeben wird.
Unter physiologischen Bedingungen wird der GroBteil der produzierten TPO-Molekiile
fortlaufend von mpl-Rezeptor-tragenden Zellen gebunden und nachfolgend
internalisiert. Da der mpl-Rezeptor hauptsidchlich auf Thrombozyten sowie auf
Megakaryozyten und deren Vorldufern sitzt, besteht ein inverser Zusammenhang
zwischen Thrombozytenzahl und TPO-Konzentration. [55, 56] Fiir den Fall geringer
Thrombozytenzahlen steigt die Konzentration von TPO aufgrund geringerer
Internalisierung an und stimuliert konzentrationsabhingig die Thrombozytopoese im

Knochenmark. [60]

Erwartungsgemél befindet sich die Thrombopoetinkonzentration im thrombozytopenen
peripheren Blut der autologen Blutstammzellspender deutlich oberhalb der in der

Literatur angegebenen Normwerte von 20-240 pg/ml. [57, 58] Trotz weiterem

45



Diskussion

signifikanten Abfall der Pldttchenzahlen nach Ablauf der Apherese zeigt sich in
Anbetracht des bereits hohen TPO-Niveaus mit Werten oberhalb von 800 pg/ml keine
signifikante Verdnderung der TPO-Spiegel.

Im peripheren Blut der allogenen Blutstammzellspender zeigt sich nach Ablauf der
Blutstammzellapherese eine Abnahme der Thrombozytenzahl von vorher normwertigen
Konzentrationen in den thrombozytopenen Bereich. Entsprechend des o.g.
Regulationsmechanismus kommt es in der Folge durch einen signifikanten TPO-

Anstieg zu einem Reiz zur Thrombozytopoese im Spender.

Im peripheren Blut der Knochenmarkspender zeigt sich ein Anstieg des TPO, obwohl
im Verlauf der Knochenmarkspende keine thrombozytopenen Zustdande erreicht werden.
Dieser Sachverhalt ldsst sich mit der Rolle von TPO als akute-Phase-Protein erkliren. In
akute-Phase-Situationen wie entziindlichen Prozessen, Infektionen oder Operationen
wird, vermittelt durch Interleukin-6, die TPO-Produktion in Hepatozyten hochreguliert.
Hieriiber kann auch erkldrt werden, dass im Fall einer reaktiven Thrombozytose nach
Entziindungsprozessen der inverse Zusammenhang zwischen
Thrombozytenkonzentration und TPO aufgehoben ist. [107, 108] Dieser Effekt der
Entkopplung ldsst sich auch mit einem Tag Abstand zur Operation beobachten, wo es
trotz leichtem Anstieg der Plittchenzahlen zu einem weiteren Anstieg von TPO im

peripheren Blut kommt.

In den Arbeiten von Wenzel F. et al. zeigt sich fiir Thrombozytenapheresepriparate,
dass die TPO-Spiegel bereits wihrend der Apherese auf ein Zehntel der Konzentration
im peripheren Blut fallen. Nach 24-stiindiger Lagerung unter standardisierten
Lagerungsbedingungen sind die TPO-Spiegel unter die Nachweisgrenze des
verwendeten ELISA-Tests gefallen. [31]. Der Abbau von TPO erfolgt weder
proteolytisch im Plasma noch durch membrangebundene Proteasen. Der einzige
Mechanismus zur Elimination von TPO ist die Internalisierung durch mpl-Rezeptor-
tragende Zellen. Dies sind im Wesentlichen Megakaryozyten und Thrombozyten, aber
auch weitere CD34 -Zellen. Hierbei kommt es nicht zur Neusynthese oder zum

Wiederverwerten genutzter mpl-Rezeptoren. [55]

Demgegentiber stehen die in dieser Arbeit erhobenen Ergebnisse, welche im Apheresat
nach autologer peripherer Blutstammzellspende bei 661/nl Thrombozyten lediglich

einen minimalen Abfall der TPO-Konzentration innerhalb der Lagerungsdauer von 24
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Stunden zeigen. Im Apheresat nach allogener Blutstammzellspende zeigt sich trotz
hoher Thrombozytenkonzentration von 1280/nl sogar ein signifikanter Anstieg um mehr
als das Doppelte des Ausgangswertes. Die  TPO-Konzentration im
Knochenmarkpriparat liegt weit unterhalb derjenigen im Apheresat nach peripherer
Blutstammzellapherese und zeigt auch nach der Lagerungszeit bei tendenzieller
Abnahme keine signifikante Verdnderung. Der generell geringere TPO-Gehalt im
Knochenmark kann auch im Vergleich mit dem peripheren Blut bestétigt werden (vgl.
Abb. 26). Aufgrund der o.g. Expression des mpl-Rezeptors ist dieser Sachverhalt mit
der vermehrten Internalisierung von TPO durch Megakaryozyten, deren Vorldufer

sowie andere CD34 -Zellen zu erkliren. [55]

Da die Internalisierung durch mpl-Rezeptor-tragende Zellen, wie bereits geschildert, der
einzige Weg zur Elimination von TPO ist, scheint diese im Stammzellapheresat sowie
im Knochenmarkpréparat und unter den gewihlten Lagerungsbedingungen gestort zu
sein. Dies wird auch durch die durchgefiihrten Messungen zur temperaturabhidngigen
TPO-Clearance im Kapitel 3.3.5 deutlich. Im Einklang mit den Ergebnissen aus den
Apheresaten und Préparaten zeigt sich eine deutlich verminderte TPO-Elimination bei
4 °C, wohingegen die TPO-Clearance in 37 °C Umgebungstemperatur bei 47 pg/ml pro
Stunde liegt.

Klinger MH. et al. machen als subzelluldre Lokalisierung fiir TPO das thrombozytdre
Zytoplasma sowie das SCCS (surface connected canalicular system) aus. Zusétzlich
werden in Thrombozytenkonzentraten Aktivierungsversuche mit Thrombin sowie
Lysierungsversuche durch wiederholtes Einfrieren und Auftauen unternommen. Im
Vergleich zum unstimulierten Plattchenkonzentrat (100 %) kann nach Aktivierung mit
Thrombin eine Steigerung der TPO-Freisetzung um 535 % sowie um 1625 % nach
Lysierung erreicht werden. [109] In Anbetracht dieser Ergebnisse ist die Steigerung der
TPO-Konzentration im Apheresat nach allogener peripherer Blutstammzellapherese
entweder mit einer vermehrten Zelllyse oder aber ablaufender Aktivierung der Plattchen
zu erkldren. Die Untersuchungen zur Zellsortierung stiitzen die These, dass erhdhte
TPO-Konzentrationen in den Apheresaten wesentlich auf eine Thrombozytolyse oder
Thrombozytenaktivierung zuriickzufiihren sind. Im Gegensatz zum PRP werden weder
in der Lymphozyten-, der Monozyten- noch in der CD 34 -Suspension signifikante
Mengen TPO nach der Lagerungsdauer von 24 Stunden freigesetzt.
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Diskussion

Als, die Thrombozytopoese regulierendes, Zytokin zeigt die TPO-Konzentration im
peripheren Blut der Spender ein inverses Verhéltnis zur Thrombozytenzahl. Die Rolle
von TPO als akute-Phase-Protein wird im Rahmen der Knochenmarkspende in der
Entkopplung von der Thrombozytenkonzentration deutlich. Im Gegensatz zum zitierten
TPO-Verhalten in Thrombozytenapheresekonzentraten kommt es weder in den
peripheren Blutstammzellapheresaten noch in den Préparaten nach Knochenmarkspende
zu einem signifikanten Abfall der TPO-Spiegel im Rahmen der Lagerung. Dies kann
mit der gestorten Internalisierung durch mpl-Rezeptor-tragende Zellen bei 4 °C erklart
werden. Darliber hinaus kommt es im gelagerten Apheresat nach allogener
Stammzellspende sogar zu einem signifikanten Anstieg der TPO-Konzentration, wobei
die Thrombozyten als TPO-Quelle im Rahmen der Zellsortierungsversuche bestitigt

werden konnen.
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Zusammenfassung

5. Zusammenfassung

Die HSZT ermdglicht einen hdufig kurativen Therapieansatz bei einer Reihe maligner
sowie nicht-maligner Erkrankungen. Die vorliegende Arbeit untersucht das Verhalten
der die Hamatopoese regulierenden Zytokine —Erythropoetin und Thrombopoetin-
sowie von CD40L im Rahmen der peripheren Blutstammzellapherese und der
Knochenmarkspende. Hierbei werden Konzentrationséinderungen im peripheren Blut
der Spender sowie im Stammzellprodukt nach einer Lagerung von 24 Stunden bei 4 °C
gemessen. Ergdnzend erfolgen fiir CD40L Messungen zur Freisetzungskinetik unter G-
CSF-Stimulation sowie fiir TPO Untersuchungen zur temperaturabhingigen Clearance

und Versuche zur Zellsortierung im Stammzellprodukt.

CD40L als Spaltprodukt des membrangebundenen Liganden CD154 wird als
proinflammatorischer, immunmodulatorischer und prothrombotischer Mediator in
Verbindung mit Transfusionszwischenfdllen, chronisch-entziindlichen Geschehen und
Erkrankungen wie dem akuten Koronarsyndrom gebracht. Die Thrombozyten stellen im
peripheren Blut die Hautquelle fiir CD40L dar. Entsprechend zeigt sich nach der
peripheren Blutstammzellapherese eine der Abnahme der Thrombozytenkonzentration
proportionale Reduktion der CD40L-Spiegel im peripheren Blut der allogenen Spender.
Es kann gezeigt werden, dass die Stimulation mit G-CSF iiber eine vermehrte
Bereitstellung proteolytischer Aktivitdt zu einer, im Vergleich zu nicht-stimulierten
Proben, signifikanten Zunahme der CDA40L-Freisetzung fiihrt. Thrombozyten
sezernieren CD40L in Folge einer Aktivierung und/oder einer Zelllyse. Bereits durch
die Stammzellgewinnung im Rahmen der Blutstammzellapherese sowie der
Knochenmarkspende kommt es zu einer vermehrten CD40L-Freisetzung. Uber die
anschliefende Lagerung kann eine weitere signifikante Akkumulation in den allogenen
Stammzellprodukten beobachtet werden. Die vorliegende Arbeit untersucht einen
Lagerungszeitraum von 24 Stunden, wéhrend allogene Blutstammzellprodukte bis zu 72
Stunden nach Herstellung transplantiert werden diirfen. Unter pridisponierenden
Faktoren sind adverse Effekte im Empfiangerorganismus durch die CD40L-

Einschwemmung nach der Stammzelltransplantation denkbar.

Eine EPO-Produktion durch renale peritubuldre interstitielle Fibroblasten wird als

Reaktion auf hypoxische Zustinde beobachtet. Der Hypoxiereiz im peripheren Blut der
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Zusammenfassung

autologen Spender entsteht durch die priexistente Andmie und zeigt sich in einer
deutlichen  Erhohung der EPO-Konzentration, welche sich nach der
Blutstammzellapherese unverindert zeigt. Im Rahmen der Knochenmarkspende kdnnen
inhibierende Effekte der Narkose auf die EPO-Produktion trotz eines signifikanten
Blutverlustes festgestellt werden. Aufgrund des EPO-Regulationsmechanismus sind in
den Apheresaten und Préparaten keine Konzentrationsanstiege fir EPO zu erwarten
gewesen. Bei einer EPO-Halbwertszeit im Plasma von 7-8 Stunden zeigt sich in den
gelagerten Stammzellprodukten keine signifikante Abnahme der EPO-Konzentration
nach 24 Stunden. Unter der Annahme des wahrscheinlichsten Eliminationsweges fiir
EPO, in Form der Rezeptor-Ligand-Interaktion mit nachfolgender Internalisierung,

scheint diese unter den gewéhlten Lagerungsbedingungen gestort zu sein.

TPO ist der Hauptregulator der Thrombozytopoese und wird nach fortlaufend
hepatischer Freisetzung von mpl-Rezeptor-tragenden Zellen internalisiert und somit
abgebaut. Im peripheren Blut der Spender zeigt sich das inverse Verhiltnis der TPO-
Spiegel zur Thrombozytenkonzentration, welches im Rahmen der Knochenmarkspende
durch die akute-Phase-Funktion des TPO aufgehoben ist. Wéhrend in der Literatur eine
Abnahme der TPO-Spiegel in gelagerten Blutprodukten beschrieben wird, zeigt sich im
allogenen Blutstammzellapheresat eine signifikante TPO-Akkumulation innerhalb der
Lagerungszeit. Wie in den Zellsortierungsversuchen bestitigt wird, scheint eine
ablaufende Aktivierung oder Lyse der Thrombozyten im Stammzellapheresat zu einer
TPO-Freisetzung zu fiihren. Die geringe TPO-Elimination im Knochenmarkpréparat
und autologen Stammzellapheresat kann durch die deutlich verminderte TPO-Clearance

bei 4 °C erklart werden.

Im Rahmen dieser Arbeit kann gezeigt werden, dass sowohl die Herstellung als auch die
Lagerung hdmatopoetischer Stammzellen Einfluss auf das Verhalten der drei Zytokine
CD40L, EPO und TPO hat. Wiéhrend die Konzentrationen im peripheren Blut
weitestgehend physiologischen Grenzen folgen, zeigt sich fiir CD40L eine signifikante
Akkumulation im allogenen Blutstammzellapheresat und Knochenmarkpriparat im

Rahmen der Lagerung.
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autologer Spender vor (prd ZS) sowie nach der peripheren
Blutstammzellapherese (post ZS).

Konzentration  von  Erythropoetin ~ (EPO)  (mIU/ml) im
Stammzellapheresat nach autologer peripherer Blutstammzellapherese

(Aph. sof.) sowie nach 24 h Lagerungszeit bei 4 °C (Aph. 24 h).
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Abbildung 11

Abbildung 12

Abbildung 13

Abbildung 14

Abbildung 15

Abbildung 16

Abbildung 17

Abbildung 18

Abbildung 19

Abbildung 20

Abbildung 21

Abbildungsverzeichnis

Konzentration von Erythropoetin (EPO) (mIU/ml) im peripheren Blut

allogener Spender vor (prd ZS) sowie nach der peripheren
Blutstammzellapherese (post ZS).

Konzentration von Hémoglobin (HGB) (g/dl) im peripheren Blut
(pra  ZS)

Blutstammzellapherese (post ZS).

allogener Spender vor sowie nach der peripheren

Konzentration  von  Erythropoetin  (EPO)  (mIU/ml) im
Stammzellapheresat nach allogener peripherer Blutstammzellapherese
(Aph. sof.) sowie nach 24 h Lagerungszeit bei 4 °C (Aph. 24 h).
Konzentration von Erythropoetin (EPO) (mIU/ml) im peripheren Blut
von Knochenmarkspendern einen Tag vor (prd OP), unmittelbar nach
(post OP) sowie 24 h nach der Operation (1 d post OP).

Konzentration von Hdmoglobin (HGB) (g/dl) im peripheren Blut von
Knochenmarkspendern einen Tag vor (prd OP), unmittelbar nach (post
OP) sowie 24 h nach der Operation (1 d post OP).

Konzentration ~ von  Erythropoetin  (EPO)  (mIU/ml) im
Stammzellpriparat nach allogener Knochenmarkspende (Préparat sof.)
sowie nach 24 h Lagerungszeit bei 4 °C (Prédparat 24 h).

Konzentration von Thrombopoetin (TPO) (pg/ml) im peripheren Blut
autologer Spender vor (prd ZS) sowie nach der peripheren
Blutstammezellapherese (post ZS).

Thrombozytenkonzentration (PLT/nl) im peripheren Blut autologer

Spender vor (prd ZS) sowie nach der peripheren
Blutstammzellapherese (post ZS).
Konzentration ~ von  Thrombopoetin ~ (TPO)  (pg/ml) im

Stammzellapheresat nach autologer peripherer Blutstammzellapherese

(Aph. sof.) sowie nach 24 h Lagerungszeit bei 4 °C (Aph. 24 h).

Konzentration von Thrombopoetin (TPO) (pg/ml) im peripheren Blut
(pra  ZS)
Blutstammzellapherese (post ZS).

allogener Spender vor sowie mnach der peripheren

Thrombozytenkonzentration (PLT/nl) im peripheren Blut allogener

Spender  vor ZS) sowie mnach der peripheren

(pra
Blutstammzellapherese (post ZS).
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Abbildung 22

Abbildung 23

Abbildung 24

Abbildung 25

Abbildung 26

Abbildung 27

Abbildung 28

Abbildung 29

Abbildungsverzeichnis

Konzentration  von  Thrombopoetin  (TPO) (pg/ml)  im
Stammzellapheresat nach allogener peripherer Blutstammzellapherese
(Aph. sof.) sowie nach 24 h Lagerungszeit bei 4 °C (Aph. 24 h).
Konzentration von Thrombopoetin (TPO) (pg/ml) im peripheren Blut
von Knochenmarkspendern einen Tag vor (prd OP), unmittelbar nach
(post OP) sowie 24 h nach der Operation (1 d post OP).

Thrombozyten (PLT/nl) im peripheren Blut von
Knochenmarkspendern einen Tag vor (prd OP), unmittelbar nach (post
OP) sowie 24 h nach der Operation (1 d post OP).

Konzentration  von  Thrombopoetin  (TPO) (pg/ml)  im
Stammzellpriparat nach allogener Knochenmarkspende (Préparat sof.)
sowie nach 24 h Lagerungszeit bei 4 °C (Préparat 24 h).

Konzentration von Thrombopoetin (TPO) (pg/ml) im Knochenmark
(KM) sowie im peripheren Blut (PB).

Thrombopoetin (TPO) in Prozent zum Basalwert (PRP aus dem Aph.
sof.) in den jeweiligen Zellsuspensionen Monozyten, Lymphozyten,
Granulozyten und CD34+-Zellen sowie dem PRP nach 24 stiindiger
Lagerung bei 4 °C.

Thrombopoetin in absoluter Relation zum Basalwert (PRP aus dem
Aph. sof.) bei den verschiedenen Zellsuspensionen Monozyten,
Lymphozyten, Granulozyten, CD34+-Zellen sowie dem PRP nach 24 h
Lagerungszeit bei 4 °C.

Thrombopoetin  (TPO)-Clearance  (pg/ml) pro Stunde bei

unterschiedlichen Temperaturniveaus, 4 °C und 37 °C.
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Tabellenverzeichnis

Tabellenverzeichnis

Tabelle 1 Antikdrper zur Markierung der unterschiedlichen Zellsuspensionen im 14

FACS.
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