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1	Einleitung	

1.1	Hämostase	im	Kontext	maligner	Erkrankungen	

Unter	 dem	Trousseau	 Syndrom	 versteht	man	ein	 paraneoplastisches	 Syndrom,	 das	

das	 Auftreten	 thrombotischer	 Ereignisse	 im	 Rahmen	 von	 malignen	 Erkrankungen	

beschreibt.	 Dieses	 Syndrom	 geht	 auf	 den	 französischen	 Arzt	 und	 Wissenschaftler	

Armand	 Trousseau	 zurück,	 der	 als	 einer	 der	 ersten	 den	 Zusammenhang	 zwischen	

einer	erhöhten	Blutgerinnung	und	malignen	Erkrankungen	herstellte.	 Im	 Jahr	1865	

veröffentlichte	 er	 sein	 Werk	 „Clinique	 Medicale	 de	 l’Hotel-Dieu	 de	 Paris“.	 Unter	

anderem	prägte	er	hierin	den	Begriff	„Phlegmatia	Alba	Dolens“	–	ursprünglich	das	

Auftreten	 einer	 progredienten	 Thrombophlebitis	 bei	 Patienten	 mit	 malignen	

Tumorerkrankungen	 –	 ein	 häufig	 initiales	 Symptom	 von	 Tumorerkrankungen.	

Trousseau	 bemerkte	 bereits	 zu	 seiner	 Zeit,	 dass	 jene	 Patienten,	 die	 unter	 ihrer	

malignen	 Erkrankung	 eine	 Thrombophlebitits	 entwickelten,	mit	 einer	 schlechteren	

Prognose	assoziiert	waren	[1-4].		

Die	 Assoziation	 von	 venös	 thrombembolischen	 Ereignissen	 (VTE)	 mit	 reduziertem	

Gesamtüberleben	 konnte	 in	 jüngeren	 Studien	 bestätigt	 werden.	 Patienten	 mit	

malignen	 Erkrankungen	 und	 der	 zusätzlichen	 Entwicklung	 einer	 tiefen	

Beinvenenthrombose	(TVT)	oder	Lungenarterienembolie	haben	ein	doppelt	so	hohes	

Risiko,	 innerhalb	 eines	 Jahres	 zu	 versterben,	 als	 jene	 Patienten	 ohne	 Entwicklung	

eines	VTE	[5].	

Auch	heute	noch	zeigt	sich	eine	deutlich	höhere	Inzidenz	von	VTE	mit	500/100.000	

Fällen	 pro	 Jahr	 bei	 Patienten	 mit	 Malignomen,	 verglichen	 mit	 70	-	113/100.000	

Fällen	pro	Jahr	bei	der	Allgemeinbevölkerung	[6].	Das	Risiko	ein	VTE	zu	entwickeln,	

ist	 damit	 bei	 Patienten	mit	malignen	 Erkrankungen	 verglichen	mit	 Patienten	 ohne	

maligne	Erkrankungen	um	das	5-	bis	7-fache	erhöht	[6-8].	Dieses	Risiko	erhöht	sich	

zudem	 in	Abhängigkeit	 von	der	malignen	Tumorentität.	Bei	 Patienten	mit	Ovarial-,	

Pankreas-	 oder	 Gehirntumoren	 ist	 das	 Risiko	 ein	 VTE	 zu	 entwickeln,	 gegenüber	

Tumoren	des	Hals-Kopf-Bereichs,	der	Blase	oder	Brust	um	das	5-fache	erhöht	[9].		

Maligne	Gliome,	darunter	vor	allem	das	Glioblastoma	multiforme	(GBM),	haben	ein	

hohes	 koagulatorisches	 Potential	[10,	 11].	 Die	 genauen	 Pathomechanismen,	 die	 zu	
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dem	 erhöhten	 Koagulationspotential	 bei	 Tumorpatienten	 führen,	 wurden	 bislang	

vorwiegend	 in	 Hinblick	 auf	 die	 plasmatische	 Gerinnung	 untersucht	 [12,	 13].	 Die	

Wechselwirkung	 zwischen	 der	 primären	Hämostase	 und	 den	malignen	Gliomen	 ist	

bislang	 unzureichend	 untersucht,	 weshalb	 dies	 ein	 Hauptziel	 der	 vorliegenden	

Dissertation	darstellt	[6].		

	

1.2	Glioblastoma	multiforme	

Das	 GBM	 ist	 der	 häufigste	 maligne	 Tumor	 des	 zentralen	 Nervensystems	 bei	

Erwachsenen.	 Seine	 Inzidenz	 beträgt	 3-5/100.000	 pro	 Jahr	wobei	 die	 Prognose	 als	

infaust	gilt	[14,	15].	Unter	der	aktuellen	Standardtherapie	konnte	die	Überlebenszeit	

auf	 im	Median	 14,6	 Monate	 verlängert	 werden	 [16].	 Die	 5-Jahres-Überlebensrate	

liegt	 derzeit	 bei	 5,5%.	 Allgemein	 erkranken	 Männer	 um	 den	 Faktor	 1,58	 etwas	

häufiger	als	Frauen,	das	mediane	Erkrankungsalter	liegt	dabei	bei	64	Jahren	[15].	Die	

Diagnose	 des	GBM	wird	 klassischerweise	 durch	 den	 histopathologischen	Nachweis	

gesichert,	 welcher	 nach	 der	 neuesten	 WHO-Klassifikation	 durch	

molekularbiologische	Untersuchungen	flankiert	wird	[11,	17].	

Der	Begriff	 des	GBM	 ist	 auf	 die	beiden	Neurochirurgen	Percival	 Bailey	und	Harvey	

Cushing	 zurückzuführen,	 welche	 Anfang	 des	 20.	Jahrhunderts	 im	 John	 Hopkins	

Hospital	 in	 Baltimore,	 Maryland,	 praktizierten	 [18].	 Schon	 1864	 prägte	 Rudolf	

Virchow	den	Begriff	der	„Gliome“.	Einen	weiteren	Beitrag	lieferte	1940	der	deutsche	

Neuropathologe	Hans	Joachim	Scherer,	welcher	das	GBM	in	2	Subtypen,	das	primäre	

und	sekundäre	GBM	unterteilte	[19].	

Das	GBM	ist	eine	Entartung	der	Astrozyten,	den	glialen	Stützzellen	des	Gehirns.	Auf	

Grund	 seiner	 aggressiven	 Natur	 wird	 es	 von	 der	 WHO	 dem	 höchsten	 Grad	

zugeordnet.	 Es	 befindet	 sich	 mit	 den	 histologischen	 Subtypen	 des	 Gliosarkoms,	

Riesenzellglioblastoms	 und	 epitheloiden	 Glioblastoms	 in	 der	 Gruppe	 der	 Grad	 IV-

Astrozytome	[11,	20].		

Das	histopathologische	Bild	ist	vielgestaltig	und	sehr	heterogen.	Als	typisch	zeigt	sich	

eine	 zentrale	 nekrotische	 Region,	 welche	 von	 vitalem	 Tumorgewebe	 mit	

mikrovaskulären	 Aussprossungen	 und	 proliferativen	 Arealen	 umgeben	 ist.	 Der	
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Tumor	 setzt	 sich	 aus	 sowohl	 neoplastischem	 Gewebe	 als	 auch	 Stromagewebe	

zusammen	[14].	

Das	GBM	wird	entsprechend	seiner	molekulargenetischen	Eigenschaften	und	seines	

Entstehungsmechanismus	in	das	primäre	und	das	sekundäre	GBM	unterteilt.		

Das	 primäre	 GBM	 entsteht	 de	 novo,	 vorwiegend	 in	 Patienten	 jenseits	 des	

50.	Lebensjahres	 und	 zeichnet	 sich	 vor	 allem	 durch	 epidermal-growth-factor-

Amplifikationen	 und	 -Mutationen,	 Loss	 of	 Heterozygosity	 des	 Chromosoms	 10q,	

Deletion	 des	 PTEN-Gens	 und	 p16	 Deletion	 aus.	 Das	 sekundäre	 GBM	 kommt	

überwiegend	 bei	 Patienten	 unter	 50	 Jahren	 vor	 und	 entwickelt	 sich	 aus	

niedriggradigen	 Astrozytomen	 vorwiegend	 durch	 Transformation	 über	 einen	

längeren	Zeitraum	bis	hin	zu	Jahren.	Diese	Form	ist	wesentlich	seltener,	zeichnet	sich	

jedoch	durch	Mutationen	im	p53-Tumor-Supressor-Gen,	Überexpression	von	Platelet	

derived	 growth	 factor	 receptor	 (PDGFR),	 Veränderungen	 im	 p16-	 und	

Retinoblastomsignalweg	 sowie	 ebenfalls	 Loss	 of	 Heterozygosity	 des	 Chromosoms	

10q	 aus.	 Eine	 klinische	 oder	 morphologische	 Unterscheidung	 ist	 hinsichtlich	 der	

beiden	 Subtypen	 nicht	 möglich.	 Ebenso	 wenig	 unterscheidet	 sich	 deren	

Standarttherapie.	 Lediglich	 hinsichtlich	 neuer,	 moderner	 Therapiemöglichkeiten	

könnten	 diese	 genetischen	 Unterschiede	 eine	 Rolle	 hin	 zu	 zielgerichteten	

Therapieansätzen	spielen	[14].		

In	der	aktuellen	WHO-Klassifikation	der	Tumore	des	ZNS	von	2016	spielen	erstmals	

auch	 molekulargenetische	 Marker	 in	 der	 Subklassifizierung	 maligner	 Gliome	 eine	

Rolle	 [11,	 17,	 21].	 Einen	 wichtigen	 Beitrag	 zur	 Subklassifizierung	 des	 GBM	 spielt	

dabei	der	Mutationsstatus	der	Isocitrat	Dehydrogenase	(IDH)	1	und	2.	Eine	mutierte	

IDH	1/2	 ist	vorwiegend	bei	sekundären	GBM	zu	finden,	wohingegen	der	Wildtyp	 in	

primären	 de	 novo	 GBM	 vorliegt	 [11,	 21].	 Prognostisch	 ist	 die	Mutation	 der	 IDH	1	

oder	 2,	 verglichen	 zum	 Wildtyp,	 mit	 einem	 längeren	 Überleben	 der	 Patienten	

assoziiert	[22,	23].	

Ohne	Einfluss	auf	die	Subklassifizierung	aber	eine	trotzdem	wichtige	Analyse	 in	der	

Routinediagnostik	 des	 GBM	 ist	 die	 Bestimmung	 des	 Methylierungsstatus	 des	

Promotors	 der	O6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase	 (MGMT).	 Ein	 methylierter	

MGMT-Promoter	zeigt	ein	besseres	Ansprechen	auf	die	Therapie	mit	Temozolomid	

und	ist	mit	einem	verlängerten	Gesamtüberleben	der	Patienten	verbunden	[24].	
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Die	 eingangs	 erwähnte	 Standardtherapie	 des	 GBM	 besteht	 seit	 2005	 und	 umfasst	

derzeit	 drei	 Behandlungsoptionen:	 die	 operative	 Resektion	 aller	

kontrastmittelaufnehmenden	 Tumoranteile	 im	 MRT	 gefolgt	 von	 einer	

Radiochemotherapie	 mit	 Temozolomid.	 An	 erster	 Stelle	 steht	 die	 operative	

Resektion	 des	 Tumors,	mit	 dem	 Ziel,	 die	 Tumormasse	 größtmöglich	 zu	 entfernen,	

ohne	dabei	neurologische	Defizite	zu	generieren.	Die	alleinige	Operation	verbessert	

die	Prognose	der	Patienten	und	reduziert	verdrängungsbedingte	Symptome	[25-28].	

Anschließend	 erfolgt	 eine	 Radiotherapie	 nach	 standardisiertem	 Protokoll	 mit	 2	Gy	

pro	Tag	über	30	Tage	und	einer	kumulativen	Gesamtdosis	von	60	Gy.	Ergänzend	dazu	

erfolgt	eine	chemotherapeutische	Unterstützung	mit	Temozolomid	 [16].	Nach	dem	

letztlich	 enttäuschenden	 Ergebnis	 der	 anti-angiogenetischen	 Therapieansätze	 beim	

GBM,	 sind	 im	 Jahr	 2019	 vor	 allem	 die	 Therapie	 mit	 Wechselstromfeldern	 und	

experimentelle	 immuntherapeutische	 Ansätze	 für	 den	 Patienten	 die	 am	

vielversprechendsten	innovativen	Therapieformen	[11,	29-32].		

Obwohl	die	Bluthirnschranke	durch	das	GBM	geschädigt	ist,	stellt	die	Umgehung	der	

restlich	intakten	Bluthirnschranke	einen	nicht	unwichtigen	Anteil	an	der	Entwicklung	

weiterer	effektiver	Therapieansätze	dar.	Derzeit	sind	direkte	invasive	Verfahren,	wie	

die	 Implantation	 eines	 Katheters	 bei	 der	 convection	 enhanced	 delivery,	 aber	 auch	

indirekte,	nicht-invasive	Verfahren	wie	die	Ultraschall	gestützte	Unterbrechung	der	

Bluthirnschranke,	 die	 peptide	 carrier	 mediated	 delivery,	 die	 Nanomedizin	 und	 die	

Verwendung	von	Hydrogelen	im	Fokus	aktiver	Forschung,	um	die	Therapie	des	GBM	

zu	optimieren	[19].	

1.2.1	Das	GBM	hat	ein	lokal	und	systemisch	wirkendes	prokoagulatorisches	Potential	

Patienten	mit	High-Grade	 Glioma	 (HGG)	 (Astrozytom	Grad	 III	 oder	 IV)	 gehören	 zu	

einer	 Hochrisikogruppe	 in	 Bezug	 auf	 die	 Entwicklung	 thrombembolischer	

Ereignisse	[10,	 11].	 Bei	 einer	 Untersuchung	 von	 über	 9000	 Patienten	 mit	 HGG	

konnten	 Semrad	 et	 al.	 aufzeigen,	 dass	 diese	 Patienten	 nach	 2	 Jahren	 eine	 30	%	

höhere	Mortalität	aufwiesen	als	 jene,	die	keine	TVT	entwickelten	 [33].	Smith	et	al.		

bestätigten	mit	ihrer	retrospektiven	Untersuchung	die	hohe	Rate	an	TVT	unter	HGG-

Patienten,	 konnten	 aber	 keinen	 direkten	 Zusammenhang	 mit	 einer	 erhöhten	
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Mortalität	nachweisen.	Jedoch	verbrachten	HGG-Patienten	mit	TVT	wesentlich	mehr	

Zeit	auf	einer	Intensivstation	als	jene,	die	keine	TVT	entwickelten	[34].	

Das	 prokoagulatorische	 Potential	 im	 GBM	 spiegelt	 sich	 systemisch	 und	 vor	 allem	

lokal	 im	 Tumor	 selbst	 wider.	 Ein	 intraoperatives	 und	 histopathologisches	

Kennzeichen	des	GBM	sind	zahlreiche	thrombosierte	Gefäße	[10,	35].		

Systemisch	 entlädt	 sich	dieses	 Potential	 in	 einer	 erhöhten	 Inzidenz	 von	 vaskulären	

thrombembolischen	 Ereignissen.	 GBM-Patienten	 zeigen	 von	 allen	 malignen	

Erkrankungen	 die	 höchste	 Inzidenz	 für	 die	 Entwicklung	 von	 systemischen	 VTE	wie	

TVT	und	Lungenarterienembolien	auf	[10,	35].	Die	Inzidenz	ein	systemisches		VTE	zu	

erleiden	 liegt	bei	GBM-Patienten	zwischen	10	%	bis	über	30	%	[11,	33,	36-38].	Eine	

Feststellung	 der	 genauen	 Todesursache	 bei	 GBM-Patienten	 stellt	 auf	 Grund	 der	

multifaktoriellen	 Bedingungen	 und	 relativ	 geringen	 Obduktionsraten	 eine	

Herausforderung	dar.	Brockmann	et	al.	fanden	jedoch	bei	3	von	8	obduzierten	GBM-

Patienten	einen	Anhalt	 für	 thrombembolisch	bedingte	Todeseintritte	 [39].	Darüber	

hinaus	 wurde	 in	 der	 Studie	 von	 Fisher	 et	 al.	 auch	 ein	 erhöhtes	 Risiko	 für	 die	

Entwicklung	 von	 kardiovaskulären	 Erkrankungen	 wie	 Herzinsuffizienz,	 Herzinfarkt	

und	Koronarer	Herzkrankheit	bei	GBM-Patienten	festgestellt	[36].		

Die	 genauen	 Ursachen,	 die	 zu	 diesem	 prokoagulatorischen	 Potential	 des	 GBM	

beitragen,	 sind	 unzureichend	 geklärt.	 Bis	 dato	 ermittelte	 Risikofaktoren	 stellen	

Beinparesen,	 reduzierte	 Mobilität,	 die	 Therapie	 mit	 Kortikosteroiden	 sowie	

osmotisch	 aktive	 Infusionen	 zur	 Senkung	 des	 Hirndrucks,	 Chemotherapie	 und	

plasmatische	 Veränderungen	 dar	 [37,	 38].	 	 Bezüglich	 des	 plasmatischen	 Einflusses	

wurden	bis	 jetzt	erhöhte	Spiegel	von	Tissue	 factor	 (TF)	 	und	Plasminogen	activator	

inhibitor,	 sowie	 reduzierte	 Spiegel	 von	 Tissue	 plasminogen	 activator	 bei	 GBM-

Patienten	 identifiziert	 [10].	 Der	 Einfluss	 der	 primären	 Hämostase	 auf	 das	

prokoagulatorische	 Potential	 von	 GBM-Patienten	 ist	 bislang	 unzureichend	

charakterisiert.		

1.2.2	Sphingosin-1-Phosphat	und	das	Tumormikromilieu	im	GBM		

Das	 Tumormikromilieu	 des	 GBM	 enthält	 viele	 verschiedene	 Zellarten,	 ist	 sehr	

heterogen	aufgebaut	und	wesentlich	 für	die	Pathologie	des	Tumors.	Es	 finden	sich	

dort	 in	 enger	 Beziehung	 Tumorzellen	 (Tumorstammzellen	 und	 nicht-
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Tumorstammzellen)	 und	 nichttumoröse	 Zellen	 des	 umgebenden	 Stromagewebes	

(Mikroglia,	 Astrozyten,	 Fibroblasten,	 Endothelzellen).	 Die	 Bedeutung	 dieses	

Mikromilieus	 liegt	 in	 der	 besonderen	 Interaktion	 zwischen	 Tumorzellen	 und	 nicht-

Tumorzellen,	 welche	 insgesamt	 der	 Förderung	 der	 Tumorentwicklung	 und	 dessen	

Progression	 dienen	 [40].	 Besonders	 hervorzuheben	 ist	 hierbei	 die	 Interaktion	

zwischen	 Tumorzellen	 und	 den	 Tumor-assoziierten-Makrophagen	 (TAM),	 den	

residenten	Mikrogliazellen	im	Tumorgewebe	und	den	aus	der	Peripherie	rekrutierten	

Makrophagen	[40,	41].	TAM	existieren	in	2	Phänotypen,	dem	M1-	und	M2-Phänotyp.	

Während	der	M1-Phänotyp	mit	entzündlichem	Geschehen,	Immunabwehr	sowie	der	

Tumorkontrolle	 assoziiert	 ist,	 stellt	 der	 M2-Phänotyp	 einen	 eher	 konträren,	

antiinflammatorischen,	 homöostaseerhaltenden	 und	 tumorsupportiven	 Phänotyp	

dar	[40,	41].	Das	GBM	sorgt	aktiv	durch	Chemokin-Sekretion	für	die	Ansiedlung	und	

Umwandlung	 der	 TAM	 hin	 zu	 einem	 M2-Phänotyp.	 Es	 zeigt	 sich	 eine	 positive	

Korrelation	 zwischen	dem	Grad	der	histologischen	Malignität	 von	Gliomen	mit	der	

Menge	an	dort	vorherrschenden	M2-TAM	im	Tumorgewebe	[40-42].	

Das	 ubiquitär	 vorkommende	 Signalmolekül	 Sphingosin-1-Phosphat	 (S1P)	 hat	 eine	

wichtige	 Bedeutung	 im	 Tumormikromilieu	 des	 GBM.	 Im	 GBM	 selbst	 ist	 es	 an	

diversen	 Signalwegen	 wie	 der	 Tumorproliferation	 beteiligt	 [43].	 S1P	 ist	 jedoch	 in	

vielen	 weiteren	 Geweben	 und	mannigfaltigen	 Prozessen	 wie	 der	 Zellmotilität,	 der	

Zellproliferation,	 dem	 Zellüberleben	 und	 an	 Entzündungsgeschehen	 beteiligt	 [44,	

45].	Der	 vielfältige	 Einfluss	 dieses	Moleküls	 ergibt	 sich	 unter	 anderem	durch	 die	 5	

unterschiedlichen	 S1P-Rezeptoren	 (S1P-R1-5),	 welche	 nicht	 nur	 je	 nach	 Gewebe	

unterschiedlich	 verteilt	 vorkommen,	 sondern	 auch	 alle	 unterschiedliche	 Effekte	

hervorrufen	 [45].	 Im	 GBM	 werden	 4	 der	 5	 S1P-R	 (S1P-R1-3	 und	 S1P-R5)	

exprimiert	[43].			

S1P	wird	durch	die	Phosphorylierung	von	Sphingosin	durch	Sphingosinkinasen	(SPK)	

generiert	 und	 kann	durch	 S1P-Phosphatasen	dephosphoryliert	 bzw.	durch	die	 S1P-

Lyase	terminal	eliminiert	werden	[41,	43,	45].	Die	S1P-Konzentrationen	zwischen	den	

Geweben	 und	 dem	 Blut	 sind	 in	 engen	 Grenzen	 kontrolliert	 und	 werden	 als	

Schlüsselfaktor	 der	 Signalwirkung	 von	 S1P	 vermutet	 [45,	 46].	 In	 humanem	 Plasma	

liegen	 die	 S1P-Konzentrationen	 für	 gewöhnlich	 im	 unteren	mikromolar	 Bereich,	 in	

den	 Geweben	 sogar	 erheblich	 darunter	 [45].	 Erhöhte	 S1P-Konzentrationen	 sind	 in	
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GBM-Geweben	 nachgewiesen	worden	 [47].	 Ein	Migrationsbestreben	 hin	 zu	 hohen	

S1P-Konzentrationen	 konnte	 im	 Mausmodell	 für	 M1-polarisierte	 Makrophagen	

nachgewiesen	werden	[48].		

S1P	 spielt	 auch	 eine	 maßgebende	 Rolle	 hinsichtlich	 der	 TAM-Polarisierung.	 In	

mehreren	 Studien	 konnte	 gezeigt	 werden,	 dass	 S1P	 die	 Umwandlung	 vom	 M1-

Phänotyp	zum	M2-Phänotyp	begünstigt	[41,	49,	50].	

	

1.3	Der	Thrombozyt	

Der	italienische	Professor	Giulio	Bizzozero	war	1881/82	der	erste,	der	Thrombozyten	

wissenschaftlich	beschrieb	und	international	publizierte	[51].	

Die	 Thrombozyten	 sind	 mit	 einem	 durchschnittlichen	 Durchmesser	 von	 2	-	5	µm	

neben	Erythrozyten	und	Leukozyten	die	kleinsten	Zellen	des	Blutes.	 Sie	entwickeln	

sich	 aus	 Megakaryozyten	 im	 Knochenmark	 neben	 den	 anderen	 Zellen	 der	

Hämatopoese.	Ihre	Lebenszeit	 in	der	Blutzirkulation	beträgt	7	-	10	Tage.	Zusammen	

mit	 Erythrozyten	 sind	 sie	 die	 einzigen	 Zellen,	 die	 keinen	 Zellkern	 mehr	 besitzen.	

Deshalb	können	sie	sich	nicht	durch	Proteinsynthese	an	neue	Situationen	anpassen.	

Sie	sind	jedoch	mit	einer	Vielzahl	von	präsynthetisierten	Proteinen	ausgestattet	und	

kompensieren	 diesen	 Nachteil	 durch	 ihre	 Morphologie	 sowie	 die	 Fähigkeit,	 über	

diverse	Rezeptorsysteme	mit	anderen	Zellen	in	Interaktion	zu	treten	[52,	53].	

Ruhende	 Thrombozyten	 sind	 diskoid	 geformt	 und	 bestehen	 aus	 einer	 nicht	

dehnbaren	 aber	 eingefalteten	 doppelten	 Phospholipidmembran.	 Sie	 besitzen	 ein	

spezielles	 Kanalsystem,	 diverse	 Oberflächenrezeptoren,	 besondere	 intrazelluläre	

Granula	 sowie	 ein	 spezialisiertes	 Zytoskelett,	 welches	 maßgebend	 für	 ihre	

Zellfunktionalität	ist	[53].		

Aktivierte	 Thrombozyten	 erfahren	 eine	 Konformationsänderung	 hin	 zu	 einer	 eher	

amöboid	wirkenden	Gestalt	mit	Ausbildung	zahlreicher	Filopodien	[53].		

Die	Granula	des	Thrombozyten	lassen	sich	 im	elektronenmikroskopischen	Bild	 in	α-	

und	 dichte	 Granula	 unterscheiden.	 Diese	 Granula	 werden	 bei	 der	

Thrombozytenaktivierung	 mit	 der	 Zellmembran	 fusioniert	 und	 die	 enthaltenen	

Substanzen	 werden	 in	 die	 Zellmembran	 integriert	 oder	 in	 den	 Extrazellulärraum	

exozytiert	 [53,	 54].	 Die	 α-Granula	 enthalten	 vorwiegend	 in	 der	 Vesikelmembran	
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integrierte	Zelloberflächenproteine,	wie	zum	Beispiel	P-Selektin	und	GPIIb/IIIa,	aber	

auch	 viele	 lösliche	 Bestandteile	 wie	 Fibrinogen,	 von-Willebrand-Faktor	 (vWF)	 und	

lösliches	P-Selektin	[53].	

In	 den	 dichten	 Granula	 sind	 vor	 allem	 hämostatisch	 aktive	 Moleküle	 wie	

Adenosindiphosphat	(ADP),	Adenosintriphosphat	(ATP),	Serotonin	oder	Calcium	aber	

auch	CD63	zu	finden	[53].	

Thrombozyten	 sind	 vor	 allem	 für	 ihre	 Funktion	 als	 Hauptprotagonisten	 in	 der	

primären	Hämostase	bekannt,	doch	haben	sie	weitaus	mehr	Funktionen.	So	spielen	

sie	in	zahlreichen	anderen	Prozessen	wie	bei	Entzündungen	(Atherosklerose,	Sepsis,	

Arthritis),	 Immunprozessen	 und	 der	 Angiogenese	 eine	 Rolle	 [55].	 Darüber	 hinaus	

können	Thrombozyten	mit	im	Blut	zirkulierenden	Tumorzellen	im	Rahmen	der	Tumor	

cell-induced	 platelet	 aggregation	 (TCIPA)	 interagieren	 [56,	 57].	 Auf	 verschiedenen	

Wegen	 verhindern	 sie	 dabei	 die	 NK-Zell	 vermittelte	 Zelllyse	 und	 begünstigen	

Metastasierung	[58,	59].		
1.3.1	Funktion	wichtiger	thrombozytärer	Oberflächenrezeptoren	

Die	 spezielle	 Charakteristik	 und	 die	 speziellen	 Eigenschaften	 der	 Thrombozyten	

werden	 maßgeblich	 durch	 ihre	 Oberflächenrezeptoren	 und	 Granula	 bestimmt.	

Werden	 Thrombozyten	 aktiviert,	 kommt	 es	 nicht	 nur	 zu	 einer	 morphologischen	

Veränderung,	 sondern	 auch	 zu	 einer	 Veränderung	 der	 Rezeptorexpression	 auf	 der	

Oberfläche	von	Thrombozyten.	Allein	die	Aktivierung	von	Thrombozyten	beruht	auf	

Rezeptorinteraktionen	 mit	 entsprechenden	 Liganden.	 Die	 wichtigsten	

physiologischen	 Thrombozytenaktivatoren	 sind	 Thrombin,	 Thrombin-Rezeptor-

Aktivator-Peptid	 (TRAP),	 ADP	 und	 Thromboxan	 A2.	 Mit	 Hilfe	 der	

Durchflusszytometrie	 und	 entsprechenden	 Antikörpern	 können	 diese	

Veränderungen	erfasst	und	die	Aktivierung	bzw.	Aktivierbarkeit	 von	Thrombozyten	

gemessen	werden	[60,	61].		

Im	 Folgenden	 werden	 die	 für	 die	 vorliegende	 Dissertation	 wichtigsten	

Oberflächenrezeptoren	genauer	beschrieben	(s.	Abb.	1).	

GPIb-IX-V	 ist	 ein	omnivalent	 auf	 Thrombozyten	exprimierter	Rezeptorkomplex,	 der	

der	 Familie	 der	 Leucin-Rich-Repeat-Rezeptoren	 angehört.	 Er	 besteht	 aus	

4	Untereinheiten:	 GPIbα	 (CD42b),	 GPIbβ	 (CD42c),	 GPIX	 (CD42a)	 und	 GPV	 (CD42d).	
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Seine	 Funktionen	 liegen	 in	 der	 Initiation	 der	 Adhäsion	 von	 Thrombozyten	 an	 die	

subendotheliale	 Matrix,	 das	 Endothel	 oder	 auch	 an	 Leukozyten,	 wobei	 GPIbα	

(CD42b)	die	Hauptligandenbindungsstelle	 ist.	Hierüber	bindet	er	unter	anderem	an	

vWF.	Außerdem	ist	der	GPIb-IX-V	an	koagulatorischen	Prozessen	beteiligt,	indem	er	

α-Thrombin,	 FXI,	 FXII,	 FVa	oder	Kininogen	bindet	und	deren	 Interaktion	 fördert.	 Er	

spielt	 weiterhin	 eine	 Rolle	 in	 der	 Zellkommunikation.	 GPIb-IX-V	 ist	 ein	 klassischer	

Thrombozytenmarker.	 Störungen	 dieses	 Rezeptorkomplexes	 führen	 zum	 Bernard-

Soulier-Syndrom	[61-63].	

CD63	 ist	 ein	 Tetraspanin.	 Es	 ist	 in	 dichten	 Granula	 gespeichert	 und	 gelangt	 via	

Granulafusion	 an	 die	 Oberfläche	 von	 aktivierten	 Thrombozyten.	 CD63	 ist	 ein	

spezifischer	Marker	für	aktivierte	Thrombozyten	[54,	62].	

P-Selektin	(CD62p)	 ist	ein	Adhäsionsmolekül	aus	der	Familie	der	C-Typ-Selektine.	Es	

wird	 nicht	 nur	 in	 den	 α-Granula	 von	 Thrombozyten	 gespeichert,	 sondern	 kommt	

auch	 auf	 Endothelzellen	 vor.	 Besonders	 nach	 Thrombozytenaktivierung	 wird	 es	

durch	α-Granula-Fusion	auf	der	Oberfläche	von	Thrombozyten	exprimiert	und	in	die	

Zirkulation	 exozytiert.	 P-Selektin	 ist	 daher	 ebenfalls	 ein	 Marker	 der	

Thrombozytenaktivierung.	 Seine	 Bedeutung	 erlangt	 es	 durch	 seinen	 Gegenspieler,	

den	P-Selektin	Glykoprotein	Liganden-1	(PSGL-1).	Dieser	findet	sich	auf	neutrophilen	

Granulozyten,	Monozyten,	 Lymphozyten	 und	 dendritischen	 Zellen.	 P-Selektin-	 und	

PSGL-1-Interaktionen	 sind	 essenziell	 für	 die	 Bindung	 von	 Leukozyten	 an	

Thrombozyten,	 um	 heterotype	 Konjugate	 zu	 bilden	 oder	 Leukozyten	 an	 verletzten	

Gefäßen	 im	Rahmen	der	Thrombogenese	zu	 rekrutieren.	Darüber	hinaus	 löst	diese	

Interaktion	die	Fibrinbildung	und	das	Thrombuswachstum	aus	[58].	

GPIIb/IIIa	 (αIIbβ3)	 ist	 ein	 Integrin	 und	 fungiert	 als	 Adhäsionsrezeptor.	 Es	 gibt	 2	

Affinitätstatus	 von	 GPIIb/IIIa,	 einen	 niedrig-affinen	 und	 einen	 hoch-affinen.	 Der	

niedrig-affine	GPIIb/IIIa-Rezeptor	ist	nicht	in	der	Lage	Liganden	zu	binden.	Erst	nach	

Thrombozytenaktivierung	 erfolgt	 ein	 Wechsel	 in	 den	 hoch-affinen	 Status	 durch	

intrazelluläre	Signalkaskaden,	die	als	 inside-out-signaling	zusammengefasst	werden.	

In	 seinem	 hoch-affinen	 Zustand	 kann	 der	 GPIIb/IIIa-Rezeptor	 Liganden	 binden,	

bevorzugt	Fibrinogen	und	vWF,	womit	er	maßgebend	zur	Thrombozytenaggregation	

und	 Thrombusbildung	 beiträgt.	 Des	Weiteren	 kann	 er	 Vitronectin,	 Fibronectin	 und	

Thrombospondin	 binden,	 die	 an	 der	 Thrombozytenadhäsion	 mitwirken	 und	
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letztendlich	 auch	 der	 Thrombozytenaggregation	 zuspielen.	 Er	 stellt	 ebenfalls	 einen	

zuverlässigen	Marker	für	die	Thrombozytenaktivierung	dar	[64].		

CD40L	(CD154)	 ist	ein	Transmembranprotein,	welches	als	Ligand	von	CD40	fungiert	

und	 strukturell	 mit	 dem	 Tumornekrosefaktor	α	 (TNF	α)	 verwandt	 ist.	 Die	

ursprüngliche	 Bedeutung	wurde	 an	 aktivierten	 T-Zellen	 entdeckt,	 welche	 über	 die	

CD40L/CD40-Interaktion	den	Kontakt	zu	B-Zellen	herstellen	und	damit	eine	zentrale	

Rolle	 in	 der	 humoralen	 Immunabwehr	 spielen.	 CD40L	 spielt	 aber	 auch	 bei	

Thrombozyten	 eine	 Rolle.	 Diese	 exprimieren	 eine	 basale	 Rate	 von	 CD40L	 und	

speichern	 weiteres	 CD40L	 in	 Granulamembranen.	 Dieses	 wird	 bei	

Thrombozytenaktivierung	 in	 die	 Zellmembran	 integriert	 und	 sogar	 eine	 lösliche	

Variante	 von	 CD40L	 exozytiert.	 B-Lymphozyten,	 Monozyten,	 Endothelzellen	 aber	

auch	 Thrombozyten	 selbst	 können	 CD40L	 via	 CD40	 binden,	 was	 zum	

Entzündungsgeschehen	beiträgt,	Immunreaktionen	initiiert	oder	auch	hämostatische	

Folgen	hervorrufen	kann	[65,	66].	

Weitere	 wichtige	 Rezeptoren	 stellen	 die	 Thrombin-bindenden	 Protease-aktivierten	

Rezeptoren	(PAR)	und	ADP-Rezeptoren	dar.		

Thrombin	 ist	 der	 potenteste	 Thrombozytenaktivator	 über	 die	 Bindung	 an	 PAR.	 Es	

gibt	 4	 Subtypen,	 PAR1-4,	 jedoch	 werden	 nur	 PAR1	 und	 PAR4	 auf	 menschlichen	

Thrombozyten	exprimiert.	PAR1	stellt	den	Hauptbindungspartner	 für	Thrombin	dar.	

Neben	Thrombin	können	auch	thrombinähnliche	Moleküle	wie	TRAP	Thrombozyten	

über	PAR1/4	aktivieren	[62,	67].	

ADP	 stellt	 ein	weiteres	wichtiges	 Thrombozytenaktivierungsmolekül	 dar,	 vor	 allem	

weil	 es	 in	 den	 dichten	 Granula	 von	 Thrombozyten	 gespeichert	 und	 während	 der	

Aktivierung	 exozytiert	 wird.	 ADP	 bindet	 an	 die	 G-Protein-gekoppelten	 Rezeptoren	

P2Y1	 oder	 P2Y12.	 Im	 Vergleich	 zu	 Thrombin	 ist	 ADP	 ein	 schwächerer	

Thrombozytenaktivator,	 der	 die	 morphologische	 Veränderung	 des	 Thrombozyten	

und	die	reversible	Aggregation	initiiert	[62,	68].	
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Werden	 Thrombozyten	 aktiviert,	 kommt	 es	 unter	 anderem	 zu	 einer	 massiven	

Freisetzung	von	S1P.	Thrombozyten	speichern	sehr	viel	S1P,	da	ihnen	die	S1P-Lyase	

zum	Abbau	von	S1P	fehlt	und	es	somit	zur	Akkumulation	kommt	[44,	45].	Ca.	40	%	

des	in	PRP	gemessenen	S1P	ist	auf	thrombozytäre	Freisetzung	zurückzuführen	[45].	

1.3.3	Heterotype	Interaktionen	zwischen	Thrombozyten	und	Leukozyten	

Durch	 heterotype	 Interaktionen	 mit	 immunkompetenten	 Zellen	 wird	 den	

Thrombozyten	eine	immunmodulatorische	Funktion	zu	Teil.		

Thrombozyten-Leukozyten-Konjugate	 gelten	 als	 Surrogat	 proinflammatorischer	

Prozesse	und	sind	in	pathophysiologischen	Prozessen	wie	Atherosklerose	und	Sepsis	

beschrieben	 [65,	 69,	 70].	 Diese	 Konjugatbildung	 wird	 initial	 durch	 die	 bereits	

erwähnte	P-Selektin/PSGL-1-Rezeptorinteraktion	vermittelt	und	bildet	sich	zwischen	

Monozyten	 (TMK),	 Granulozyten	 (TGK)	 und	 Lymphozyten	 (TLK)	 aus	,	 wobei	 die	

quantitativ	 stärkste	 Bindung	 mit	 den	 Monozyten	 stattfindet	 (s.	 Abb.	 1)	 [69].	 Die	

Konjugatbildung	zwischen	Thrombozyten	und	Leukozyten	nimmt	typischerweise	zu,	

wenn	Thrombozyten	stark	aktiviert	sind	[71,	72].	

Abbildung	1:	inaktivierte	und	aktiverte	Thrombozyten	mit	Leukozyteninteraktion	
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Die	Monozyten	werden	durch	diese	Konjugatbildung	aktiviert.	Dadurch	exprimieren	

diese	 mehr	 TF	 und	 proinflammatorische	 Mediatoren	 durch	 rezeptorvermittelte	

Verstärkung	 proinflammatorischer	 Genexpression.	 TMK	 dienen	 somit	 als	

Ausgangspunkt	 für	 das	 Zusammenspiel	 von	 intravaskulärer	 Entzündung	 und	

Hämostase.	 Sie	 stellen	 ein	 Surrogatparameter	 für	 Entzündungsgeschehen	 dar	 und	

sind	ein	sensitiver	Marker	für	aktivierte	Thrombozyten	[69,	71,	72].	

TGK	 bilden	 sich	 vorwiegend	 zwischen	 aktivierten	 Thrombozyten	 und	 neutrophilen	

Granulozyten	 aus,	 jedoch	 in	 geringerem	 Ausmaß	 verglichen	 mit	 TMK.	 Die	

Thrombozyten	 aktivieren	 die	 Granulozyten	 und	 fördern	 deren	 Adhäsions-	 und	

Phagozytosefähigkeit.	 Als	 heterotypes	 Konjugat	 können	 sie	 weitere	 neutrophile	

Granulozyten	 in	 entzündetem	 Gewebe	 rekrutieren.	 Sie	 spielen	 ebenfalls	 eine	

wichtige	Rolle	in	der	Immunabwehr	und	Hämostase	[65,	69,	70].		

TLK	 haben	 die	 geringste	 Bildungsrate.	 In	 der	 Interaktion	 mit	 Lymphozyten	

unterstützen	 die	 aktivierten	 Thrombozyten	 vor	 allem	 T-Helferzellen,	 natürliche	

Killerzellen	 sowie	B-Lymphozyten	 in	deren	 Fähigkeit	 zur	Adhäsion,	Aktivierung	und	

Migration	in	Lymphknoten	sowie	deren	Homing	via	P-Selektin/PSGL-1-Bindung.	Über	

CD40L/CD40-Interaktion	können	TLK	weitere	Lymphozyten	rekrutieren	[69].	

	

1.4	Rolle	der	Thrombozyten	in	der	Pathophysiologie	des	GBM		

Schon	1872	beschrieb	Leopold	Riess	eine	„massive	Erhöhung	der	Thrombozyten“	in	

Patienten	 mit	 Karzinomen	 und	 stellte	 damit	 den	 Zusammenhang	 zwischen	

Thrombozyten	 und	malignen	 Erkrankungen	 her	 [56].	 Eine	 Thrombozytose	 stellt	 in	

vielen	 Tumorleiden	 einen	 ungünstigen	 Prognosefaktor	 hinsichtlich	 einer	 kürzeren	

Überlebenszeit	dar	[56].		

Obwohl	 das	 Potential	 von	 Thrombozyten	 in	 der	 Pathogenese	 von	 Tumoren	 seit	

längerem	bekannt	ist,	gibt	es	doch	relativ	wenige	Arbeiten,	die	den	Zusammenhang	

von	 Thrombozyten	 und	 dem	 GBM	 untersucht	 haben.	 Ein	 Vorreiter	 ist	 das	

Forschungsteam	um	Prof.	Marc	A.	Brockmann.	 In	einer	Arbeit	von	2007	entdeckten	

sie	erstmalig,	dass	die	Thrombozytose	ebenfalls	einen	negativen	Prognosefaktor	für	

GBM-Patienten	darstellt	[39].	Sie	untersuchten	den	Zusammenhang	zwischen	Tumor	

und	 Thrombozytose	 und	 kamen	 in	 darauffolgenden	 Experimenten	 zu	 den	
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Ergebnissen,	die	die	Thrombozytose	am	ehesten	als	Folge	des	GBM-Leidens	erklären	

würden	[73,	74].	Sie	publizierten	2011	eine	Studie,	in	der	sie	die	Interaktion	zwischen	

Thrombozyten	 und	 GBM-Zellen	 in	 vivo	 und	 ex	 vivo	 untersuchten.	 In	 den	 ex	 vivo	

Experimenten	 stellte	 sich	 heraus,	 dass	 in	 GBM-Zellkulturen,	 die	 mit	 den	

Exozytoseprodukten	 aktivierter	 Thrombozyten	 inkubiert	 wurden,	 die	 Proliferation	

und	 Migration	 der	 GBM-Zellen	 anstieg.	 Ebenfalls	 ließ	 sich	 im	 gleichen	

Versuchsaufbau	ein	positiver	Einfluss	dieser	exozytierten	Zytokine	auf	Endothelzellen	

nachweisen.	 Durch	 diese	 Ergebnisse	 angeregt,	 untersuchten	 sie	 diesen	 positiven	

Effekt	 von	 Thrombozyten	 auf	 das	 GBM-Wachstum	 und	 die	 Angiogenese	 in	

Mausmodellen.	Hier	 konnten	 sie	 jedoch	 keinen	 solchen	 Effekt	 nachweisen.	 Zudem	

verglichen	 sie	 humanes	 GBM-Gewebe	 hinsichtlich	 der	 Tumorproliferation	 und	 der	

Gefäßdichte	 im	 Tumor	 in	 Abhängigkeit	 von	 der	 präoperativen	 Thrombozytenzahl.	

Hier	 konnten	 sie	 keine	 signifikante	 Korrelation	 nachweisen.	 Sie	 schlossen	 daraus,	

dass	die	Thrombozytose	lediglich	ein	paraneoplastisches	Phänomen	des	GBM	sei	und	

obwohl	die	ex-vivo-Ergebnisse	einen	tumorsupportiven	Einfluss	auf	das	GBM	zeigten,	

schienen	sie	letztendlich	in	vivo	keine	Rolle	zu	spielen	[74].			

Dass	die	wahre	Bedeutung	von	Thrombozyten	 in	der	Pathogenese	des	GBM	damit	

nicht	 abschließend	 geklärt	 ist,	 zeigt	 eine	 Studie	 von	 2017.	Di	 Vito	 et	 al.	 kamen	 zu	

dem	Ergebnis,	dass	der	von	Thrombozyten	exozytierte	Vascular	endothelial	growth	

factor	 (VEGF)	 wesentlich	 an	 der	 Neovaskularisierung	 des	 GBM	 beteiligt	 ist	 und	

darüber	 hinaus	 in	 Thrombozyten	 von	 GBM-Patienten	 –	 verglichen	 zu	 gesunden	

Kontrollprobanden	–	in	deutlich	höheren	Konzentrationen	vorliegt	[75].	
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2	Zielstellung	und	Hypothesen	

Aus	 dem	 wissenschaftlichen	 Kontext	 wurden	 zu	 Beginn	 der	 Arbeit	 folgende	

Hypothesen	aufgestellt:	

	

1. Die	 Thrombozytenaktivität,	 gemessen	 an	 der	 Oberflächenexpression	

aktivitätsspezifischer	 Antigene	 (CD63,	 P-Selektin,	 CD40L,	 Charakterisierung	 des	

GPIIb/	IIIa)	und	der	Sekretion	von	P-Selektin	in	das	Blutplasma,	ist	bei	Patienten	

mit	GBM	im	Vergleich	zu	gesunden	Kontrollprobanden	gesteigert.		

	

2. Im	 Rahmen	 der	 gesteigerten	 thrombozytären	 Aktivierung	 kommt	 es	 bei	

Patienten	 mit	 GBM	 zu	 einer	 vermehrten	 Bildung	 heterotyper	 Konjugate	 aus	

Thrombozyten	und	Leukozyten.		

	

3. Die	Gesamt-Thrombinbildungskapazität,	 als	Marker	 für	 die	 globale	Hämostase,	

ist	 bei	 Patienten	 mit	 GBM	 im	 Vergleich	 zu	 gesunden	 Kontrollprobanden	

gesteigert.		

	

4. Die	Plasmakonzentration	von	Sphingosin-1-Phosphat,	ist	bei	Patienten	mit	GBM	

im	 Vergleich	 zu	 gesunden	 Kontrollprobanden	 verringert	 und	 kann	 somit	 als	

Marker	einer	systemischen	Antiinflammation	dienen.	
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3	Materialien	

Geräte	

Gerät	 Firma	

Durchflusszytometer	 EMD	Millipore	Corporation	

Zentrifuge	 Thermo	Scientific	

Kühlschrank	#	1	(4°C)	 Viessmann	

Kühlschrank	#	2	(4°C)	 Liebherr	

Gefrierschrank	(-20°C)	 Viessmann	

Gefrierschrank	(-80°C)	 Hans-S.	Schröder	GmbH	

Pipette	(0,5	-	10	µl)	 Eppendorf	

Pipette	(10	-	100	µl)	 Eppendorf	

Pipette	(100	-	1000	µl)	 Eppendorf	

Vortexer	 VWR	International	

LC-MS/MS	(1200L	Triple	Quadrupole	

MS)		

Varian,	Darmstadt	

Prostar	Autosampler	 Varian,	Darmstadt	

Trockenschrank	 Memmert,	Schwabach	

Vortex	Reax	Control	 Heidolph	Instruments,	

Schwabach	

Fluoroskan	Acent	 Thermo	Fisher	

Zorbax	SB-8C-Säule	 Agilent	Technologies	

Wasserbad	Büchi	461	 Büchi	

Infinite	M200	 Tecan	Trading	AG	

	

Fluoreszenzmarkierte	Antikörper	

Antikörper	 Firma	

FITC	Mouse	IgG1	k	Isotope	Control	 BD	Pharmingen	

FITC	Mouse	Anti-Human	CD62P	 BD	Pharmingen	

FITC	Mouse	Anti-Human	CD63	 BD	Pharmingen	

FITC	Mouse	Anti-Human	CD154	

(CD40L)	

BD	Pharmingen	
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PE	Mouse	IgG1,	k	Isotope	Ctrl	(FC)	 BioLegend	

PE	anti-human	CD45	 BioLegend	

APC	Mouse	IgG1,	k	Isotope	Ctrl	(FC)	 BioLegend	

APC	anti-human	CD42b	 BioLegend	

APC	anti-human	CD11b	 BioLegend	

Fibrinogen	Oregon	Green	488	

conjugate	(from	human	plasma)	

Life	Technologies	(Thermo	

Fisher	Scientific)	

	

Sonstige	Reagenzien	

Reagenz	 Firma	

TRAP	 Biosyntan	

ADP	(Adenosine	5’-diphosphate	sodium	

salt)	

SIGMA	

Tirofiban,	Hydrochloride	Hydrate	 SIGMA	

BD	FACS(TM)	Lysing	Solution	 BD	Pharmingen	

Guava	ICF(R)	Instrument	Cleaning	Fluid	 EMD	Millipore	Corporation	

Tyrodepuffer	 laborinterne	Herstellung	(s.	

Anhang)	

PBS	 laborinterne	Herstellung	

(s.Anhang)	

Acetonitril	(AcN)	 Merck	KGaA,	Darmstadt	

Ameisensäure	 Fluka	Chemie,	Steinheim	

Fetales	Kälberserum	(FCS)	 Invitrogen,	Karlsruhe	

Methanol	 Merck	KGaA,	Darmstadt	

S1P	 Avanti	Polar	Lipids,	Alabaster,	

Alabama	

S1P-d7	 Avanti	Polar	Lipids,	Alabaster,	

Alabama	

Sigmacote®	 Sigma-Aldrich	Chemie	GmbH,	

München	

Wasser	für	HPLC	 Merck	KgaA,	Darmstadt	
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Thrombin	Calibrator	 Thrombinoscope	BV	

PPP-Reagent	 Thrombinoscope	BV	

PRP-Reagent	 Thrombinoscope	BV	

Fluo-Buffer	 Thrombinoscope	BV	

FluCa-Kit	 Thrombinoscope	BV	

Platinum	ELISA	Kit	 Affymetrix	eBioscience	

	

Puffer	und	Lösungen	

LC/MS-MS	 Zusammensetzung	

AcN	80	%	 80%	(v/v)	AcN	in	Wasser	für	HPLC	

Fließmittel	A	 0,1%	(v/v)	Ameisensäure	in	Wasser	für	HPLC	

Fließmittel	B	 0,1%	(v/v)	Ameisensäure	in	AcN/Methanol	

(50/50,	v/v)	

	

Laborbedarf	

Utensil	 Firma	

Butterfly	(Safety-Lok™	Blood	

Collection	Set)	21	G	

Becton,	Dickinson	and	

Company	

Monovetten	Hirudin	(2,7	ml)	 Sarstedt	

Vacutainer	Citrat	(2,7	ml)	 Becton,	Dickinson	and	

Company	

Probenröhrchen	1,5	ml	farblos,	mit	

Längsstegen	

Biozym	

Schraubverschlüsse,	farblich	gemischt	 Biozym	

Pipettenspitzen	(100	-	1000	µl)	 Ratiolab	

Pipettenspitzen	(50	-	1000	µl)	 Eppendorf	

Pipettenspitzen	(10	-	100	µl)	 Sarstedt	

Pipettenspitzen	(0,5	-	10	µl)	 VWR	International	

Safe-Lock	Tubes	(2	ml)	 Eppendorf	

Safe-Lock	Tubes	(1,5	ml)	 Eppendorf	
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Safe-Lock	Tubes	(0,5	ml)	 Eppendorf	

Pipetboy	Acu	 Integra	

Serological	Pipette	(5	ml)	 Sarstedt	

Serological	Pipette	(25	ml)	 Sarstedt	

Falcon-Tube	50	ml	 Sigma-Aldrich	Chemie	GmbH,	

München	

96-well-Polypropylenplatte	(F-Boden)	 Greiner	bio-one,	

Frickenhausen	

Zorbax	SB-8C-Säule	 Agilent	Technologies	

	

Software	

Software	 Hersteller	 Version	

guavaSoft	(TM)	software	 EMD	Millipore	

Corporation	

2.6	

GraphPad	PRISM	 GraphPad	Software,	Inc.	 6.0	c	

Varian	MS	Workstation,	Version	

6.9	
Agilent	Technologies	 6.9	

Thrombinoscope,	Version	5.0	 Thrombinoscope	BV	 5.0	

Tecan	i-control	 Tecan	Trading	AG	 3.8.2.0	
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4	Methoden	

4.1	Patientenrekrutierung	und	Präanalytik	

Die	Ethikkommission	der	Universitätsmedizin	Greifswald	erteilte	ein	positives	Votum	

zu	 der	 vorliegenden	 Studie.	 Vor	 Blutentnahme	 wurden	 die	 Patienten	 bzw.	

Kontrollprobanden	ausführlich	über	den	Zweck	und	Nutzen,	sowie	die	verbundenen	

Risiken	 der	 Studie	 aufgeklärt.	 Die	 Einwilligung	 erfolgte	 freiwillig	 durch	 schriftliches	

Einverständnis.	

Da	 die	 vorliegende	 Studie	 auf	 Blutanalysen	 von	 GBM-Patienten	 vor	 jeder	 Art	 von	

Therapie	 abzielte,	wurden	 im	Studienzeitraum	alle	 konsekutiven	Patienten	 (n	=	27)	

nach	 bildgebender	 Diagnostik	 mit	 Verdacht	 auf	 ein	 GBM	 eingeschlossen.	 Die	

histopathologische	Aufarbeitung	des	Gewebes	ergab	bei	n	=	6	Patienten	eine	andere	

Diagnose	 sodass	 final	 n	=	21	 erstdiagnostizierte	 GBM-Patienten	 eingeschlossen	

werden	konnten.		

Eine	 geeignete	 Kontrollprobandengruppe	 wurde	 durch	 alters-	 und	

geschlechtsübereinstimmende	 Profilerhebung	 generiert	 und	 unter	 den	 elektiv	

aufgenommenen	 Patienten	 der	 Klinik	 und	 Poliklinik	 für	 Neurochirurgie	 Greifswald	

ausgesucht.	Grundvoraussetzung	für	die	Aufnahme	in	die	Kontrollprobandengruppe	

war	 das	 Nichtvorhandensein	 von	 malignen,	 systemischen	 oder	 intrakraniellen	

Erkrankungen	und	/	oder	einer	akuten	Schmerzsymptomatik	(vgl.	Abb.	2).	

Die	 Blutentnahme	 erfolgte	 aus	 einer	 superfiziellen	 Kubitalvene.	 Für	 die	

durchflusszytometrischen	 Untersuchungen	 wurde	 sich	 an	 ein	 etabliertes	

Blutentnahmeprotokoll	zum	Umgang	mit	Thrombozyten	von	der	European	Working	

Group	 on	 Clinical	 Cell	 Analysis	 gehalten	 [76].	 Um	 die	 für	

Thrombozytenaktivierungsmessungen	wichtige	Kalziumhomöostase	unbeeinträchtigt	

zu	 lassen,	wurde	mit	Hirudin	 als	 Antikoagulanz	 gearbeitet.	 Die	 Blutstauung	 für	 die	

entsprechende	 Venenpunktion	 wurde	 auf	 ein	 Minimum	 reduziert.	 Nach	 der	

Venenpunktion	 wurden	 die	 ersten	 5	 ml	 des	 gewonnen	 Blutes	 verworfen.	 Die	

protokollarische	 Aufarbeitung	 des	 Blutes	 im	 Rahmen	 der	

Thrombozytenaktivierungsmessungen	 begann	 binnen	 10	 min	 nach	

Blutentnahme	[76].	
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Zusätzlich	wurde	aus	Zitrat-antikoaguliertem-Blut	Plättchenreiches-Plasma	(PRP)	und	

Plättchenarmes-Plasma	 (PPP)	 hergestellt	 und	 bei	 -80°C	 tiefgefroren,	 um	 dieses	 für	

die	 konsekutiven	 Analysen	 zur	 Bestimmung	 von	 löslichem	 P-Selektin,	

Sphingosin-1-Phosphat	und	der	Gesamt-Thrombinbildungskapazität	zu	verwenden.		

	

	

	

	

4.2	 Bestimmung	 der	 Thrombozytenaktivität	 und	 der	 Bildung	 heterotyper	

Thrombozyten-Leukozyten-Konjugate	

Die	 Bestimmung	 der	 Thrombozytenaktivität	 und	 die	 Bildung	 von	 heterotypen	

Thrombozyten-Leukozyten-Konjugaten	 fand	mit	der	Durchflusszytometrie	 statt.	Die	

Etablierung	 des	 Studienprotokolls	 erfolgte	 stufenweise	 und	 parallel	 zu	 den	

konsekutiven	 Patientenvermessungen.	 Unterschiedliche	 n-Zahlen	 in	 Bezug	 auf	

einzelne	Studienparameter	sind	dadurch	bedingt.	

4.2.1	Durchflusszytometrie	als	Methode		

Die	 Durchflusszytometrie	 ist	 ein	 laserbasiertes	 Analyseverfahren,	 bei	 der	

Zellsuspensionen	vermessen	werden	können.	Dabei	wird	eine	Probe	mit	konstanter	

Durchflussgeschwindigkeit	 durch	 eine	 Kapillare	 transportiert,	 wodurch	 sich	 hierin	

27	Patienten	
Konsekutiv	aufgenommen	
mit	Verdacht	auf	GBM	

6	Patienten	
mit	anderer	Erkrankung	als	

GBM	

21	Patienten	
mit	histopathologisch	
gesichertem	GBM	

21	Kontrollprobanden	
Keine:	

1.  maligne	Erkrankung	
2.  systemische	Erkrankung	
3.  intrakranielle	Erkrankung	
4.  akute	Schmerzsymptomatik	
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Alters-	und	
geschlechtsüber
einstimmende	
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Abbildung	2:	Fließschema	der	Patienten-	und	Probandenauswahl	
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enthaltene	 Zellen	 hintereinander	 aufreihen.	 Dies	 ermöglicht	 die	 Einzelvermessung	

der	 Zellen	 durch	 mindestens	 einen	 Laser.	 Das	 lineare	 Laserlicht	 wird	

zellcharakteristisch	 abgelenkt	 und	 durch	 Detektoren	 aufgefangen.	 Durch	 das	

abgelenkte	Vorwärtstreulicht	 (FSC)	und	Seitwärtstreulicht	 (SSC)	können	Zellen	 ihrer	

Größe	bzw.	Granularität	nach	identifiziert	werden.	

Zusätzlich	 können,	 durch	 fluoreszenzmarkierte	 Antikörper,	 neben	 der	

morphologischen	 Charakterisierung	 weitere	 Fragen	 beantwortet	 werden.	 Diese	

können	 durch	 Laser	 angeregt	 und	 somit	 zum	 fluoreszieren	 gebracht	 werden.	 Die	

durch	 die	 Fluoreszenzmoleküle	 spezifisch	 emittierten	 Lichtwellen	 werden	 mit	

weiteren	Detektoren	registriert.	Über	das	Fluoreszenzverhalten	der	einzelnen	Zellen	

können	Rückschlüsse	über	die	Antikörperbindung	getroffen	werden	[77-79].	

Für	die	vorliegende	Studie	wurde	ein	Durchflusszytometer	der	Firma	EMD	Millipore	

Corporation	verwendet	und	mit	Hilfe	der	Software	Guava	soft™	ausgewertet.	

4.2.2	Probenprozessierung	zur	Messung	der	Thrombozytenaktivität	

Zur	 Quantifizierung	 der	 Thrombozytenaktivität	 wurde	 zunächst	 PRP	 hergestellt.	

Hiernach	wurde	die	Expression	folgender	Marker	durchflusszytometrisch	bestimmt:		

• CD42b	

• CD62p	(P-Selektin)		

• CD63	(Platelet-Activation-Antigen)	

• CD154	(CD40L)	

• Fibrinogenanbindung	 (indirekte	 Quantifizierung	 der	 aktivierten	 GPIIb/IIIa-

Expression)	

Es	 wurde	 sowohl	 die	 basale	 Thrombozytenaktivität	 als	 auch	 die	 ex-vivo-

Thrombozytenreaktivität	 auf	 die	 thrombozytären	 Agonisten	 ADP	 oder	 TRAP	

gemessen.		

Aus	 mit	 Hirudin	 antikoaguliertem	 Vollblut	 wurde	 durch	 Zentrifugation	 PRP	

hergestellt.	 Das	 PRP	 wurde	 anschließend	 1:3	mit	 Tyrodepuffer	 verdünnt,	 um	 eine	

Kontaktaktivierung	 der	 Thrombozyten	 zu	 vermindern	 [78].	 Es	 folgte	 die	

Thrombozytenstimulation	 mit	 ADP	 (50µM)	 oder	 TRAP	 (25µM)	 in	 je	 200	µl	

verdünntem	PRP	für	10	min,	um	ein	hohes	prokoagulatorisches	und	Thrombozyten-

aktivierendes-Potential	zu	 imitieren	[80].	Hiernach	wurden	monoklonale	Antikörper	
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oder	 Isotypkontrollen	 zugegeben	 und	 für	 15	min	 im	Dunkeln	 bei	 Raumtemperatur	

inkubiert.			

Für	 die	 Messung	 der	 Fibrinogenanbindung	 an	 aktivierten	 GPIIb/IIIa	 wurde	

abweichend	 vorgegangen.	Hierzu	wurde	das	 verdünnte	PRP	 zunächst	 aufgeteilt.	 In	

den	 ersten	 Anteil	 wurde	 der	 GPIIb/IIIa-Antagonist	 Tirofiban	 als	 Negativkontrolle	

zugegeben	und	 für	15	min	 inkubiert.	Der	 zweite	Anteil	 verblieb	unbehandelt.	Nach	

der	 Inkubationszeit	 wurde	 in	 den	 ersten	 und	 den	 zweiten	 Anteil	 Fibrinogen	

hinzugegeben	 und	 für	 weitere	 5	min	 inkubiert.	 Daraufhin	 erfolgte	 die	

Thrombozytenstimulation	mit	ADP	(50	µM)	bzw.	TRAP	(25	µM)	für	10	min.			

Neben	den	Stimulationsansätzen	mit	ADP	und	TRAP	wurde	jeweils	eine	Kontrolle		

ohne	 Stimulation	 mitgeführt.	 Nach	 Abwarten	 der	 Inkubationszeit	 wurden	 alle	

Reaktionen	in	den	Ansätzen	mit	0,4	ml	Phosphat	buffered	saline	(PBS)	gestoppt	und	

unverzüglich	durchflusszytometrisch	vermessen	(vgl.	Abb.	3).	
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4.2.3	Probenprozessierung	zur	Messung	der	Bildung	von	heterotypen	Konjugaten	

Für	 die	 Vermessung	 heterotyper	 Konjugate	 wurden	 Thrombozyten	 in	 Hirudin	

antikoaguliertem	Vollblut	in	je	800	µl	mit	ADP	oder	TRAP	für	10	min	stimuliert.	Eine	

Probe	 ohne	 Stimulation	 diente	 zur	 Kontrolle.	 Hiernach	 erfolgte	 die	 Färbung	 mit	

monoklonalen	 Antikörpern	 oder	 Isotypkontrollen	 für	 15	min	 im	 Dunkeln	 bei	

Raumtemperatur.	 Es	 folgte	 eine	 Erythrozytenlyse	 mit	 zwei	 Waschschritten.	 Nach	

dem	Waschprozess	 erfolgte	 unverzüglich	 die	 durchflusszytometrische	 Vermessung	

(vgl.	Abb.	3).	

4.2.4	Analyse	durchflusszytometrischer	Experimente	

Die	 Thrombozyten	 wurden	 anhand	 ihrer	 Streulichteigenschaften	 im	 FSC-SSC-plot	

sowie	der	thrombozytenspezifischen	Anbindung	von	CD42b	charakterisiert	(Abb.	4	A	

und	 B).	 In	 der	 damit	 definierten	 Thrombozytenpopulation	 wurden	 die	 Signale	 für	

Hirudin	antikoaguliertes	Vollblut	

heterotype	Konjugate	 Thrombozytenaktivierung	

Herstellung	von	PRP	und	
Verdünnung	1:3	

CD42b,	P-Selektin,	CD63,	
CD154	

Fibrinogenanbindung	an	den	aktivierten	GPIIb/IIIa	

Tirofibanblock	

Zugabe	von	Fibrinogen	

Durchflusszytometrische	Vermessung	

Zugabe	von	
•  Isoytp	
•  CD42b	
•  CD11b	

Erythrozytenlyse	

kein	Block	

Stimulation	

nicht	stimuliert	

ADP	50µM	

TRAP25µM	

Zugabe	von	
•  Isotyp	
•  CD42b	
•  P-Selektin	
•  CD63	
•  CD154	

Stimulation	

nicht	stimuliert	

ADP	50µM	

TRAP25µM	

Vollblut	

Abbildung	 3:	 Fließschema	 der	 Probenaufbereitung	 zur	 Messung	 der	

Thrombozytenaktivität	sowie	Thrombozyten-Konjugat-Bildung	
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CD63,	 P-Selektin,	 CD40L	 und	 Fibrinogen	 gemessen.	 Als	 Negativkontrolle	 in	 den	

Messungen	 zu	 CD63,	 P-Selektin	 und	 CD40L	 dienten	 die	 jeweiligen	 Isotypen	

(Abb.	4	C).	

Für	die	 spezifische	Fibrinogenanbindung	an	GPIIb/IIIa	wurde	die	Differenz	aus	dem	

medianen	Fluoreszenzsignal	der	absoluten	Fibrinogenanbindung	mit	dem	medianen	

Fluoreszenzsignal	 der	 Fibrinogenanbindung	 nach	 GPIIb/IIIa-Blockade	 mit	 Tirofiban	

gebildet	(Abb.	4	D).	

	

	
Abbildung	4:	Gating	und	Auswertstrategie	für	die	Thrombozytenaktivierung	

Anhand	 der	 thrombozytenspezifischen	 Streulichteigenschaften	 im	 FSC-SSC-plot	 wurde	 die	

Thrombozytenpopulation	definiert	 (Population	1	 in	A)	und	durch	die	Anbindung	von	CD42b-APC	als	

solche	identifiziert	(B).	In	der	Thrombozytenpopulation	wurde	die	Anbindung	der	Isotypen	gemessen	

und	 die	 Grenze	 für	 die	 positiven	 Ereignisse	 bestimmt.	 Die	 Messung	 der	 mAK-Signale	 erfolgte	 in	

Prozent	 der	 positiven	 Ereignisse	 über	 die	 Isotypengrenze	 hinaus	 (C).	 Für	 die	 Bestimmung	 der	

Fibrinogenanbindung	 wurde	 die	 Differenz	 aus	 der	 medianen	 Fluoreszenzintensität	 der	

Fibrinogenanbindung	mit	der	Fibrinogenanbindung	nach	vorheriger	Tirofibanblockade	gebildet	(D).	
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Die	Leukozytenpopulation	wurde	durch	ihre	spezifischen	Streulichteigenschaften	im	

FSC-SSC-plot	 eingegrenzt	 (Abb.	 5	 A).	 Einzelne	 Subpopulationen	 (Monozyten,	

Granulozyten,	 Lymphozyten)	 wurden	 durch	 die	 Anbindung	 von	 CD45	 und	 der	

Charakteristischen	 Abbildung	 im	 SSC	 definiert	 (Abb.	 5	 B).	 Die	 Messung	 der	

Thrombozyten-Leukozyten-Konjugate	 erfolgte	 durch	 die	 CD42b-Anbindung	 in	 der	

jeweiligen	Subpopulation.	Analog	wurde	die	CD11b-Anbindung	erfasst.	Es	wurde	die	

mediane	 Fluoreszenzintensität	 der	 jeweiligen	 Antikörper	 bestimmt.	 Die	

unspezifische	 Antikörperanbindung	 wurde	 durch	 Differenzbildung	 der	 medianen	

Fluoreszenzintensität	 der	 Antikörper	 mit	 der	 medianen	 Fluoreszenzintensität	 des	

Isotyps	errechnet	(Abb.	5	C	und	D).	

	

	
Abbildung	5:	Gating	und	Auswertstrategie	 für	die	Bildung	heterotyper	Thrombozyten-Leukozyten-

Konjugate	

Anhand	der	Streulichteigenschaften	 im	FSC-SSC-plot	wurde	die	Leukozytenpopulation	bestimmt	 (A).	

Mit	 CD45-PE	 und	 dem	 SSC	 erfolgte	 die	 Unterscheidung	 zwischen	 Lymphoyzten,	 Granulozyten	 und	

Monozyten	 (B).	 Für	 die	 mAK-Messungen	 und	 Isotypkontrollen	 wurde	 die	 mediane	

Fluoreszenzintensität	bestimmt	(Isotyp	(C)	und	CD42b-mAK	(D)).	
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4.3	Bestimmung	des	gesamten	zirkulierenden	P-Selektins	

Die	 Bestimmung	 des	 gesamten	 thrombozytären	 P-Selektins	 im	 Plasma	 erfolgte	 in	

PRP	mittels	Enzyme-linked	Immunosorbent	Assay	(ELISA).	

4.3.1	ELISA	als	Methode	

Die	 ELISA	 basiert	 auf	 dem	 Prinzip	 der	 Antikörper-Antigenbindung.	 Die	 für	 diese	

Arbeit	 verwendete	 Methode	 entspricht	 der	 Sandwich-ELISA	 und	 wurde	 mit	 Hilfe	

eines	fertigen	Human	P-selectin	Platinum	ELISA-Kits	(eBioscience)	für	den	Nachweis	

von	humanem	P-Selektin	durchgeführt	[81,	82].	

4.3.2	Versuchsdurchführung	und	Probenprozessierung	

Für	 den	 Serumnachweis	 von	 P-Selektin	 wurde	 aufgetautes	 PRP	 verwendet.	 Das	

verwendete	 ELISA-Kit	 wurde	 nach	 der	 entsprechenden	 Verwendungsempfehlung	

vorbereitet	und	durchgeführt.		

Auf	 einer	 Mikrotiterplatte	 wurden	 die	 entsprechenden	 Ansätze	 für	 die	 Proben,	

blanks	 und	Kontrollen	definiert.	 Jeder	Ansatz	wurde	dabei	 doppelt	 angelegt.	 Jedes	

well	 wurde	 2	Mal	mit	 jeweils	 400	µl	Waschpuffer	 für	mindestens	 10	s	 gewaschen.	

Anschließend	 wurden	 Proben,	 Kontrollen	 und	 blanks	 nach	 dem	 Studienprotokoll	

1:10	 verdünnt	 hinzugefügt.	 Es	 wurde	 Horseradish	 Peroxidase	 (HRP)	 hinzugegeben	

und	für	2	Stunden	bei	Raumtemperatur	auf	einem	Microplate	Shaker	inkubiert.	Nach	

der	 Inkubationszeit	 wurden	 die	 wells	 3	 Mal	 nach	 oben	 erwähntem	 Schema	

gewaschen.	 Es	 wurde	 anschließend	 Tetramethyl-Benzidin	 (TMB)	 zu	 allen	 Ansätzen	

hinzugegeben.	 Nach	 einer	 30-minütigen	 Inkubation	 im	 Dunkeln	 wurde	 die	

Enzymreaktion	mit	Stop	Solution	gestoppt.	Die	Enzymreaktion	wurde	unmittelbar	in	

einem	 Spectro-Photometer	 bei	 450	nm	 als	 primäre	 Wellenlänge	 und	 620	nm	 als	

Referenzwellenlänge	analysiert	(vgl.	Abb.	6).		
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4.3.3	Auswertungsstrategie		

Aus	 den	 entsprechend	 doppelt	 angelegten	 Proben	wurde	 der	 jeweilige	Mittelwert	

der	 Messungen	 gebildet.	 Anschließend	 erfolgte	 die	 Erstellung	 einer	

Kalibrierungsgeraden	 mit	 Hilfe	 der	 Kontrollproben.	 Die	 sich	 daraus	 ergebende	

lineare	Gleichung	wurde	genutzt,	um	alle	ermittelten	Mittelwerte	entsprechend	der	

Kalibrierung	anzupassen.	Der	Verdünnungsfaktor	wurde	ebenfalls	berücksichtigt	und	

miteingerechnet.	 Anschließend	wurde	 aus	 den	High-Control-Werten	 der	 jeweiligen	

Vermessungstage	ein	Faktor	gebildet,	mit	dem	alle	Messwerte	multipliziert	wurden.	

Es	erfolgte	die	statistische	Auswertung	der	angepassten	Daten.	

	

PRP	 Aufbereitung	nach	Verwendungsempfehlungen	

Waschen	der	Microwell-Platte	2	Mal	

Zugabe	von	HRP	

Waschprozess	3	Mal	

Zugabe	von	TMB	

2	h	Inkubation	

30	min	Inkubation	

Zugabe	von	Stop	Solution	mit	anschließender	Vermessung	

Auftragung	der	Proben	1:10	verdünnt	

	 1	 2	 3	 4	
A	 Standard	1		

(40mg/ml)	
Standard	5		
(2,5mg/ml)	

Sample	1	 Sample	5	

B	 Standard	1		
(40mg/ml)	

Standard	5	
(2,5mg/ml)	

Sample	1	 Sample	5	

C	 Standard	2		
(20mg/ml)	

Standard	6	
(1,25mg/ml)	

Sample	2	 Sample	6	

D	 Standard	2	
	(20mg/ml)	

Standard	6	
(1,25mg/ml)	

Sample	2	 Sample	6	

E	 Standard	3	
	(10mg/ml)	

Standard	7	
(0,63m/ml)	

Sample	3	 Sample	7	

F	 Standard	3	
(10mg/ml)	

Standard	7	
(0,63mg/ml)	

Sample	3	 Sample	7	

G	 Standard	4		
(5mg/ml)	

Blank	 Sample	4	 Etc.	

H	 Standard	4		
									(5mg/ml)	

Blank	 Sample	4	 Etc.	

	

Abbildung	6:	Fließschema	der	Probenaufbereitung	zur	Messung	von	P-Selektin	in	PRP	mittels	ELISA	
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4.4	Bestimmung	von	zirkulierendem	Sphingosin-1-Phosphat	

Der	 Plasmaspiegel	 von	 S1P	 wurde	 mittels	 Flüssigkeitschromatographie-Tandem-

Massenspektrometrie	in	PRP	und	PPP	bestimmt.		

4.4.1	Flüssigkeitschromatographie-Tandem-Massenspektrometrie	als	Methode	

Die	 Quantifizierung	 der	 S1P-Konzentration	 erfolgte	mittels	 LC-MS/MS	 in	 PRP	 bzw.	

PPP	 von	GBM-Patienten	 bzw.	 Kontrollprobanden.	 Die	Massenspektrometrie	 ist	 ein	

Verfahren,	welches	auf	dem	Prinzip	basiert,	gasförmige	 Ionen	anhand	 ihres	Masse-

Ladungs-Verhältnisses	aufzutrennen	und	zu	detektieren.	Die	aufgearbeiteten	Proben	

wurden	 vor	 der	Messung	mittels	 Flüssigkeitschromatographie	 fraktioniert,	 d.h.	 die	

enthaltenen	Moleküle	wurden	anhand	ihrer	unpolarität/lipophilie	aufgetrennt.	

Die	Messungen	wurde	 dankenswerterweise	 durch	 eine	 befreundete	Arbeitsgruppe	

um	 Prof.	 Dr.	 Edzard	 Schwedhelm	 und	 Dr.	 Eileen	 Moritz	 am	 Institut	 für	 klinische	

Pharmakologie	 und	 Toxikologie,	 Universitätsklinikum	 Hamburg-Eppendorf	

durchgeführt	und	nach	einem	etablierten	Protokoll	 auf	Grundlage	einer	von	Reidy,	

Daum,	Kalhorn	et	al.	entwickelten	Methode	durchgeführt	[83,	84].	

4.4.2	Versuchsdurchführung	und	Probenprozessierung	

Alle	 Eppendorf-Tubes	 und	 Mikrotiterplatten	 wurden	 vor	 ihrer	 Verwendung	

silikonisiert.	Zur	Deproteinisierung	des	PRPs	bzw.	PPPs	wurden	350	µl	AcN	(80%	AcN	

in	H2O)	 in	einem	1,5	ml-Eppendorf-Tube	 vorgelegt.	Anschließend	wurden	20	µl	des	

internen	 Standards	 (1	µmol/l	 [16,17,18-2H7-S1P]	 (S1P-d7))	 und	 20	µl	 des	 PRP	 bzw.	

PPP	hinzu	pipettiert.	Die	befüllten	Eppendorf-Tubes	wurden	dann	für	1	min	gründlich	

gevortext	 und	 15	min	 bei	 10.000	 x	 g	 und	 4°C	 zentrifugiert.	 Jeweils	 100	µl	 des	

Überstandes	wurden	in	ein	well	einer	96-well-Mikrotiterplatte	transferiert.	

Für	die	Kalibrierung	wurden	Kalibratoren	mit	0	µM,	0,1	µM,	0,3	µM,	1	µM	und	3	µM	

durch	 entsprechende	 Verdünnung	 der	 S1P-Stammlösung	 (10	µM	 S1P-

Standardsubstanz)	mit	FCS	hergestellt.	Diese	Kalibratoren	wurden	analog	zur	vorher	

beschriebenen	 Probenaufarbeitung	 mit	 AcN	 deproteinisiert	 und	 auf	 jeder	

Mikrotiterplatte	in	aufsteigender	Konzentration	aufgetragen.	

Um	 die	 Vergleichbarkeit	 der	 Mikrotiterplatten	 zu	 überprüfen,	 wurden	 pro	

Mikrotiterplatte	 jeweils	eine	 sog.	quality	 control	 low	mit	0,3	µM	S1P	und	eine	 sog.	
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quality	control	high	mit	1	µM	S1P	als	Duplikat	aufgetragen.	Die	Aufarbeitung	dieser	

Qualitätskontrollen	 wurde	 analog	 zu	 den	 Proben	 und	 Kalibratoren	 durchgeführt	

(s.o.).	

Pro	Probe	wurden	jeweils	12	µl	in	das	verwendete	HPLC-Gerät	injiziert.	Die	Analyten	

wurden	anschließend	mit	einem	binären	Gradienten	(AcN/Methanol,	Ameisensäure)	

von	der	Zorbax	SB-C8-Säule	eluiert.	

Die	 nachfolgende	 Detektion	 der	 Analyten	 S1P	(380	>	264)	 und	 S1P_d7	(387	>	271)	

erfolgte	mittels	gekoppeltem	Tandem-Massenspektrometer.	

4.4.3	Auswertungsstrategie	

Die	Peakflächen	 (Area	under	 the	 curve)	der	Analyten	wurden	mit	der	Software	MS	

Data	 Review®	 berechnet.	 Mit	 Hilfe	 der	 Peakflächenverhältnisse	 von	 S1P	 und	 dem	

internen	Standard	der	Kalibratoren	wurde	pro	Mikrotiterplatte	eine	Kalibriergerade	

erstellt.	Deren	Steigung	diente	der	rechnerischen	Ermittlung	der	S1P-Konzentration	

der	untersuchten	Proben.	

	

4.5	Thrombin	Generation	Assay	und	Thrombinbestimmung	

4.5.1	Thrombin	Generation	Assay	als	Methode	

Die	Bestimmung	des	Gesamt-Thrombins	erfolgt	mit	dem	sog.	Thrombin	Generation	

Assay.	 Diese	 Methode	 beruht	 auf	 der	 Spaltung	 eines	 Fluoreszenz-gekoppelten	

Substrates	 der	 Serinprotease	 Thrombin.	 Der	Thrombin	Generation	 Assay	 ist	 neben	

den	 Testverfahren	 der	 Thromboplastinzeit	 und	 der	 partiellen	 Thromboplastinzeit	

etabliert	und	deckt	einen	weiteren	Teil	der	Gerinnungsdiagnostik	ab	[85].	

4.5.2	Probenprozessierung	und	Versuchsdurchführung	

Das	Gesamt-Thrombin	wurde	in	PRP	sowie	PPP	von	Probanden	und	GBM-Patienten	

bestimmt.	Der	Versuch	wurde	nach	dem	empfohlenen	und	etablierten	Protokoll	der	

Herstellerfirma	Thrombinoscope	BV	durchgeführt.	

Hierbei	wurden	 auf	 einer	 96-well-Mikrotiterplatte	 in	 doppelter	 Ausführung	 jeweils	

eine	Probe	und	ein	passender	Kalibrator	angelegt.	Da	jedes	Plasma	unterschiedliche	

Fluoreszenzeigenschaften	 hat,	 muss	 jede	 Probe	 mit	 einem	 eigenen	 Kalibrator	
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verglichen	 werden.	 Mit	 Hilfe	 der	 Vermessungssoftware	 wurden	 die	

korrespondierenden	Probenpaare	mit	ihren	Kalibratorpaaren	bestimmt.	

Das	PRP	bzw.	PPP	wurde	1:4	verdünnt.	 Jeweils	80	µl	des	verdünnten	PRP	bzw.	PPP	

wurden	 pro	 well	 vorgelegt.	 Den	 Kalibratoren	 wurde	 20	µl	 Thrombin	 Calibrator	

hinzugefügt.	Zu	den	Proben	wurde	entsprechend	des	Grundmediums	entweder	20	µl	

PRP-Reagent	oder	20	µl	PPP-Reagent	hinzugegeben.	

Anschließend	 wurde	 die	 beladene	 96-well-Mikrotiterplatte	 dem	 Fluorometer	

zugeführt	und	 für	mindestens	5	min	auf	37°C	erwärmt.	Die	Vermessung	wurde	mit	

der	automatischen	Zugabe	von	20	µl	Flu-Ca-Kit	zu	den	jeweiligen	Ansätzen	durch	das	

Versuchsgerät	gestartet.		

4.5.3	Auswertungsstrategie	

Die	Auswertung	erfolgte	mit	Hilfe	der	Software	Throbinoscope.	Es	wurden	die	 lag-

time,	Gesamtthrobinbildung	sowie	die	Spitzenthrombinbildung	betrachtet.	

	

4.6	Statistische	Auswertung	

Die	 statistische	 Auswertung	 erfolgte	mit	 Hilfe	 von	GraphPad	 Prism	 6.0.	 Die	 Daten	

wurden	 mit	 Hilfe	 des	 Shapiro-Wilk-Tests	 auf	 Normalverteilung	 getestet.	 Der	

Vergleich	der	GBM-Gruppe	mit	der	Gruppe	der	Kontrollprobanden	erfolgte	mit	dem	

Mann-Whitney-U-Test.	 Als	 statistisches	 Signifikanzniveau	 wurde	 p	<	0,05	

angenommen.	 Für	 Nominalverteilte	 Daten	 wurde	 der	 exakte	 Test	 nach	 Fisher	

verwendet.	 	
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5	Ergebnisse	 	

5.1	Charakterisierung	der	Patientenkohorte	

Entsprechend	 des	 Profils	 der	 21	 untersuchten	 GBM-Patienten	 (8	weiblich,	

13	männlich,	Durchschnittsalter	71	 Jahre,	Spannweite	55	-	86	 Jahre)	wurden	alters-	

und	 geschlechtsübereinstimmend	 21	 Kontrollprobanden	 (8	weiblich,	 13	männlich,	

Durchschnittsalter	 65	 Jahre,	 Spannweite	 47	-	83	 Jahre)	 rekrutiert.	 Die	 beiden	

Untersuchungsgruppen	 wurden	 hinsichtlich	 ihrer	 Laborparameter	 und	 Medikation	

verglichen.	 Die	 wichtigsten	 Parameter	/	Medikamente	 sind	 in	 Tabelle	 1	 und	 	 2	

zusammengefasst.	 Im	 Labor	 zeigten	 die	 GBM-Patienten	 signifikant	 erhöhte	

Leukozytenzahlen.	Eine	Thrombozytose	lag	in	keiner	der	beiden	Gruppen	vor.	

GBM-Patienten	 unterschieden	 sich	weiterhin	 in	 der	 Einnahme	/	Verabreichung	 von	

Dexamethason,	 welches	 regelmäßig	 zur	 anti-ödematösen	 Therapie	 und	

Hirndrucksenkung	 verabreicht	 wird,	 Levetiracetam	 zur	 Kontrolle	 symptomatischer	

Epilepsien,	Protonenpumpeninhibitoren	zur	Prophylaxe	gastraler	Ulcera	und	Heparin	

zur	 Thromboseprophylaxe,	 welche	 bei	 den	 GBM-Patienten	 entsprechend	 der	

erkrankungspezifischen	Komplikationen	häufiger	angeordnet	wurden	[14].	

	

Tabelle	1	

Vergleich	 ausgewählter	 Laborparameter	 zwischen	 GBM-Patienten	 und	 Kontrollprobanden	 zum	

Zeitpunkt	der	Blutentnahme.	Dargestellt	ist	der	jeweilige	Mittelwert	mit	den	dazugehörigen	Minimal-	

und	Maximalwerten	 in	 Klammern.	Die	 statistische	Analyse	 erfolgte	mit	 dem	Mann-Whitney-U	 Test.	

Als	signifikanter	Unterschied	wurde	p	<	0,05	definiert.	

Laborparameter		 GBM-Patienten	 Kontrollprobanden	 p-Wert	

Thrombozyten	[Gpt/l]	 257	(135	-	383)	 240	(169	-	365)	 0,50	

Thrombozytenvolumen	[fl]	 11	(9,5	-	12,3)	 10,5	(9,6	-	12,9)	 0,10	

Leukozyten	[Gpt/l]	 12,7	(5,4	-	21,8)	 8,2	(4,5	-	19,2)	 0,02	

Hämoglobin	[mmol/l]	 8,4	(7,1	-	9,4)	 8,8	(7,6	-	10,3)	 0,20	

Quick	[%]	 94	(21	-	125)	 101	(74	-	130)	 0,26	
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Tabelle	2	

Vergleich	 der	 Medikamenteneinnahme	 von	 GBM-Patienten	 und	 Kontrollprobanden	 zum	 Zeitpunkt	

der	 Blutentnahme.	 Die	 statistische	 Analyse	 erfolgte	 mit	 dem	 exakten	 Test	 nach	 Fisher.	 Als	

signifikanter	Unterschied	wurde	p	<	0,05	definiert.	

Medikamente	

	 	

GBM-Patienten	

(n	=	21)	

Kontrollprobanden	

(n	=	21)	

p-Wert	

Thrombozytenaggregationshemmer	 0	 0	 1,00	

Falithrom	 0	 0	 1,00	

NMH	 10	 2	 0,01	

Dexamethason	 13	 0	 <	0,01	

Paracetamol/Novamin	 6	 5	 1,00	

Opioide	 3	 2	 1,00	

Antikonvulsiva	(Levetiracetam)	 8	 1	 <	0,01	

PPI	 18	 6	 <	0,01	

Anti-Hypertensiva	 15	 10	 0,21	

Antidiabetika	 3	 0	 0,23	

Antibiotika	 0	 0	 1,00	

Benzodiazepine	 3	 0	 0,23	

Statine	 7	 3	 0,28	

	

5.2	 Bestimmung	 der	 Aktivität	 zirkulierender	 Thrombozyten	 sowie	 deren	 ex-vivo-

Reaktivität	auf	die	Agonisten	ADP	und	TRAP		

5.2.1	Funktionsnachweis	der	ex-vivo-Thrombozytenstimulation	

Die	 ex-vivo-Stimulierbarkeit	 von	 Thrombozyten	 durch	 die	 Agonisten	 ADP50	 µM	 und	

TRAP25	µM	wurde	in	vorgeschalteten	Experimenten	mit	PRP	von	gesunden	Probanden	

nachgewiesen	 (Abb.	 7).	 In	 den	 unstimulierten	 Ansätzen	 exprimierten	 4,17	%	 der	

Thrombozyten	 P-Selektin.	 Nach	 Stimulation	 mit	 ADP	 waren	 es	 29	%	 und	 nach	

Stimulation	 mit	 TRAP	 49,1	%	 (p	<	0,0001	 in	 allen	 Vergleichen),	 was	 einem	 zu	

erwartenden	 Anstieg	 der	 P-Selektin-Expression	 nach	 thrombozytärer	 Stimulation	

entspricht.		
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5.2.2	P-Selektin-Expression	auf	Thrombozyten	

In	den	Messungen	zur	P-Slektin-Expression	auf	Thrombozyten	zeigte	sich	in	den	nicht	

stimulierten	 Ansätzen	 kein	 Unterschied	 zwischen	 den	 GBM-Patienten	 und	 den	

Kontrollprobanden	 (CON:	 Median	 4,2	%,	 Spannweite	 von	 1,9	%	 bis	 8,2	%;	 GBM:	

Median	5,1	%,	 Spannweite	von	2,2	%	bis	8,4	%;	p	=	0,14).	 Ebenfalls	 zeigte	 sich	kein	

Unterschied	nach	ex-vivo-Stimulation	mit	ADP	(CON:	Median	29	%,	Spannweite	von	

13,3	%	bis	45,3	%;	GBM:	Median	28	%,	Spannweite	von	12	%	bis	60	%;	p	=	1).	 	Nach	

ex-vivo-Aktivierung	 mit	 TRAP	 zeigte	 sich	 eine	 Tendenz	 der	 erhöhten	 P-Selektin-

Expression	 auf	 Thrombozyten	der	GBM-Patienten	 (CON:	Median	54	%,	 Spannweite	

von	 21,5	%	 bis	 77,1	%;	 GBM:	 Median	 63,5	%	 Spannweite	 von	 28	%	 bis	 79,4	%;	

p	=	0,07),	 wenngleich	 eine	 statistische	 Signifikanz	 nicht	 erreicht	 werden	 konnte	

(Abb.	8).	

	

	

unstimuliert ADP TRAP
0

5

10

20

40

60

80

100

%
 P

-S
el

ek
tin

 p
os

. T
hr

om
bo

zy
te

n

****
****

Abbildung	7:	Funktionsnachweis	der	ex-vivo-Thrombozytenstimulation.		

Zunahme	 der	 positiven	 Thrombozyten	 nach	 ex-vivo-Stimulation	 mit	 ADP	

(50	µM)	 und	 TRAP	 (25	µM)	 in	 PRP,	 im	 Vergleich	 zu	 den	 basal	 P-Selektin	

exprimierenden	Thrombozyten	im	unstimulierten	Ansatz.	Dargestellt	ist	jeweils	

der	 Median	 der	 %	P-Selektin-positiven	 Thrombozyten.	 Die	 Whisker	 zeigen	

Minimum	und	Maximum	an.	n	=	21;	****	p	<	0,0001.	
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5.2.3	CD63-Expression	auf	Thrombozyten	

In	 den	Messungen	 zur	 CD63-Expression	 auf	 Thrombozyten	 zeigte	 sich	 in	 den	nicht	

stimulierten	 Ansätzen	 eine	 signifikant	 höhere	 CD63-Expression	 auf	 den	

Thrombozyten	 von	GBM-Patienten	 (CON:	Median	 1,8	%,	 Spannweite	 von	 0,3	%	 bis	

3,7	%;	GBM:	Median	2,7	%,	Spannweite	von	0,6	%	bis	4,4	%;	p	=	0,01).	Nach	ex-vivo-

Stimulation	 mit	 ADP	 konnte	 kein	 Unterschied	 zwischen	 den	 Vergleichsgruppen	

festgestellt	 werden	 (CON:	 Median	 7,7	%,	 Spannweite	 von	 3,5	%	 bis	 17,8	%;	

GBM:	Median	 7,4	%,	 Spannweite	 von	 2,4	%	 bis	 34,5	%;	 p	=	0,75).	 Durch	 ex-vivo-

Stimulation	 mit	 TRAP	 konnte	 eine	 signifikant	 höhere	 CD63-Expression	 auf	

Thrombozyten	 der	 GBM-Patienten	 beobachtet	 werden	 (CON:	 Median	 33,3	%,	

Spannweite	von	15,5	%	bis	64,4	%;	GBM:	Median	38,4	%,	Spannweite	von	11	%	bis	

62,5	%;	p	=	0,04)	(Abb.	9).	
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Abbildung	8:	P-Selektin	auf	Thrombozyten	bei	GBM-Patienten	und	Kontrollprobanden.		

Nach	 Blutentnahme	 wurde	 die	 basale	 P-Selektin-Expression	 (unstimuliert)	 sowie	 die	

P-Selektin	 Expression	 nach	 ex-vivo-Thrombozytenstimulation	 mit	 ADP	 (50	µM)	 bzw.	 TRAP	

(25	µM)	 bei	 GBM-Patienten	 und	 Kontrollprobanden	 vermessen.	 Dargestellt	 ist	 der	Median	

der	%	P-Selektin-positiven	Thrombozyten.	Die	Whisker	 zeigen	Minimum	und	Maximum	an.	

n	=	21	pro	Gruppe;	ns	=	p	≥	0,05	
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5.2.4	Spezifische	Fibrinogenanbindung	an	den	aktivierten	thrombozytären	GPIIb/IIIa	

In	 den	 Messungen	 zur	 spezifischen	 Anbindung	 von	 Fibrinogen	 an	 den	 aktivierten	

thrombozytären	 GPIIb/IIIa	 zeigte	 sich	 in	 den	 nicht	 stimulierten	 Ansätzen	 eine	

Tendenz	 zur	 erhöhten	 Fibrinogenanbindung	 in	 der	 Gruppe	 der	 GBM-Patienten	

(CON:	Median	-	8,6	Mediane	Fluoreszenzintensität	(MFI),	Spannweite	von	-	64,8	MFI	

bis	 13,9	MFI;	 GBM:	 Median	 8,7	MFI,	 Spannweite	 von	 -	50,1	MFI	 bis	 56,5	MFI;	

p	=	0,1).	 Die	 negativen	Werte	 hierbei	 sind	möglich,	 da	 eine	Differenz	 der	MFI	 (mit	

Tirofiban	 und	 ohne)	 abgebildet	 und	 im	 unstimulierten	 Ansatz	 eine	 geringe	

Aktivierung	des	GPIIb/IIIa	 zu	erwarten	 ist.	Die	aktivierten	GPIIb/IIIa-Rezeptoren	auf	

Thrombozyten	 der	 GBM-Patienten	 zeigten	 nach	 ex-vivo-Stimulation	 mit	 ADP	 eine	

signifikant	 höhere	 Fibrinogenanbindung	 (CON:	Median	 36	MFI,	 Spannweite	

von	 -	2,58	MFI	 bis	 253	MFI;	 GBM:	 Median	 128	MFI,	 Spannweite	 von	 67	MFI	 bis	

270	MFI;	 p	=	0,03).	 Nach	 ex-vivo-Stimulation	 mit	 TRAP	 egalisierte	 sich	 dieser	

unstimuliert ADP TRAP

0

5

10

20

40

60

80

100

%
 C

D
63

 p
os

. E
re

ig
ni

ss
e

Kontrollprobanden GBM-Patienten

* ns *

Abbildung	9:	CD63	auf	Thrombozyten	bei	GBM-Patienten	und	Kontrollprobanden.		

Nach	 Blutentnahme	 wurde	 die	 basale	 CD63-Expression	 (unstimuliert)	 sowie	 die	 CD63-

Expression	nach	ex-vivo-Thrombozytenstimulation	mit	ADP	(50	µM)	bzw.	TRAP	(25	µM)	bei	

GBM-Patienten	und	Kontrollprobanden	vermessen.	Dargestellt	 ist	der	Median	der	%	CD63-

positiven	 Thrombozyten.	 Die	 Whisker	 zeigen	 Minimum	 und	 Maximum	 an.	 n	=	19	 pro	

Gruppe;	*	p	<	0,05;	ns	p	≥	0,05	
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Unterschied	(CON:	Median	57,1	MFI,	Spannweite	von	10,3	MFI	bis	156,1	MFI;	GBM:	

Median	50,4	MFI,	Spannweite	von	-	2,1	MFI	bis	259,6	MFI;	p	=	1)	(Abb.	10).	

5.2.5	CD40L-Expression	auf	Thrombozyten	

In	den	Messungen	zur	CD40L-Expression	auf	Thrombozyten	zeigte	sich	in	der	Gruppe	

der	 GBM-Patienten	 eine	 in	 der	 Tendenz	 erhöhte	 Expression	 gegenüber	 der	

Kontrollprobanden	 im	 nicht	 stimulierten	 Ansatz	 (CON:	 Median	 1,2	%,	 Spannweite	

von	0,4	%	bis	1,6	%;	GBM:	Median	1,4	%,	Spannweite	von	0,9	%	bis	3,1	%;	p	=	0,11).	

Nach	der	ex-vivo-Stimulation	mit	ADP	(CON:	Median	0,9	%,	Spannweite	von	0,04	%	

bis	 1,7	%;	 GBM:	 Median	 1	%,	 Spannweite	 von	 0,5	%	 bis	 2,4	%;	 p	=	0,3)	 und	 TRAP	

(CON:	 Median	 1,1	%,	 Spannweite	 von	 0,5	%	 bis	 1,5	%;	 GBM:	 Median	 1,6	%,	
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Abbildung	 10:	 spezifische	 Fibrinogenanbindung	 an	 den	 GPIIb/IIIa-Rezeptor	 von	

Thrombozyten	bei	GBM-Patienten	und	Kontrollprobanden.		

Nach	 Blutentnahme	 wurde	 die	 basale	 Fibrinogenanbindung	 (unstimuliert)	 sowie	 die	

Fibrinogenanbindung	 nach	 ex-vivo-Thrombozytenstimulation	 mit	 ADP	 (50	µM)	 bzw.	 TRAP	

(25	µM)	bei	GBM-Patienten	und	Kontrollprobanden	vermessen.	Dargestellt	 ist	die	Differenz	

des	Medians	 der	 Fluoreszenzintensität	 (MFI)	 der	 Fibrinogenanbindung	minus	 des	 Medians	

der	 Fluoreszenzintensität	 (MFI)	 der	 Fibrinogenanbindung	 nach	 Tirofibanblockade	 über	

Thrombozyten.	 Die	 Whisker	 zeigen	 Minimum	 und	 Maximum	 an.	 n	=	11	 pro	 Gruppe;	

*	p	<	0,05;	ns	p	≥	0,05	
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Spannweite	 von	0,6	%	bis	 1,3	%;	p	=	0,39)	 ließen	 sich	hingegen	keine	Unterschiede	

feststellen.	Die	Ergebnisse	sind	in	Abb.	11	dargestellt.	
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Abbildung	11:	CD40L	auf	Thrombozyten	bei	GBM-Patienten	und	Kontrollprobanden.		

Nach	Blutentnahme	wurde	die	basale	CD40L-Expression	(unstimuliert)	sowie	die	CD40L-

Expression	nach	ex-vivo-Thrombozytenstimulation	mit	ADP	(50	µM)	bzw.	TRAP	 (25	µM)	

bei	 GBM-Patienten	 und	 Kontrollprobanden	 vermessen.	 Dargestellt	 ist	 der	Median	 der	

%	CD40L-positiven	 Thrombozyten.	 Die	 Whisker	 zeigen	 Minimum	 und	 Maximum	 an.	

n	=	12	pro	Gruppe;	ns	p	≥	0,05	

	



5	Ergebnisse	

	 38	

5.3	Bildung	von	heterotypen	Thrombozyten-Leukozyten-Konjugaten	

5.3.1	Thrombozyten-Monozyten-Konjugate	

In	 den	 Messungen	 zur	 Bildung	 heterotyper	 Thrombozyten-Monozyten-Konjugate	

(TMK)	 zeigte	 sich	 in	den	nicht	 stimulierten	Ansätzen	 kein	Unterschied	 in	der	 TMK-

Bildung	 zwischen	GBM-Patienten	und	Kontrollprobanden	 (CON:	Median	102,1	MFI,	

Spannweite	 von	 24	MFI	 bis	 271	 MFI;	 GBM:	 Median	 84,1	MFI,	 Spannweite	 von	

21,7	MFI	bis	185	MFI;	p	=	0,39).	Nach	ex-vivo-Stimulation	mit	ADP	deutete	sich	eine	

geringere	 TMK-Bildung	 bei	 den	 GBM-Patienten	 gegenüber	 den	 Kontrollprobanden	

an,	 die	 jedoch	 keine	 statistische	 Signifikanz	 aufwies	 (CON:	 Median	 117,3	MFI,	

Spannweite	 von	 44	MFI	 bis	 294	MFI;	 GBM:	 Median	 82,3	MFI,	 Spannweite	 von	

32,6	MFI	 bis	 271	MFI;	 p	=	0,28).	 Nach	 der	 ex-vivo-Stimulation	mit	 TRAP	 zeigte	 sich	

eine	 tendenziell	 geringere	 Bildung	 von	 TMK	 bei	 den	 GBM-Patienten,	 wobei	 eine	

statistische	 Signifikanz	 nur	 knapp	 verfehlt	 wurde	 (CON:	 Median	 182,3	MFI,	

Spannweite	 von	 50	MFI	 bis	 935	MFI;	 GBM:	 Median	 128,5	MFI,	 Spannweite	 von	

59	MFI	bis	378	MFI;	p	=	0,07).		

Interessanterweise	zeigte	sich	der	zu	erwartende	Anstieg	der	TMK-Bildung	nach	ex-

vivo-Stimulation	mit	TRAP	im	Vergleich	zu	den	basalen	Messungen	nur	in	der	Gruppe	

der	 Kontrollprobanden,	 nicht	 jedoch	 bei	 den	 GBM-Patienten	 statistisch	 signifikant	

verändert	(CON:	TRAP	p	=	0,02;	GBM:	TRAP	p	=	0,09)	(Abb.	12).	
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5.3.2	Thrombozyten-Granulozyten-Konjugate	

Bei	der	Bildung	von	Thrombozyten-Granulozyten-Konjugaten	(TGK)	konnten	im	nicht	

stimulierten	 Ansatz	 keine	 Unterschiede	 zwischen	 GBM-Patienten	 und	

Kontrollprobanden	 festgestellt	 werden	 (CON:	 Median	 64,3	MFI,	 Spannweite	 von	

14,2	MFI	bis	127	MFI;	GBM:	Median	54,7	MFI,	Spannweite	von	13,3	MFI	bis	105	MFI;	

p	=	0,37).	Nach	ex-vivo-Stimulation	mit	ADP	(CON:	Median	61,1	MFI,	Spannweite	von	

18,4	MFI	 bis	 134,7	MFI;	 GBM:	 Median	 47,3	MFI,	 Spannweite	 von	 21,9	MFI	 bis	

105,7	MFI;	p	=	0,72)	und	TRAP	(CON:	Median	49,4	MFI,	Spannweite	von	18,3	MFI	bis	

193	MFI;	 GBM:	 Median	 65,3	MFI,	 Spannweite	 von	 26,7	MFI	 bis	 111	MFI;	 p	=	0,38)	
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Abbildung	12:	Heterotype	Konjugatbildung	aus	Thrombozyten	und	Monozyten	bei	GBM-Patienten	

und	Kontrollprobanden.	

Gemessen	 wurde	 die	 basale	 CD42b-Anbindung	 (unstimuliert)	 sowie	 die	 CD42b-Anbindung	 an	

Monozyten	 nach	 ex-vivo-Thrombozytenstimulation	mit	 ADP	 (50	µM)	 bzw.	 TRAP	 (25	µM)	 bei	 GBM-

Patienten	und	Kontrollprobanden	(A).	Dargestellt	 ist	der	Median	der	Fluoreszenzintensität	(MFI)	des	

CD42b-Signals	über	den	Monozyten.	Die	Whisker	zeigen	Minimum	und	Maximum	an.	Des	Weiteren	

ist	die	Entwicklung	der	CD42b-Anbindung	in	der	Monozytenpopulation	vor	und	nach	Stimulation	mit	

TRAP	jeweils	für	die	Gruppe	der	Kontrollprobanden	(B)	sowie	die	GBM-Patienten-Gruppe	(C)	separat	

als	 Median	 der	 MFI	 dargestellt.	 n	=	14	(unstimuliert);	 n	=	13	 (ADP);	 n	=	12	(TRAP);	

*	p	<	0,05;	ns	p	≥	0,05	
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konnten	ebenfalls	keine	signifikanten	Unterschiede	in	der	TGK-Bildung	zwischen	den	

GBM-Patienten	und	Kontrollprobanden	ermittelt	werden	(Abb.	13).	

5.3.3	Thrombozyten-Lymphozyten-Konjugate	

Die	 Bildung	 von	 Thrombozyten-Lymphozyten-Konjugaten	 (TLK)	 erfolgte	 in	 beiden	

Vergleichsgruppen	 weniger	 stark	 ausgeprägt	 als	 in	 den	 zuvor	 betrachteten	

Monozyten-	 bzw.	 Granulozytenpopulationen.	 Bei	 den	 Ansätzen	 mit	 nicht	

stimulierten	 Thrombozyten	 (CON:	 Median	 38,8	MFI,	 Spannweite	 von	 10,4	MFI	 bis	

95,8	MFI;	GBM:	Median	38	MFI,	Spannweite	von	9,7	MFI	bis	84,4		MFI;	p	=	0,5)	sowie	

nach	ex-vivo-Stimulation	mit	ADP	(CON:	Median	33,9	MFI,	Spannweite	von	10,1	MFI	

bis	 120,2	MFI;	 GBM:	 Median	 22,7	MFI,	 Spannweite	 von	 13,6	MFI	 bis	 39,7	MFI;	

p	=	0,24)	 und	 TRAP	 (CON:	 Median	 17,4	MFI,	 Spannweite	 von	 9,6	MFI	 bis	 35	MFI;	

GBM:	Median	16,3	MFI,	Spannweite	von	8,5	MFI	bis	29,3	MFI;	p	=	0,5)	konnten	keine	
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Abbildung	13:	 Heterotype	Konjugatbildung	aus	Thrombozyten	und	Granulozyten	bei	GBM-

Patienten	und	Kontrollprobanden.	

Gemessen	wurde	die	basale	CD42b-Anbindung	(unstimuliert)	sowie	die	CD42b-Anbindung	an	

Granulozyten	nach	ex-vivo-Thrombozytenstimulation	mit	ADP	(50	µM)	bzw.	TRAP	(25	µM)	bei	

GBM-Patienten	 und	 Kontrollprobanden.	Dargestellt	 ist	der	Median	der	Fluoreszenzintensität	

(MFI)	des	CD42b-Signals	über	den	Granulozyten.	Die	Whisker	zeigen	Minimum	und	Maximum	

an.	n	=	14	(unstimuliert);	n	=	13	(ADP);	n	=	13	(TRAP);	ns	p	≥	0,05	
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signifikanten	 Unterschiede	 zwischen	 den	 GBM-Patienten	 und	 Kontrollprobanden	

festgestellt	werden	(Abb.	14).	

5.4	Expression	von	CD11b	auf	Leukozytenpopulationen	

5.4.1	Expression	von	CD11b	auf	Monozyten	

In	 den	 Messungen	 zur	 CD11b-Expression	 auf	 Monozyten	 konnte	 im	 nicht	

stimulierten	Ansatz	kein	signifikanter	Unterschied	zwischen	den	GBM-Patienten	und	

Kontrollprobanden	 festgestellt	 werden	 (CON:	 Median	 241,4	MFI,	 Spannweite	 von	

123,7	MFI	 bis	 413,5	MFI;	 GBM:	 Median	 176,8	MFI,	 Spannweite	 von	 83	MFI	 bis	

431,3	MFI;	 p	=	0,64).	 Nach	 ex-vivo-Stimulation	 mit	 ADP	 (CON:	 Median	 345,1	MFI,	

Spannweite	 von	 290,6	MFI	 bis	 590	MFI;	 GBM:	Median	 304,3	MFI,	 Spannweite	 von	

135	MFI	bis	654,8	MFI;	p	=	0,39)	aber	auch	nach	der	ex-vivo-Stimulation	durch	TRAP	

(CON:	 Median	 395,5	MFI,	 Spannweite	 von	 250,2	MFI	 bis	 550	MFI;	 GBM:	 Median	
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Abbildung	14:	Heterotype	Konjugatbildung	aus	Thrombozyten	und	Lymphozyten	bei	GBM-

Patienten	und	Kontrollprobanden.	

Gemessen	wurde	die	basale	CD42b-Anbindung	(unstimuliert)	sowie	die	CD42b-Anbindung	an	

Lymphozyten	nach	ex-vivo-Thrombozytenstimulation	mit	ADP	(50	µM)	bzw.	TRAP	(25	µM)	bei	

GBM-Patienten	und	Kontrollprobanden.	Dargestellt	 ist	der	Median	der	Fluoreszenzintensität	

(MFI)	des	CD42b-Signals	über	den	Lymphozyten.	Die	Whisker	zeigen	Minimum	und	Maximum	

an.	n	=	14	pro	Gruppe;	ns	p	≥	0,05	
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446,5	MFI,	 Spannweite	 von	 249	MFI	 bis	 729,3	MFI;	 p	=	0,39)	 konnten	 keine	

Unterschiede	zwischen	beiden	Gruppen	festgestellt	werden	(Abb.	15).	

5.4.2	Expression	von	CD11b	auf	Granulozyten	

In	 den	 Messungen	 zur	 CD11b-Expression	 auf	 Granulozyten	 zeigte	 sich	 eine	

tendenziell	erniedrigte	Expression	in	der	Gruppe	der	GBM-Patienten,	sowohl	bei	der	

Messung	 des	 nicht	 stimulierten	 Versuchsansatzes	 (CON:	 Median	 235,1	MFI,	

Spannweite	 von	 121,9	MFI	 bis	 477	MFI;	 GBM:	 Median	 138	MFI,	 Spannweite	 von	

77,7	MFI	 bis	 372	MFI;	 p	=	0,065)	 als	 auch	 nach	 ex-vivo-Stimulation	mit	 ADP	 (CON:	

Median	283	MFI,	 Spannweite	 von	222,9	MFI	bis	 604,2	MFI;	GBM:	Median	188	MFI,	

Spannweite	 von	 97,2	MFI	 bis	 584,5	MFI;	 p	=	0,075)	 und	 TRAP	 (CON:	 Median	

469,3	MFI,	 Spannweite	 von	 310,5	MFI	 bis	 751	MFI;	 GBM:	 Median	 357,3	MFI,	

Spannweite	von	274,2	MFI	bis	669,5	MFI;	p	=	0,1).	Diese	Unterschiede	waren	jedoch	

in	keinem	Fall	signifikant.	Die	Ergebnisse	sind	in	Abb.	16	dargestellt.	
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Abbildung	 15:	 CD11b	 in	 der	 Monozytenpopulation	 bei	 GBM-Patienten	 und	

Kontrollprobanden.	

Gemessen	wurde	die	basale	CD11b-Anbindung	(unstimuliert)	sowie	die	CD11b-Anbindung	an	

Monozyten	 nach	ex-vivo-Thrombozytenstimulation	mit	 ADP	 (50	µM)	 bzw.	 TRAP	 (25	µM)	 bei	

GBM-Patienten	und	Kontrollprobanden.	Dargestellt	 ist	der	Median	der	Fluoreszenzintensität	

(MFI)	des	CD11b-Signals	über	den	Monozyten.	Die	Whisker	 zeigen	Minimum	und	Maximum	

an.	n	=	11	(unstimuliert);	n	=	10	(ADP);	n	=	10	(TRAP);	ns	p	≥	0,05	
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5.4.3	Expression	von	CD11b	auf	Lymphozyten	

In	 den	 Messungen	 zur	 CD11b-Expression	 auf	 Lymphozyten	 zeigten	 sich	 keine	

Unterschiede	 zwischen	 den	 GBM-Patienten	 und	 Kontrollprobanden.	Weder	 in	 den	

nicht	stimulierten	Versuchsansätzen	(CON:	Median	8,5	MFI,	Spannweite	von	7,1	MFI	

bis	 44,2	MFI;	 GBM:	 Median	 9	MFI,	 Spannweite	 von	 1	MFI	 bis	 16,8	MFI;	 p	=	0,83),	

noch	 nach	 ex-vivo-Stimulation	 durch	 ADP	 (CON:	 Median	 8,6	MFI,	 Spannweite	 von	

7,6	MFI	 bis	 45,4	MFI;	GBM:	Median	9,1	MFI,	 Spannweite	 von	5,1	MFI	 bis	 14,3	MFI;	

p	=	0,64)	 oder	 TRAP	 (CON:	Median	 8,9	MFI,	 Spannweite	 von	 8,2	MFI	 bis	 49,5	MFI;	

GBM:	 Median	 9,2	MFI,	 Spannweite	 von	 2,6	MFI	 bis	 17	MFI;	 p	=	0,73)	 konnten	

signifikante	 Unterschiede	 bezüglich	 der	 CD11b-Expression	 festgestellt	 werden.	

Abb.	17	zeigt	die	Ergebnisse	der	CD11b-Expression	auf	Lymphozyten.	
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Abbildung	 16:	 CD11b	 in	 der	 Granulozytenpopulation	 bei	 GBM-Patienten	 und	

Kontrollprobanden.	

Gemessen	wurde	die	basale	CD11b-Anbindung	(unstimuliert)	sowie	die	CD11b-Anbindung	an	

Granulozyten	nach	ex-vivo-Thrombozytenstimulation	mit	ADP	(50	µM)	bzw.	TRAP	(25	µM)	bei	

GBM-Patienten	und	Kontrollprobanden.	Dargestellt	 ist	der	Median	der	Fluoreszenzintensität	

(MFI)	des	CD11b-Signals	über	den	Granulozyten.	Die	Whisker	zeigen	Minimum	und	Maximum	

an.	n	=	11	(unstimuliert);	n	=	10	(ADP);	n	=	11	(TRAP);	ns	p	≥	0,05	
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5.5	Bestimmung	des	gesamten	thrombozytären	P-Selektins	im	Blutplasma	

Die	 Bestimmung	 des	 gesamten	 thrombozytären	 P-Selektins	 (Expression	 und	

Sekretion)	 erfolgte	 in	 PRP.	 Das	 Blutplasma	 der	 GBM-Patienten	 enthielt	 signifikant	

mehr	 thrombozytäres	 P-Selektin	 als	 das	 Blutplasma	 der	 Kontrollprobanden	 (CON:	

Median	 58,6	ng/ml,	 Spannweite	 von	 31,2	ng/ml	 bis	 96,6	ng/ml;	 GBM:	 Median	

75,9	ng/ml,	 Spannweite	 von	 30,6	ng/ml	 MFI	 bis	 135,6	ng/ml;	 p	=	0,01).	 Die	

Ergebnisse	sind	in	Abb.	18	dargestellt.	
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Abbildung	 17:	 CD11b	 in	 der	 Lymphozytenpopulation	 bei	 GBM-Patienten	 und	

Kontrollprobanden.	

Gemessen	wurde	die	basale	CD11b-Anbindung	(unstimuliert)	sowie	die	CD11b-Anbindung	an	

Lymphozyten	nach	ex-vivo-Thrombozytenstimulation	mit	ADP	(50	µM)	bzw.	TRAP	(25	µM)	bei	

GBM-Patienten	und	Kontrollprobanden.	Dargestellt	 ist	der	Median	der	Fluoreszenzintensität	

(MFI)	des	CD11b-Signals	über	den	Lymphozyten.	Die	Whisker	zeigen	Minimum	und	Maximum	

an.	n	=	11	pro	Gruppe;	ns	p	≥	0,05	
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5.6	Bestimmung	von	zirkulierendem	Sphingosin-1-Phosphat	

Die	Bestimmung	des	zirkulierenden	S1P	wurde	in	PRP	und	PPP	durchgeführt	und	ist	

in	Abb.	19	abgebildet.	Im	PRP	zeigten	sich	signifikant	verringerte	S1P-Spiegel	bei	den	

GBM-Patienten	 verglichen	 mit	 den	 Kontrollprobanden	 (CON:	 Median	 0,56	µM,	

Spannweite	 von	 0,41	µM	 bis	 0,81	µM;	 GBM:	 Median	 0,49	µM,	 Spannweite	 von	

0,36	µM	 bis	 0,69	µM;	 p	=	0,04).	 Bei	 der	 Untersuchung	 des	 PPP	 ergaben	 sich	 keine	

Unterschiede	 zwischen	 den	 GBM-Patienten	 und	 Kontrollprobanden	 (CON:	Median	

0,43	µM,	Spannweite	von	0,28	µM	bis	0,65	µM;	GBM:	Median	0,39	µM,	Spannweite	

von	0,28	µM	bis	0,72	µM;	p	=	0,24).	Bei	der	Bildung	der	Differenz	aus	PRP	und	PPP	

zeigte	sich	eine	Tendenz	zu	reduzierter	S1P-Konzentration	 in	der	Gruppe	der	GBM-

Patienten	 (CON:	 Median	 0,12	µM,	 Spannweite	 von	 0,01	µM	 bis	 0,29	µM;	 GBM:	

Median	0,09	µM,	Spannweite	von	-0,11	µM	bis	0,22	µM;	p	=	0,06).		
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Abbildung	 18:	 P-Selektin-Konzentration	 gemessen	 in	 PRP	 von	 GBM-

Patienten	und	Kontrollprobanden.	

Vermessen	wurde	wiederaufgetautes	PRP	durch	ELISA.	Dargestellt	ist	der	

Median	 der	 P-Selektin-Konzentration	 in	 ng/ml.	 Die	 Whisker	 zeigen	

Minimum	und	Maximum.	n	=	19	pro	Gruppe;	*	p	<	0,05	
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5.7	Bestimmung	der	Gesamt-Thrombin-Bildungskapazität	

Die	 Gesamt-Thrombinbestimmung	 wurde	 in	 aufgetautem	 PRP	 durchgeführt.	 Hier	

konnten	keine	signifikanten	Unterschiede	hinsichtlich	des	Gesamt-Thrombins	(CON:	

Median	 1392	nM,	 Spannweite	 von	 876	nM	 bis	 1978	nM;	 GBM:	 Median	 1417	nM,	

Spannweite	von	636	nM	bis	2475	nM;	p	=	0,7),	des	Spitzenthrombins	(CON:	Median	

102	nM,	 Spannweite	 von	 59,7	nM	 bis	 146	nM;	 GBM:	Median	 108	nM,	 Spannweite	

von	 41	nM	 bis	 187	nM;	 p	=	0,77)	 	 und	 der	 lag	 time	 (CON:	 Median	 3,4	min,	

Spannweite	von	2,4	min	bis	6,4	min;	GBM:	Median	3,4	min,	Spannweite	von	2,2	min	

bis	 5,6	min;	 p	=	0,88)	 	 zwischen	 den	 GBM-Patienten	 und	 den	 Kontrollprobanden	

festgestellt	werden.	Alle	Ergebnisse	sind	in	Abb.	20	zusammengefasst.	
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Abbildung	19:	Sphingosin-1-Phosphat-Konzentration	gemessen	in	PRP	und	PPP	von	GBM-Patienten	

und	Kontrollprobanden	sowie	die	Differenz	von	PRP	-	PPP	

Vermessen	wurde	wiederaufgetautes	PRP	(A)	und	PPP	(B)	durch	LC-MS/MS.	Zudem	wurden	die	PPP-

Werte	 von	 den	 PRP-Werten	 subtrahiert	 (C).	 Dargestellt	 ist	 jeweils	 der	 Median	 der	 Sphingosin-1-

Phosphat-Konzentration	 in	 µmol/l.	 Die	 Whisker	 zeigen	 Minimum	 und	 Maximum	 an.	 n	=	17	 pro	

Gruppe;	*	p	<	0,05;	ns	p	≥	0,05	
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Abbildung	20:	Gesamt-Thrombin	 (A),	 Spitzen-Thrombin	 (B)	und	Thrombin	 lag-time	 (C)	 in	PRP	von	

GBM-Patienten	und	Kontrollprobanden.	

Vermessen	wurde	wiederaufgetautes	PRP	durch	ein	 Thrombin	Generation	Assay.	Dargestellt	 ist	der	

Median	der	Gesamt-Thrombinbildung	über	die	Zeit	(min)	(A),	der	Median	der	Spitzentrhombinbildung	

in	 nmol/l	 (B)	 sowie	 der	 Median	 der	 lag-time	 in	 Minuten	 (C).	 Die	 Whisker	 zeigen	 Minimum	 und	

Maximum	an.	n	=	19	pro	Gruppe;	ns	p	≥	0,05	
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5.8	Übersicht	der	Ergebnisse	

Tabelle	3	zeigt	eine	Übersicht	der	generierten	Ergebnisse.	

	

Tabelle	3	

↑		 signifikant	erhöht	in	der	Gruppe	der	GBM-Patienten	verglichen	zu	der	Kontrollgruppe	(p	<	0,05)	

↓			 signifikant	 reduziert	 in	 der	 Gruppe	 der	 GBM-Patienten	 verglichen	 zu	 der	 Kontrollgruppe	

(p	<	0,05)	

(↑)	 tendenziell	erhöht	in	der	Gruppe	der	GBM-Patienten	verglichen	zu	der	Kontrollgruppe	(p	<	0,1)	

(↓)	 tendenziell	 reduziert	 in	 der	 Gruppe	 der	 GBM-Patienten	 verglichen	 zu	 der	 Kontrollgruppe	

(p	<	0,1)	

-	 	 kein	signifikanter	Unterschied	zwischen	der	Gruppe	der	GBM-Patienten	und	der	Kontrollgruppe	

(p	>	0,05)	

	

Experiment	 	 nativ	 ADP	 TRAP	

Thrombozytenaktivierung	 P-Selektin	 -	 -	 (↑)	

	 CD63	 ↑	 -	 ↑	

	 CD40L	 (↑)	 -	 -	

	 Fibrinogen	 (↑)	 ↑	 -	

Thrombozyten-Leukozyten-

Konjugate	

Monozyten	 -	 -	 (↓)	

	 Granulozyten	 -	 -	 -	

	 Lymphozyten	 -	 -	 -	

CD11b	Expression		 Monozyten	 -	 -	 -	

	 Granulozyten	 (↓)	 (↓)	 (↓)	

	 Lymphozyten	 -	 -	 -	

Plasma	P-Selektin	 PRP	 ↑	 	

S1P-Konzentration	 PRP	 ↓	

	 PPP	 -	

	 PRP-PPP	 (↓)	

Thrombinbildung	 gesamt	 -	

	 Peaklevel	 -	

	 lag	time	 -	
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6	Diskussion	

6.1	Zusammenfassung	der	Ergebnisse	

In	 der	 vorliegenden	 Dissertationsarbeit	 konnte	 eine	 gesteigerte	 Aktivierung	

zirkulierender	 Thrombozyten	 bei	 GBM-Patienten	 gezeigt	werden.	 Diese	 zeigte	 sich	

am	 prägnantesten	 in	 der	 Oberflächenexpression	 von	 CD63	 und	 der	

Oberflächenexpression	 und	 Sekretion	 von	 P-Selektin.	 Auch	 die	

Oberflächenexpression	 des	 GPIIb/IIIa	 und	 von	 CD40L	 zeigte	 sich,	 wenn	 auch	 nicht	

statistisch	 signifikant,	 auf	 Thrombozyten	 von	 GBM-Patienten	 erhöht.	 Neben	 der	

basalen	Aktivität	zeigte	sich	auch	die	ex-vivo-Stimulierbarkeit	der	Thrombozyten	mit	

ADP	 oder	 TRAP	 in	 GBM	 Patienten	 gesteigert,	 wobei	 eine	 höhere	

Ergebnisheterogenität	 vorliegt.	 Auf	 eine	 erhöhte	 Thrombozytenaktivität	 deutete	

auch	die	größere	S1P-Ausschüttung	aus	Thrombozyten	bei	GBM-Patienten	hin.	Die	

Gesamtkonzentration	 von	 S1P	 im	 Plasma	 der	 GBM-Patienten	 war	 signifikant	

verringert.		

Obwohl	 die	 Interaktion	 zwischen	 Thrombozyten	 und	 Leukozyten	 bei	 einer	

gesteigerten	Thrombozytenaktivierung	normalerweise	sehr	 sensitiv	ansteigt,	wurde	

in	 den	 vorliegenden	 Ergebnissen	 eine	 vor	 allem	 in	 der	 Population	 der	Monozyten	

verminderte	Interaktion	nachgewiesen,	was	ein	sehr	interessantes	Ergebnis	darstellt	

und	in	unserer	Arbeitsgruppe	weiterführend	untersucht	wird.		

Zudem	zeigte	sich	die	Oberflächenexpression	von	CD11b	auf	Granulozyten	der	GBM-

Patienten	 verringert.	 Zur	 Charakterisierung	 der	 globalen	 Hämostase	 wurde	 die	

Thrombinbildung	untersucht.	Hier	 zeigte	sich	kein	Unterschied	zwischen	den	GBM-

Patienten	und	Kontrollen.	

Teilergebnisse	dieser	Dissertation	wurden	 in	dem	peer-review	journal	„Oncotarget“	

am	25.	Mai	2018	veröffentlicht	[86].	

	

6.2	Limitationen	der	Dissertation	

Bezüglich	 der	 ex-vivo-Analyse	 der	 Thrombozytenaktivierung	 wurde	 mit	 größter	

Sorgfalt	darauf	geachtet,	dass	die	artifizielle	Aktivierung	der	Thrombozyten	so	gering	

wie	 möglich	 ausfällt.	 Vergleicht	 man	 die	 Daten	 der	 Kontrollprobanden	 der	
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vorliegenden	 Studie,	 so	 lässt	 sich	 feststellen,	 dass	 die	

Thrombozytengrundaktivierung	 dem	 gleichen	 Umfang	 ähnlich	 durchgeführter	

Experimente	 entspricht	 und	 somit	 die	 prä-analytische	 Thrombozytenaktivierung	

keinen	erheblichen	Einfluss	auf	die	Ergebnisse	hat	[87-90].	

Die	Ergebnisse	dieser	Studie	basieren	auf	ex	vivo	durchgeführten	Experimenten,	was	

einer	 in	 vivo	 Situation	 nicht	 vollkommen	 entsprechen	 kann.	 Durch	 die	 ex	 vivo	

Stimulationen	 mit	 ADP	 bzw.	 TRAP	 wurden	 jedoch	 Thrombozytenaktivatoren	

verwandt,	die	die	in	vivo	Stimulation,	wie	u.a.	durch	Tumoren	geschehend,	imitieren	

und	auch	in	zahlreichen	anderen	Studien	zum	Einsatz	kommen	[87,	90-98].	

Weitere	 Störfaktoren	 wurden	 weitestgehend	 minimiert.	 Das	 Blut	 der	 Patienten	

wurde	 vor	 Beginn	 der	 operativen	 Therapie	 abgenommen,	 da	 in	mehreren	 Studien	

gezeigt	werden	konnte,	dass	bereits	die	Art	und	der	Umfang	der	operativen	Therapie	

einen	Einfluss	auf	die	Entwicklung	eines	VTE	bei	Patienten	mit	HGG	haben	kann	[38,	

99].	 Durch	 entsprechende	 alters-	 und	 geschlechtsspezifische	 Zuordnungen	

zueinander	 wurden	 weitere	 Störgrößen	 zwischen	 den	 GBM-Patienten-	 und	

Kontrollprobanden	reduziert.	Die	GBM-Patienten	unterschieden	sich	lediglich	in	der	

Einnahme	 von	 Dexamethason,	 Levetiracetam,	 Protonenpumpeninhibitoren	 und	

Heparin	zu	den	Kontrollen.	Dies	war	zu	erwarten,	da	GBM-Patienten	entsprechend	

ihrer	 erkrankungsspezifischen	 Komplikationen	 diese	 Medikamente	 bereits	 vor	 OP	

erhalten	 [14].	 Keiner	 der	 GBM-Patienten	 oder	 Probanden	 nahm	 ASS	 oder	 andere	

nicht-steroidale	 antiinflammatorische	 Medikamente	 mit	 Auswirkung	 auf	 die	

Thrombozytenfunktion	 ein.	 Die	 Vorerkrankungen,	 Hausmedikation	 und	 Blutwerte	

unterschieden	sich,	bis	auf	die	erhöhten	Leukozytenwerte	bei	den	GBM-Patienten,	in	

beiden	Gruppen	nicht.	Die	erhöhten	Leukozytenwerte	sind	dabei	gut	in	Einklang	mit	

der	 Dexamethasontherapie	 bei	 den	 GBM-Patienten	 zu	 bringen,	 da	 Dexamethason	

zur	 Erhöhung	 der	 Leukozytenzahl	 bei	 GBM-Patienten	 führen	 kann	 [100].	

Insbesondere	waren	die	Thrombozytenzahlen	 in	beiden	Gruppen	vergleichbar.	Eine	

Thrombozytose	lag	in	keiner	Gruppe	vor.	

Um	möglichst	 belastbare	 Ergebnisse	 zu	 generieren,	 sind	 gerade	 bei	 Experimenten	

mit	humanem	Primärgewebe	große	Fallzahlen	unablässig.	Der	Probenumfang	n	=	21	

dieser	 Studie	 mag	 daher	 klein	 erscheinen,	 doch	 entspricht	 dies	 durchaus	 einem	
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repräsentativem	 Probenumfang	 vergleicht	 man	 andere	 Studien,	 die	 die	

Thrombozytenaktivierung	thematisieren	[80,	88,	89,	93,	98,	101].	

	

6.3	Aktivitätsstatus	zirkulierender	Thrombozyten	im	GBM	

P-Selektin	 ist	 ein	 gut	 untersuchter	 Aktivierungsmarker	 für	 Thrombozyten,	 der	 in	

unterschiedlichen	 Erkrankungen	 mit	 thrombembolischem	 oder	 inflammatorischem	

Hintergrund	untersucht	wurde.	So	zeigten	2005	Chirinos	et	al.	bei	25	untersuchten	

Patienten	 in	 einer	 Studie	 zu	 venösen	 Thrombembolien	 eine	 7-fach	 höhere	 P-

Selektinexpression,	 verglichen	 mit	 den	 25	 Kontrollprobanden	 [101].	 	 Cha	 et	 al.	

untersuchten	 die	 P-Selektinexpression	 auf	 Thrombozyten	 von	 Patienten	 mit	

atherosklerotisch	 bedingten	 Schlaganfällen,	 nicht	 nur	 innerhalb	 von	 24	h	 nach	

stattgehabter	Ischämie,	sondern	auch	im	Verlauf	von	90	Tagen.	In	der	gesamten	Zeit	

zeigte	 sich	 die	 P-Selektinexpression	 auf	 den	 Thrombozyten	 der	 29	 untersuchten	

Patienten	im	Mittel	0,4-fach	gegenüber	den	52	Kontrollprobanden	erhöht	[102].	Bei	

23	Patienten	mit	peripher	arterieller	Verschlusskrankheit	(pAVK),	konnten	Tan	et	al.,	

um	das	0,7-fache	erhöht,	mehr	P-Selektin	positive	Thrombozyten	detektieren	als	bei	

den	 30	 untersuchten	 gesunden	 Kontrollprobanden	 [103].	 Eine	 um	 das	 doppelte	

erhöhte	P-Selektinexpression	konnten	Tschöpe	et	al.	 bei	30	Patienten	mit	Diabetes	

mellitus	gegenüber	der	Kontrollgruppe	(n	=	27)	nachweisen	[104].	

In	 der	 vorliegenden	 Studie	 zeigt	 sich	 eine	 0,2-fach	 erhöhte	 Expression	 von	

thrombozytär	 gebundenem	 P-Selektin	 bei	 GBM-Patienten	 gegenüber	

Kontrollprobanden.	 Die	 Plasmaspiegel	 des	 sekretierten	 P-Selektins	 sind	 bei	 GBM-

Patienten	 0,3-fach	 und	 statistisch	 signifikant	 erhöht.	 Campanella	 et	 al.	 bestätigen	

2020	 mit	 ihren	 Untersuchungen	 zur	 Thrombozytenaktivierung	 bei	 GBM-Patienten	

die	 Ergebnisse	dieser	Dissertation.	Die	 P-Selektinexpression	 auf	 Thrombozyten	 von	

GBM-Patienten	 zeigte	 sich	 bei	 ihnen	 deutlich	 und	 signifikant	 um	 das	 1,24-fache	

gegenüber	den	Kontrollen	erhöht.	Eine	direkte	Vergleichbarkeit	der	Ergebnisse	kann	

auf	 Grund	 methodischer	 Unterschiede	 nicht	 vorgenommen	 werden.	 Neben	

Natriumcitrat	 als	Antikoagulanz,	wurde	das	PRP	von	Campanella	et	al.	 nach	einem	

anderen	Protokoll	aufbereitet	sowie	ein	deutlich	kleineres	Patientenkollektiv	(n	=	6)	

untersucht.	Lösliches	P-Selektin	wurde	nicht	gemessen	[80].	
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Signifikant	 erhöhte	 P-Selektinspiegel	 im	 Plasma	 von	 Patienten	mit	 Vorhofflimmern	

wurden	 in	 Untersuchung	 von	 Alberti	 et	 al.	 beschrieben.	 Jedoch	 zeigte	 sich	 die	 P-

Selektin-Expression	auf	den	Thrombozyten	der	Patienten	deutlich	gegenüber	denen	

der	 Kontrollprobanden	 reduziert.	 Die	 hohen	 Spiegel	 an	 plasmatischem	 P-Selektin	

und	 verringerter	 P-Selektinexpression	 auf	 Thrombozyten	wurden	hier	 als	 Ausdruck	

völliger	 thrombozytärer	 Erschöpfung	 interpretiert.	 Die	 Thrombozyten	 schienen	

maximal	 aktiviert	 und	 den	 Großteil	 ihres	 gesamten	 P-Selektins	 in	 das	 Plasma	

abgegeben	 zu	 haben.	 Insbesondere	weil	 nach	 adäquater	 Thrombozytenstimulation	

mit	 ADP	 die	 P-Selektin-Zunahme	 auf	 den	 Thrombozyten	 der	 Patienten	 mit	

Vorhofflimmern	deutlich	geringer	ausfiel	als	bei	den	Kontrollen	[98].	

Die	 Thrombozyten	 der	 GBM-Patienten	 dieser	 Dissertationsarbeit	 weisen	 über	 die	

erhöhten	plasmatischen	P-Selektinspiegel	hinaus,	eine	erhöhte	P-Selektin-Expression	

auf	ihrer	Oberfläche	auf.	Sie	erreichen	nicht	diesen	Status	der	völligen	Erschöpfung,	

wie	von	Alberti	et	al.	beobachtet.	

Die	 erhöhte	 Thrombozytenaktivierung	 wird	 weiterhin	 durch	 die	 deutlich	 erhöhte	

CD63-Expression	 auf	 Thrombozyten	 der	 GBM-Patienten	 untermauert.	 GBM-

Patienten	 zeigten	 in	 dieser	 Studie	 eine	 0,5-fach	 höhere	 Expression	 gegenüber	 den	

Kontrollprobanden.		

CD63	 ist	 ebenfalls	 ein	 gut	 etablierter	 Thrombozytenaktivierungsmarker	 und	 in	

systemisch	 inflammatorischen	 Erkrankungen	 erhöht	 beschrieben	 worden.	 In	 der	

bereits	 erwähnten	 Studie	 zu	 Patienten	mit	 pAVK	 zeigten	 Tan	 et	 al.	 eine	 0,85-fach	

erhöhte	 CD63-Expressionen	 auf	 Thrombozyten	 bei	 pAVK	 Patienten,	 verglichen	mit	

den	Kontrollprobanden	[103].	Auch	Tschöpe	et	al.	untersuchten	CD63	in	der	Studie	

zu	 Patienten	mit	 Diabetes	mellitus	 und	 fanden	 eine	 2,3-fach	 höhere	 Expressionen	

von	CD63	bei	Patienten	[104].	In	der	Studie	zur	CD63-Expression	auf	Thrombozyten	

bei	Patienten	mit	atherosklerotisch	bedingten	Schlaganfällen,	wiesen	Cha	et	al.	mit	

im	Mittel	0,3-fach	höheren	CD63-Expressionen	über	die	gesamte	Zeit	von	90	Tagen	

eine	signifikante	Mehrexpression	gegenüber	den	Kontrollprobanden	nach	[102].	

Weiterhin	 spricht	 die	 um	 das	 doppelte	 erhöhte	 Fibrinogenanbindung	 an	 den	

aktivierten	GPIIb/IIIa	für	eine	stärkere	Thrombozytenaktivierung	bei	GBM-Patienten.	

Dieser	 Unterschied	 wies	 keine	 statistische	 Signifikanz	 auf,	 was	 eventuell	 auf	 eine	

interindividuell	hohe	Streuung	dieser	Messwerte	zurückzuführen	sein	könnte.	In	der	
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Studie	zur	Thrombozytenaktivierung	bei	Patienten	mit	aspirinexazerbiertem	Asthma	

bronchiale,	untersuchten	Mitsui	et	al.	–	neben	der	P-Selektin-	und	CD63-Expression	–	

die	Expression	von	GPIIb/IIIa	an	30	Patienten	und	14	gesunden	Kontrollen.	Statistisch	

signifikant	zeigten	sich	P-Selektin	um	das	2,6-fache	und	CD63	um	das	2-fache	bei	den	

Asthmapatienten	gegenüber	den	Kontrollprobanden	erhöht.	GPIIb/IIIa,	der	durch	die	

Anbindung	von	PAC-1	charakterisiert	wurde,	zeigte	sich	ebenfalls	bei	den	Patienten	

um	 das	 0,72-fache,	 jedoch	 nicht	 statistisch	 signifikant	 erhöht.	 Insbesondere	 unter	

den	 gesunden	 Kontrollen	 fällt	 auf,	 dass	 eine	 deutlich	 größere	 Streuung	 der	

Messwerte	 von	 GPIIb/IIIa	 gegenüber	 den	 Messwerten	 von	 P-Selektin	 und	 CD63	

vorliegt	 [89].	 Dieser	 Sachverhalt	 wurde	 von	 den	 Autoren	 nicht	 explizit	 diskutiert,	

könnte	 aber,	 wie	 in	 der	 hier	 vorliegenden	 Studie,	 für	 eine	 fehlende	 statistische	

Signifikanz	verantwortlich	sein.	

CD40L	 zeigt	 sich	 im	 unstimulierten	 Ansatz	 auf	 der	 Thrombozytenoberfläche	 von	

GBM-Patienten	erhöht,	verglichen	mit	den	Kontrollprobanden.	Henn	et	al.	konnten	

in	 ihren	ersten	Untersuchungen	 zeigen,	 dass	 aktivierte	 Thrombozyten	mehr	CD40L	

auf	 ihrer	Oberfläche	exprimierten	und	damit	entzündliche	Reaktionen	am	Endothel	

begünstigten.	 Dass	 der	 in	 der	 vorliegenden	 Studie	 gezeigte	 Unterschied	 zwischen	

GBM-Patienten	und	Kontrollprobanden	nicht	signifikant	 ist,	könnte	eventuell	 in	der	

relativen	 Instabilität	dieses	Parameters	begründet	sein.	Henn	et	al.	zeigten	 in	 ihren	

Untersuchungen,	 dass	 die	 	 Expression	 von	 CD40L	 auf	 aktivierten	 Thrombozyten	

bereits	 eine	 Minute	 nach	 Aktivierung	 abnimmt	 [105].	 Trotz	 zügiger	

Probenaufbereitung	 dauerte	 es	 ca.	 eine	 Stunde	 bis	 die	 Proben	 dieser	

Dissertationsarbeit	vermessungsbereit	waren.	

Gut	in	den	Kontext	der	thrombozytären	Mehraktivierung	lässt	sich	weiterhin	die	S1P-

Konzentrationsdifferenz	 von	 PRP	 und	 PPP	 setzen.	 Hier	 zeigen	 GBM-Patienten	 eine	

reduzierte	 Differenz.	 Die	 Thrombozyten	 der	 GBM-Patienten	 müssen	 somit	 im	

Rahmen	 ihrer	 Mehraktivierung	 bereits	 große	 Mengen	 ihres	 intrazellulären	 S1P	

ausgeschüttet	 haben,	 da	 S1P	 auch	 von	 aktivierten	 Thrombozyten	 freigesetzt	 wird	

[45,	80].	
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6.4	 Ex-vivo-Reaktivität	 der	 Thrombozyten	 von	 GBM-Patienten	 auf	 spezifische	

Agonisten	

Hohe	 Konzentrationen	 von	 thrombozytären	 Agonisten	 sind	 in	 vielen	 malignen	

Tumorentitäten	 wie	 dem	 Ovarial-,	 Mamma-	 und	 Colonkarzinom	 beschrieben	 [80,	

106-110].	Um	ein	 solch	 Thrombozyten-stimulierendes-Milieu	 im	GBM	 zu	 imitieren,	

schlossen	sich	ex-vivo-Stimulationsversuche	an.	Hierbei	wurden	mit	50	µM	ADP	und	

25	 µM	 TRAP	 bewusst	 hohe	 Konzentrationen	 gewählt,	 um	 ein	 hohes	

prokoagulatorisches	 und	 Thrombozyten-aktivierendes-Potential,	 wie	 im	 GBM	

vermutet,	zu	imitieren	[10,	80].	

Nach	 ex-vivo-Stimulation	 mit	 ADP	 zeigte	 sich	 eine	 signifikant	 höhere	

Fibrinogenanbindung	 an	 den	GPIIb/IIIa	 auf	 den	 Thrombozyten	 der	GBM-Patienten.	

Nach	 ex-vivo-Stimulation	 mit	 TRAP	 zeigten	 die	 Thrombozyten	 der	 GBM-Patienten	

signifikant	 höhere	 CD63-Expressionen	 auf	 ihrer	 Oberfläche,	 P-Selektin	 war	 in	 der	

Tendenz	 erhöht.	 Auch	 Riedl	 et	 al.	 fanden	 in	 einer	 prospektiven	 Studie	 mit	 einer	

gemischten	 Population	 von	 62	 Tumorpatienten	 eine	 erhöhte	 Reaktivität	 der	

Thrombozyten	 auf	 die	 Thrombozytenstimulation	 mit	 TRAP	 gegenüber	 der	

Probandenpopulation	 (n	=	30),	 was	 sich	 in	 der	 Mehrexpression	 von	 P-Selektin	

widerspiegelte.	 GBM-Patienten	 wurden	 in	 dieser	 Studie	 jedoch	 nicht	 separat	

analysiert.	Jedoch	zeigte	sich	bei	der	differenzierten	Betrachtung	der	Patienten,	dass	

diejenigen	 mit	 schlechter	 Prognose	 (früheres	 Versterben,	 Entwicklung	 einer	

Thrombose)	eine	geringere	Expression	des	aktivierten	GPIIb/IIIa-Rezeptors	sowie	P-

Selektin-Expression	auf	den	Thrombozyten	aufwiesen	 [94].	Eventuell	befanden	sich	

die	 Thrombozyten	 hier,	 wie	 bei	 Alberti	 et	 al.,	 auch	 in	 einem	 Stadium	 völliger	

thrombozytärer	 Erschöpfung	 [98].	 Plasmatische	 P-Selektinspiegel	 die	 diese	 Theorie	

stützen	würden,	 wurden	 von	Riedl	 et	 al.	 nicht	 untersucht.	 Jedoch	 sind	 erschöpfte	

Thrombozyten	im	Rahmen	des	stark	prothrombotischen	Milieus	von	Malignomen	in	

einer	gemischten	Gruppe	von	Tumorpatienten	bereits	seit	längerem	bekannt	[111].		

Cooke	 et	 al.	 fanden	 eine	 erhöhte	 Reaktivität	 von	 Thrombozyten	 bei	 Patienten	mit	

metastasierten	 Tumoren	 unterschiedlicher	 Herkunft.	 Gemessen	 wurde	 die	 P-

Selektin-Expression	 auf	 den	 Thrombozyten	 der	 Tumorpatienten	 sowie	 die	

Thrombozytenaggregometrie	jeweils	 mit	 und	 ohne	 Thrombozytenstimulation	 [90].	
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Die	Thrombozytenstimulation	erfolgte	hier	unter	anderem	mit	ADP	bzw.	TRAP.	Die	P-

Selektin-Expression	 zeigte	 im	 unstimulierten	 Ansatz	 keine	 deutlichen	Unterschiede	

zwischen	 Patienten	 und	 Kontrollprobanden.	 Nach	 Stimulation	mit	 TRAP	 bzw.	 ADP	

hingegen	exprimierten	die	Thrombozyten	der	Patienten	signifikant	mehr	P-Selektin	

als	 die	 Kontrollprobanden.	 In	 der	 Thrombozytenaggregometrie	 zeigten	 die	

Thrombozyten	 der	 Patienten	 mit	 und	 ohne	 Stimulation	 signifikant	 höhere	

Aggregatbildungen	 als	 die	 Kontrollprobanden.	Wiederum	 fand	 keine	 differenzierte	

Betrachtung	von	GBM-Patienten	auf	Grund	zu	geringer	Patientenzahlen	statt.		

Auch	Campanella	 et	 al.	 untersuchten	 die	 Reaktivität	 der	 Thrombozyten	 von	GBM-

Patienten	hinsichtlich	 ihrer	 P-Selektinexpression	nach	ADP-	 bzw.	 TRAP-Stimulation.	

Nach	 Stimulation	 mit	 ADP	 fanden	 sie	 eine	 1,3-fach	 höhere,	 nach	 Stimulation	 mit	

TRAP	 eine	 0,24-fach	 höhere	 P-Selektinexpression	 auf	 Thrombozyten	 der	 GBM-

Patienten	gegenüber	den	Kontrollprobanden.		

Interessanterweise	 verwendeten	Riedl	 et	 al.,	Cooke	 et	 al.	 sowie	Campanella	 et	 al.	

deutlich	 geringere	 Stimulationsmengen,	 als	 sie	 in	 den	 Untersuchungen	 zu	 dieser	

Dissertation	verwendet	wurden.		

Während	 Cooke	 et	 al.	 Thrombozyten	 mit	 ADP	 in	 den	 Konzentrationen	 von	 1	 und	

5	µM,	 sowie	 TRAP	 mit	 Konzentrationen	 von	 1,	 2	 und	 20	µM	 stimulierten,		

verwandten	 Campanella	 et	 al.	 10	 µM	 ADP	 und	 5	 µM	 TRAP	 [80,	 90].	 Riedl	 et	 al.	

führten	 die	 ex	 vivo	 Thrombozytenaktivierung	 ausschließlich	 mit	 14,25	 µM	 TRAP	

durch	[94].	 Zum	 Vergleich,	 die	 in	 der	 vorliegenden	 Studie	 verwendeten	

Konzentrationen	 der	 Thrombozytenstimulanzien	 liegen	 bei	 50	 µM	 für	 ADP	 bzw.	

25	µM	für	TRAP.	Insbesondere	bei	TRAP-Stimulation	mit	20	µM	fanden	Cooke	et	al.	

keine	 Unterschiede	 zwischen	 der	 Thrombozytenaktivität	 von	 Probanden	 und	

Patienten.	Nach	ex-vivo-Stimulation	mit	1	und	2	µM	TRAP	zeigte	 sich	hingegen	die	

Thrombozytenaktivität	 der	 Patienten	 signifikant	 gegenüber	 der	 Kontrollgruppe	

erhöht	[90].	 	Dies	deutet	darauf	hin,	dass	die	Unterschiede	nicht	bei	einer	maximal	

abgesättigten	TRAP-Konzentration	zu	sehen	sind,	wohl	aber	bei	einer	submaximalen	

Stimulation.	Gleiches	könnte	für	die	ADP-Stimulation	zutreffen.	Cooke	et	al.	wählten	

für	die	ADP-	Stimulation	max.	5	µM	und	lagen	damit	bei	einem	Zehntel,	Campanella	

et	 al.	 verwendeten	 mit	 10	 µM	 ADP	 ein	 Fünftel	 der	 hier	 verwendeten	

Stimulationsdosis.	 Hiermit	 wäre	 zu	 erklären,	 warum	 mit	 den	 in	 der	 vorliegenden	
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Dissertation	 gewählten	 hohen	 Stimulationskonzentration	 an	 ADP	 und	 TRAP	 die	

Unterschiede	 zwischen	 Thrombozyten	 der	GBM-Patienten	 und	 Probanden	nicht	 so	

deutlich	ausfielen.	Allerdings	wurden	die	hohen	Konzentrationen	an	ADP	und	TRAP	

in	 dieser	 Dissertation	 bewusst	 gewählt,	 um	 das	 hohe	 prokoagulatorische	

Tumormilieu	des	GBM	ex	vivo	zu	imitieren.		

Es	zeigten	sich	keine	Unterschiede	zwischen	Kontrollprobanden	und	GBM-Patienten	

bezüglich	 der	 CD40L-Epxression	 auf	 Thrombozyten,	 weder	 nach	 ADP-	 noch	 nach	

TRAP-Stimulation.	 Dies	 ist	 gut	 in	 Einklang	mit	 den	 Ergebnissen	 von	Henn	 et	 al.	 zu	

bringen.	 Diese	 stellten	 fest,	 dass	 nach	 adäquater	 Thrombozytenstimulation	 mit	

Thrombin	deutlich	mehr	CD40L	von	Thrombozyten	gesunder	Probanden	produziert,	

jedoch	 als	 lösliches	 Produkt	 von	 der	 Zelloberfläche	 in	 den	 Extrazellularraum	

abgegeben	wurde.	Mit	Zunahme	des	löslichen	CD40L,	nahm	die	Nachweisbarkeit	des	

zellulär	gebundene	CD40L	innerhalb	einer	Stunde	nach	Aktivierung	ab	[66].	

	

6.5	Heterotype	Interaktion	von	Thrombozyten	und	Leukozyten	bei	GBM-Patienten	

Thrombozyten-Leukozyten-Konjugate	–	als	Surrogatparameter	für	 inflammatorische	

Prozesse	 –	 bilden	 sich	 vorwiegend	 unter	 Thrombozyten	 und	 Monozyten	 und	 am	

wenigsten	 unter	 Thrombozyten	 und	 Lymphozyten	 aus,	 was	 auch	 in	 den	 hier	

vorliegenden	Ergebnissen	nachweisbar	ist	[69-71,	88].	Die	Interaktion	wird	initial	und	

am	 wichtigsten	 über	 P-Selektin-Expression	 mit	 dem	 Bindungspartner	 PSGL-1	 auf	

Leukozyten	 vermittelt	 [69].	 	Darüber	hinaus	 trägt	der	GPIIb/IIIa-Rezeptor	 zu	dieser	

Konjugatbildung	 bei	 [112].	 Typischerweise	 nimmt	 die	 Bildung	 von	 Thrombozyten-

Leukozyten-Konjugaten	 nach	 Aktivierung	 von	 Thrombozyten	 zu	 [71,	 72,	 112].	 Dies	

zeigt	 sich	 deutlich	 bei	 der	 TMK-Bildung	 der	 Kontrollprobanden,	 welche	 sich	 nach	

TRAP-Stimulation	 signifikant	gegenüber	der	nicht	 stimulierten	TMK-Bildung	erhöht.	

Nach	ex-vivo-Stimulation	mit	ADP	und	TRAP	kann	bei	deutlich	 stärkerer	P-Selektin-

Expression	 und	 Fibrinogenanbindung	 an	 GPIIb/IIIa	 auf	 Thrombozyten	 der	 GBM-

Patienten	 eine	 paradoxerweise	 geringere	 TMK-Bildung	 bei	 GBM-Patienten	

gegenüber	der	Kontrollprobandengruppe	festgestellt	werden.	

Erhöhte	 Thrombozyten-Monozyten-Konjugate	 konnten	 in	 mehreren	 Erkrankungen	

beobachtet	werden	und	gingen	dabei	mit	einer	erhöhten	P-Selektin-Expression	auf	
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Thrombozyten	 einher.	 Villmow	 et	 al.	 untersuchten	 2003	 47	 Patienten	 mit	

myeloproliferativen	 Erkrankungen,	 10	 davon	 mit	 chronisch-myeloischer	 Leukämie	

(CML),	 11	mit	 Polycythaemia	 vera	 (PV),	 und	 jeweils	 12	mit	 primärer	Myelofibrose	

(PMF)	 bzw.	 essenzieller	 Thrombozythämie	 (ET).	 In	 allen	 4	 Gruppen	 ließen	 sich	

erhöhte	 P-Selektin-Expressionen	 auf	 Thrombozyten	 verglichen	 mit	 den	

16	Kontrollprobanden	 nachweisen.	 Signifikant	 erhöhte	 TMK-Bildungen	 zeigten	 sich	

aber	nur	bei	Patienten	mit	PV	und	ET,	hier	 jeweils	um	das	0,9-fache	verglichen	mit	

den	 Kontrollprobanden	 erhöht.	 Interessanterweise	 wiesen	 hier	 diese	 beiden	

Gruppen	unter	allen	4	myeloproliferativen	Erkrankungen	das	höchste	Risiko	für	die	

Entwicklung	thrombembolischer	Komplikationen	auf	[88].			

Auch	 Riedl	 et	 al.	 fanden	 in	 ihren	 Untersuchungen	 zu	 62	 heterogenen	

Tumorpatienten	 eine	 erhöhte	 P-Selektin-Expression	 auf	 Thrombozyten	 verglichen	

mit	den	30	vermessenen	Kontrollprobanden.	Die	erhöhte	Thrombozytenaktivität	bei	

den	 Tumorpatienten	 ging	 mit	 einer	 signifikant	 um	 das	 0,8-fach	 gesteigerten	

Konjugatbildung	 von	 TMKs	 einher.	 Nicht	 nur	 im	 nativen	 Ansatz,	 auch	 nach	

Thrombozytenstimulation	mit	TRAP	zeigten	 sich	die	Thrombozyten	der	Patienten	–	

durch	 weitere	 Mehrexpression	 von	 P-Selektin	 –	 reaktiver	 gegenüber	 den	

Thrombozyten	 der	 Kontrollprobanden.	 Im	 Vergleich	 zum	 unstimulierten	 Ansatz	

nahm	die	TMK-Bildung	bei	den	Patienten	um	das	2,5-fache	zu	und	unterschied	sich	

signifikant	 um	 das	 0,5-fache	 zu	 den	 Kontrollprobanden	 [94].	 Eine	 differenzierte	

Betrachtung	von	GBM-Patienten	wurde	dabei	wiederum	nicht	durchgeführt.	

Chirinos	 et	 al.	 fanden,	 in	 der	 bereits	 angeführten	 Studie	 zu	 25	 Patienten	mit	 VTE,	

eine	 um	 0,64-fach	 erhöhte	 Thrombozyten-Leukozyten-Konjugatbildung	 bei	 den	

Patienten	verglichen	mit	den	Kontrollprobanden	(n	=	25)	bei	entsprechend	erhöhter	

P-Selektin-Expression	 der	 Thrombozyten.	 Leider	 wurden	 in	 dieser	 Studie	 die	

Leukozytenpopulationen	zusammengefasst	und	nicht	differenziert	betrachtet	[101].		

Bei	 der	 bereits	 erwähnten	 Untersuchung	 von	 Alberti	 et	 al.	 zu	 Patienten	 mit	

Vorhofflimmern	 wurden	 signifikant	 geringere	 Bildungen	 von	 TMK	 gefunden	 [98].	

Berücksichtigt	man,	dass	ebenfalls	signifikant	geringere	P-Selektin-Expressionen	auf	

den	 Thrombozyten	 dieser	 Patienten	 detektiert	 wurden,	 so	 ist	 diese	 reduzierte	

Konjugatbildung	 am	 ehesten	 als	 Folge	 eines	 P-Selektin-Mangels	 auf	 Thrombozyten	

zu	 betrachten.	 Da	 in	 der	 vorliegenden	 Dissertation	 eine	 hochnormale	 P-Selektin-



6	Diskussion	

	 58	

Expression	auf	Thrombozyten	der	GBM-Patienten	nachgewiesen	werden	konnte,	ist	

ein	 thrombozytäres	 Defizit	 für	 die	 geringe	 Konjugatbildung	 weniger	 anzunehmen.		

Daher	 lässt	 sich	 vermuten,	 dass	 ein	 für	 die	 TMK-Bildung	 wichtiger	 leukozytärer	

Rezeptor,	wie	beispielsweise	PSGL-1,	eine	Rolle	in	dem	Prozess	spielen	kann.			

	

6.6	CD11b	und	Aktivierung	der	Leukozyten	

CD11b	 bildet	 zusammen	mit	 CD18	 den	 Rezeptorkomplex	Mac-1,	 welcher	multiple	

Funktionen	auf	 Leukozyten	übernimmt.	 So	dient	er	 als	 Ligandenrezeptor	 für	bspw.	

Fibrinogen	 und	 Komplementfaktoren	 und	 erfüllt	 als	 Adhäsionsmolekül	 wichtige	

Funktionen	 in	 der	 leukozytären	 Endotheladhäsion	 sowie	 Phagozytose	 [113,	 114].	

Besonders	 aktivierte	 Granulozyten	 und	 Monozyten	 exprimieren	 dieses	 Molekül,	

weshalb	CD11b	oft	als	Aktivierungsmarker	für	Leukozyten	verwandt	wird	[101,	114].	

Erhöhte	CD11b-Expressionen	auf	Leukozyten	wurden	vor	allem	in	inflammatorischen	

Geschehen	 wie	 Sepsis,	 Verbrennungen,	 Diabetes	 Mellitus	 und	 hämodialysierten	

Patienten	 aber	 auch	 in	 prothrombotischen	 Erkrankungen	 wie	 denen	 des	

myeloproliferativen	 Formenkreises	 und	 Patienten	 mit	 VTE	 beobachtet	 [101,	 113,	

115].	 Reduzierte	 Expressionen	 fanden	 sich	 bei	 der	 chronischen	 myeloischen	

Leukämie,	dem	myelodysplastischen	Syndrom	sowie	Neonaten	[113].		

Der	 Fokus	 der	 vorliegenden	 Dissertation	 lag	 nicht	 auf	 der	 Charakterisierung	 des	

Funktionsstatus	 zirkulierender	 Leukozyten,	 welche	 sehr	 viel	 detailierter	 erfasst	

werden	 kann	 als	 durch	 die	 alleinige	Messung	 der	 CD11b-Expression	 [116,	 117].	 In	

diesem	einschränkenden	Kontext	sind	die	CD11b-Ergebnisse	auch	zu	interpretieren.	

In	 der	 Monozytenpopulation	 zeigten	 sich	 keine	 Unterschiede	 in	 der	 CD11b-

Expression	 zwischen	 GBM-Patienten	 und	 Kontrollprobanden.	 Diese	 Ergebnisse	

decken	 sich	 mit	 der	 Studie	 von	 Alberti	 et	 al.,	 die	 ebenfalls	 keine	 Unterschiede	

zwischen	 Patienten	 mit	 Vorhofflimmern	 und	 Kontrollprobanden	 hinsichtlich	 der	

CD11b-Expression	auf	Monozyten	feststellen	konnten	und	dies	als	unbeeinträchtigte	

Leukozytenfunktion	interpretierten	[98].		

In	der	Granulozytenpopulation	zeigte	sich	die	CD11b-Expression	bei	GBM-Patienten	

tendenziell	 jedoch	 nicht	 statistisch	 signifikant	 gegenüber	 den	 Kontrollprobanden	

reduziert.	 Die	 Aktivierbarkeit	 der	 Granulozyten	 zeigte	 sich	 bei	 den	 GBM-Patienten	
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vor	allem	nach	Stimulation	mit	TRAP	nicht	eingeschränkt.	Ob	dies	als	ein	Ausdruck	

eingeschränkter	 Granulozytenfunktion,	 wie	 es	 bei	 Patienten	 mit	 myeloischen	

Erkrankungen	oder	Neugeborenen	beobachtet	wurde,	gewertet	werden	kann,	bleibt	

fragwürdig	[113].	

Die	Lymphozytenpopulationen	zeigten	keine	Unterschiede	 in	der	CD11b-Expression	

zwischen	beiden	Gruppen.	Auch	in	der	Studie	von	Li	et	al.	zur	Expression	von	CD11b	

auf	Leukozyten	wurden	bei	diesen	im	Vergleich	zu	Monozyten	und	Granulozyten	bei	

gesunden	 Probanden	 keine	 besonderen	 Auffälligkeiten	 festgestellt.	 Außerdem	war	

keine	Mehrexpression	von	CD11b	bei	den	Lymphozyten	nach	Leukozytenstimulation	

nachweisbar	[114].		

	

6.7	Sphingosin-1-Phosphat	als	pleiotropes	Molekül	im	GBM	

S1P	 ist	 ein	 wichtiges	 Mediatormolekül	 und	 trägt	 zur	 Entwicklung	 des	

immunsupressiven,	 antiinflammatorischen	 und	 tumorsupportiven	 Mikromilieus	 im	

GBM	 bei	 [41].	 Die	 Blut-	 und	 Gewebespiegel	 von	 S1P	 sind	 streng	 kontrolliert	 und	

liegen	 im	 unteren	 Mikromolarbereich,	 was	 sich	 in	 den	 Ergebnissen	 dieser	

Dissertation	widerspiegelt	[45].	Unterschiede	in	der	S1P-Konzentration	zwischen	Blut	

und	 Geweben	 sorgen	 für	 die	 Einwanderung	 von	 Immunzellen,	 Migration	 von	

Stammzellen	aber	auch	die	Migration	und	Proliferation	von	malignen	Zellen	[43,	45,	

46].	Der	Einfluss	von	S1P	auf	die	Lymphozytenmigration	wurde	erstmalig	von	Schwab	

et	 al.	 beschrieben.	 Sie	 konnten	 zeigen,	 dass	 hohe	 Konzentrationen	 von	 S1P	 in	

Lymphgeweben	 die	 Lymphozyten	 daran	 hinderten,	 aus	 diesen	 Geweben	 zu	

migrieren	 [118].	Müller	 et	 al.	wiesen	 im	Mausmodell	 nach,	 dass	Makrophagen	 ein	

ähnliches	 Bestreben	 zu	 hohen	 S1P-Konzentrationen	 aufweisen.	 Insbesondere	 M1-

Makrophagen	zeigten	ein	hohes	Migrationsbestreben	zu	hohen	S1P-Konzentrationen	

[48].	 Erhöhte	 Konzentrationen	 von	 S1P	 konnten	 von	 Abuhusain	 et	 al.	 in	 GBM-

Geweben	 nachgewiesen	 werden	 [47].	 Darüber	 hinaus	 konnte	 im	 GBM	 gezeigt	

werden,	 dass	 S1P	 via	 S1P-Rezeptoren	 die	 TAM	 Rekrutierung	 steuert	 und	 somit	 zu	

einer	Anreicherung	an	TAM	führt	 [41].	 Im	Tumormikromilieu	zeigten	Weigert	et	al.	

dass	 S1P	 an	 der	 antiinflammatorischen	 Phänotypenumstellung	 von	 M1-	 zu	 M2-

Phänotypen	beteiligt	ist	[49].	
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Im	PRP	der	GBM-Patienten	dieser	Dissertation	zeigte	sich	signifikant	weniger	S1P	als	

im	 PRP	 der	 Kontrollprobanden.	 Diese	 peripher	 reduzierten	 S1P-Spiegel	 könnten	

einen	 noch	 größeren	 Konzentrationsunterschied	 von	 S1P	 zwischen	 dem	 Blut	 und	

dem	GBM-Gewebe	begünstigen.	Dies	wiederum	könne	die	Monozytenmigration	und	

konsekutive	 TAM-Bildung	 im	 GBM	 fördern.	 Vor	 dem	 Hintergrund,	 dass	 S1P	

wiederum	die	Polarisierung	hin	zu	antiinflammativen	M2-TAM	im	GBM	unterstützt,	

kann	 der	 reduzierte	 S1P-Spiegel	 im	 GBM-Patientenplasma	 als	 ein	 systemischer	

Ausdruck	der	GBM	vermittelten	Antiinflammation	gesehen	werden	[49].		

	

6.8	Sekundäre	Hämostase	bei	GBM-Patienten	

Die	 Messung	 der	 ex	 vivo	 Gesamt-Thrombin-Bildungskapazität	 im	 Rahmen	 eines	

Thrombin	 Generation	 Assays	 ist	 eine	 etablierte	 Methode,	 um	 global	 die	

Funktionsfähigkeit	 des	 hämostatischen	 Systems	 beurteilen	 zu	 können	 und	 birgt		

großes	Potential	eine	erhöhte	Blutungs-	oder	Thromboseneigung	zu	ermitteln	[119].	

Ay	et	al.	 zeigten	als	erste,	dass	 in	einer	heterogenen	Gruppe	von	Tumorpatienten,	

bei	 diesen	 die	 eine	 VTE	 entwickelten,	 signifikant	 höhere	 spitzen	 Thrombinwerte	

sowie	 eine	 verkürzte	 lag	 time	auftraten	 als	 bei	 jenen,	 die	 keine	VTE	 entwickelten.	

Unterschiede	 in	 der	 Gesamt-Thrombin-Bildungskapazität	 zeigten	 sich	 keine	 [120].	

Relativ	 war	 die	 Entwicklung	 von	 VTE	 in	 der	 Gruppe	 der	 Hirntumorpatienten	 am	

höchsten,	 jedoch	 wurde	 die	 Thrombinbildung	 für	 diese	 Gruppe	 weder	 spezifisch	

analysiert,	noch	wurde	die	genaue	Hirntumorentität	angegeben.	

Interessanterweise	 fanden	Streiff	 et	al.	 bei	einer	Analyse	von	HGG-Patienten	keine	

Unterschiede	 in	 der	 Thombinbildungfähigkeit	 zwischen	 den	 Patienten	 die	 VTE	

entwickelten	und	diesen,	die	keine	entwickelten.	Weitere	koagulative	Parameter	wie	

das	 D-Dimer	 waren	 zwischen	 beiden	 Gruppen	 ebenfalls	 nicht	 unterschiedlich	[38].	

Thaler	 et	 al.	 untersuchten	 unter	 anderem	 die	 Spitzenthrombinbildung	 in	 einer	

Gruppe	 von	 HGG-Patienten	 mit	 und	 ohne	 Entwicklung	 von	 VTE	 und	 konnten	

ebenfalls	keine	Unterschiede	feststellen	[121].	

Nie	 wurde	 in	 diesen	 Studien	 ein	 Vergleich	 zu	 gesunden	 Kontrollprobanden	

durchgeführt,	 wie	 es	 in	 dieser	 Studie	 der	 Fall	 ist.	 Da	 in	 den	 beiden	 letztzitierten	

Studien	jedoch	keine	Unterschiede	in	der	Thrombinbildung	zwischen	HGG-Patienten	
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mit	und	ohne	VTE	gefunden	wurden,	erscheinen	die	hier	fehlenden	Unterschiede	in	

der	 Thrombinbildung	 zwischen	 GBM-Patienten	 und	 Kontrollprobanden	 durchaus	

plausibel.		

Die	 erhöhten	 Thrombinwerte	 in	 der	 Studie	 von	 Ay	 et	 al.	 in	 einer	 gemischten	

Population	von	Tumorpatienten	sind	am	ehesten	nicht	auf	die	Thrombinwerte	von	

GBM-Patienten	zurückzuführen.	

Thaler	et	al.	 fanden	als	unabhängige	Prädiktoren	 für	die	Entwicklung	einer	VTE	bei	

HGG-Patienten	 erhöhtes	 lösliches	 P-Selektin	 sowie	 reduzierte	

Thrombozytenzahlen	[121].	 	 Auch	wenn	die	 reduzierten	 Thrombozytenzahlen	nicht	

bei	 den	 GBM-Patienten	 dieser	 Studie	 nachzuweisen	 waren,	 so	 ließ	 sich	 erhöhtes	

lösliches	P-Selektin	durchaus	nachweisen.		

	

6.9	Translationale	Relevanz	der	Dissertation	

Die	Ergebnisse	dieser	Dissertation	tragen	zu	einem	weiteren	Verständnis	des	äußerst	

komplexen	 prokoagulativen	 Potentials	 von	 GBM-Patienten	 bei.	 Diese	 Studie	 zeigt	

zum	 ersten	 Mal	 eine	 erhöhte	 Thrombozytenaktivierung	 durch	 erhöhte	 Expression	

von	 CD63	 und	 P-Selektin	 sowie	 eine	 erhöhte	 Sekretion	 von	 P-Selektin	 im	

Patientenplasma	 in	 einer	 homogenen	Gruppe	 von	GBM-Patienten.	 Darüber	 hinaus	

konnte	 für	 diese	 Patientengruppe	 eine	 erhöhte	 Thrombozytenreaktivität	 auf	

Thrombozytenagonisten	 nachgewiesen	 werden.	 	 Diese	 Ergebnisse	 bieten	 einen	

weiteren	 Erklärungsansatz	 für	 das	 in	 der	 Gruppe	 der	 GBM-Patienten	 deutlich	

erhöhte	 prokoagulatorische	 Potential,	 welches	 in	 diversen	 Studien	 beobachtet	

wurde	 [10,	 33-38].	 Hierbei	 wurden	 vorwiegend	 Veränderungen	 der	 plasmatischen	

Gerinnung	 gefunden	 und	 als	 ursächlich	 beschrieben	 [10,	 37,	 38].	 Dabei	 ist	

unabhängig	 vom	 GBM	 bekannt,	 dass	 eine	 erhöhte	 Thrombozytenaktivierung	 und	

Reaktivität	 auf	 Thrombozytenstimulanzien	 mit	 einem	 erhöhten	 Risiko	 für	 die	

Entwicklung	 von	 arteriellen	 und	 venös	 thrombembolischen	 Ereignissen	 einhergeht	

[72,	 122].	 Ob	 vor	 diesem	 Hintergrund	 die	 Beeinflussung	 der	 erhöhten	

Thrombozytenaktivität	 mittels	 gängiger	 Thrombozytenaggregtionshemmer,	 wie	

Aspirin,	Clopidogrel	und	weiteren,	einen	therapeutischen	Nutzen	für	GBM-Patienten	

entstehen	 lassen	könne,	bleibt	offen.	Derzeit	gibt	es	keine	Studien,	die	den	Einsatz	
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von	Thrombozytenaggregationshemmern	zur	Verhinderung	von	thrombembolischen	

Ereignissen	 bei	 GBM-Patienten	 unterstützen	 [123].	 In	 einer	 retrospektiven	 Studie	

von	Seliger	et	al.	fand	sich	kein	Vorteil	für	die	Einnahme	von	Aspirin	bezogen	auf	das	

Langzeitüberleben	von	WHO	Grad-IV-Gliom-Patienten,	wobei	sekundär	auftretende	

Komplikationen	 wie	 thrombembolische	 Ergeinisse	 nicht	 analysiert	 wurden.	

Gleichwohl	 diskutieren	 die	 Autoren	 einen	 möglichen	 Nutzen	 von	 Aspirin	 zur	

Verhinderung	ischämischer	Schlaganfälle	[124].	

Interaktionen	 zwischen	 Thrombozyten	 und	 soliden	 Tumoren	 zeigen	 sich	 in	 einer	

vermehrten	 Thrombozytenaggregation	 im	 Rahmen	 der	 TCIPA.	 Die	 Aktivierung	 der	

Thrombozyten	 erfolgt	 dabei	 unter	 anderem	 durch	 das	 Zusammenspiel	 der	

Tumorzellen	via	P-Selektin	oder	GPIIb/IIIa	[56,	57].	Diese	beiden	Rezeptoren	zeigen	

sich	 auch	 in	 dieser	 Studie	 auf	 den	 Thrombozyten	 der	 GBM-Patienten	 erhöht.	

Zahlreiche	 thrombosierte	 Gefäße	 sind	 ein	 histopathologisches	 Kennzeichen	 des	

GBM,	 an	 deren	 Entstehung	 Thrombozyten	maßgeblich	 beteiligt	 sind	 [10,	 35].	 Eine	

direkte	Interaktion	des	GBM	mit	den	Thrombozyten	könnte	für	die	Ergebnisse	dieser	

Dissertation	 plausibel	 sein	 und	 würde	 eine	 mögliche	 Erklärung	 für	 die	

Untersuchungsergebnisse	 von	 Nilsson	 et	 al.	 liefern,	 welche	 EGFRvIII-RNA	 in	

zirkulierenden	Thrombozyten	von	Gliom-Patienten	nachweisen	konnten	[125].	

Obwohl	 in	 dieser	 Studie	 stärker	 aktivierte	 Thrombozyten	 bei	 GBM-Patienten	

nachgewiesen	wurden,	 konnte	 ein	 korrespondierender	 Anstieg	 der	 Thrombozyten-

Leukozyten-Konjugatbildung	 –	wie	 in	 der	 Literatur	 beschrieben	 –	 nicht	 beobachtet	

werden	[71,	88,	94,	101,	112].	Es	zeigte	sich	hingegen	eine	niedrigere	TMK-Bildung	

bei	GBM-Patienten.	Diese	Konstellation	wurde	bereits	von	Alberti	et	al.	bei	Patienten	

mit	 Vorhofflimmern	 beobachtet.	 Hier	 zeigte	 sich	 jedoch	 ein	 P-Selektin-Mangel	 auf	

Seiten	 der	 Thrombozyten	 für	 die	 reduzierte	 Konjugatbildung	 ursächlich	 [98].	 Die	

Ergebnisse	 dieser	 Dissertation	 zeigen	 eine	 intakte	 bzw.	 eine	 deutliche	

Mehraktivierung	der	Thrombozyten	von	GBM-Patienten	auf.	Dieses	„Versagen“	der	

Konjugat-Bildung	 könne	 somit	 im	 Rahmen	 eines	 leukozytären	 Defizits	 vermutet	

werden.	 Eine	 bereits	 dieser	 Dissertationsarbeit	 angeschlossene	 Studie	 unserer	

Arbeitsgruppe	 zeigt	 interessanterweise	 eine	 Reduktion	 der	 Expression	 von	 PSGL-1	

auf	 zirkulierenden	 Monozyten	 in	 GBM	 Patienten	 [86].	 Die	 reduzierte	

Konjugatbildung	könnte	ein	weiterer	Ausdruck	systemischer	Antiinflammation	sein,	
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welche	 durch	 das	GBM	und	 sein	 assoziiertes	Mikromilieu	 initiiert	wird.	 Reduzierte	

S1P-Konzentrationen	 im	 PRP	 der	GBM-Patienten	 könnten	 die	Monozytenmigration	

und	 TAM-Bildung	 begünstigen.	 Das	 GBM	 interagiert	 mit	 den	 Zellen	 seines	

Mikromilieus	 und	 sorgt	 vor	 allem	 mit	 der	 Generierung	 von	 M2-TAM	 für	 einen	

antiinflammativen	 und	 tumorsupportiven	 Phänotyp	 [41].	 Fingolimod,	 ein	

Medikament,	dass	 in	diesen	Stoffwechselweg	eingreift	und	die	SPK	hemmt,	konnte	

in	mehreren	Zellkultur-	und	Tiermodellbasierten	Studien	eine	Wachstumshemmung	

bis	 zum	 Zelluntergang	 von	 GBM-Gewebe	 bewirken	 [126].	 Ein	 mitunter	

vielversprechender	Therapieansatz	für	das	GBM,	der	weiterer	Forschung	bedarf,	da	

derzeit	 ausschließlich	 eine	 Zulassung	 des	 Medikaments	 zur	 Behandlung	 der	

Multiplen	Sklerose	vorliegt	[127,	128].	
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7	Zusammenfassung	

Malignomerkrankungen	 gehen	 mit	 einer	 erhöhten	 Inzidenz	 thrombembolischer	

Ereignisse	 einher,	 wobei	 GBM-Patienten	 am	meisten	 gefährdet	 sind.	 Die	 genauen	

Ursachen	 des	 hohen	 prokoagulativen	 Potentials	 von	 GBM-Patienten	 sind	 wenig	

untersucht.	 Diese	 Dissertationsarbeit	 beschreibt	 zum	 ersten	 Mal	 die	 primäre	

Hämostase	 in	einer	homogenen	Gruppe	von	GBM	Patienten.	Gemessen	wurde	die	

Thrombozytenaktivierung	 und	 -reaktivität	 von	 jeweils	 21	 GBM-Patienten	 und	

gesunden	 Kontrollprobanden.	Dabei	 zeigten	 die	 Thrombozyten	 der	GBM-Patienten	

eine	 stärkere	 Aktivierung,	 weil	 in	 den	 Messungen	 die	 Oberflächenexpression	 von	

CD63,	 sowie	 die	 Sekretion	 von	 P-Selektin	 ins	 Plasma	 erhöht	 waren.	 Durch	 eine	

gesteigerte	 Fibrinogenanbindung	 an	 den	 aktivierten	 GPIIb/IIIa-Rezeptor	 bzw.	

erhöhte	 Oberflächenexpression	 von	 CD63,	 zeigten	 die	 Thrombozyten	 der	 GBM-

Patienten	nach	ex	vivo	Stimulation	mit	ADP	und	TRAP	eine	erhöhte	Reaktivität.	

Eine	 erhöhte	 Bildung	 von	 Thrombozyten-Leukozyten-Konjugaten	 konnte	 trotz	

gesteigerter	Thrombozytenaktivität	 in	der	GBM-Patienten-Gruppe	nicht	beobachtet	

werden.	 Tendenziell	 war	 die	 Konjugatbildung	 in	 der	 Monozytenpopulation	 sogar	

vermindert.	 Dieser	 Zusammenhang	 lässt	 sich	 nicht	 in	 den	 Kontext	 der	 gängigen	

Literatur	bringen,	insbesondere	da	sich	die	Funktion	der	Leukozyten	gleichwertig	als	

unbeeinträchtigt	zwischen	GBM-Patienten	und	Kontrollprobanden	zeigte.	Um	diesen	

Sachverhalt	 zu	 erklären,	 müssen	 weitere	 Untersuchungen,	 wie	 die	 Studie	 zur	

Untersuchung	des	PSGL-1	auf	Leukozyten,	durchgeführt	werden.	Darüber	hinaus	ist	

unklar,	 wie	 es	 zu	 den	 hier	 beschriebenen	 Veränderungen	 kommt.	 Interaktionen	

zwischen	 dem	 GBM	 und	 seinem	 Tumormikromilieu	 (TAM)	 wurden	 bereits	

untersucht,	aber	eine	aktive	Beeinflussung	von	Zellen	außerhalb	seines	Mikromilieus	

ist	 für	 das	 GBM	 noch	 nicht	 beschrieben	 worden,	 jedoch	 wäre	 es	 ein	 denkbarer	

Erklärungsansatz.	Die	S1P-Spiegel	im	PRP	von	GBM-Patienten	zeigten	sich	signifikant	

reduziert	 gegenüber	 denen	 der	 Kontrollprobanden,	 was	 einen	 systemischen	

Ausdruck	des	antiinflammatorischen	Status	des	GBM	darstellen	könnte.	Die	globale	

Hämostase	 zeigte	 sich	 bei	 GBM-Patienten	 und	 Kontrollprobanden	 in	 der	

vorliegenden	 Dissertation	 uneingeschränkt,	 wobei	 dies	 nicht	 der	 zentrale	

Gegenstand	der	Arbeit	war.		
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8	Summary	

Patients	suffering	from	malignancies	have	a	high	incidence	of	thrombembolic	events,	

especially	 GBM	 patients.	 Still,	 the	 exact	 reasons	 causing	 this	 high	 procogulative	

potential	have	not	been	 investigated	enough.	This	MD	thesis	describes	for	the	first	

time	the	primary	haemostasis	in	a	homogenous	group	of	GBM	patients.	The	platelet	

activation	 and	 platelet	 reactivity	 of	 21	GBM	patients	 and	 21	 healthy	 patients	 as	 a	

control	group	have	been	measured.	It	was	shown	that	the	platelets	of	GBM	patients	

had	a	higher	state	of	activation	because	of	the	expression	of	surface	receptor	marker	

CD63	and	P-selectin	 secretion	 in	 the	patients’	plasma.	They	also	 showed	a	greater	

reactivity	 to	 platelet	 agonist	 stimulation	 with	 ADP	 and	 TRAP	 where	 a	 higher	

fibrinogen	 binding	 to	 the	 activated	 GPIIb/IIIa	 and	 expression	 of	 CD63	 was	

determined.	

Regarding	 the	 platelet-leukocyte-conjugate	 formation,	 there	 was	 no	 greater	

formation	observed	 in	 the	group	of	GBM	patients,	 even	 though	platelet	 activation	

was	 increased.	 However,	 within	 the	 population	 of	 monocytes,	 the	 conjugate	

formation	 was	 in	 fact	 decreased	 by	 tendency.	 This	 coherence	 is	 not	 in	 line	 with	

common	 literature,	 especially	 because	 the	 leukocyte	 function	 was	 unaffected	

between	 the	 GBM	 patients	 and	 the	 control	 group.	 To	 clarify	 this	 circumstance,	

further	 investigations	 must	 be	 made,	 like	 studies	 investigating	 the	 PSGL-1	 on	

leukocytes.	Moreover,	it	is	not	clear	why	these	changes	occur.	Interactions	between	

the	 GBM	 and	 its	 tumour	 environment	 (TAM)	 are	well	 known.	 However,	 an	 active	

manipulation	 of	 cells	 outside	 the	 microenvironment	 has	 not	 been	 described	 for	

GBM,	 but	 it	 might	 be	 a	 possible	 explanation.	 The	 S1P-levels	 in	 the	 PRP	 of	 GBM	

patients	were	significantly	reduced	in	comparison	to	the	controls,	which	might	be	a	

systemic	expression	of	the	antiinflammatory	status	of	GBM.	

The	global	haemostasis	showed	no	impairment	between	GBM-patients	and	controls,	

whereby	this	has	not	been	the	main	focus	of	this	study.	
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10	Anhang	

10.1	Pufferherstellung	

10.1.1	Tyrode-Puffer	

Für	 die	 Herstellung	 eines	 Liters	 Tyrode	 Puffer	 wurden	 folgende	 Substanzen	

verwendet:	

• NaCl	(134	mM)	 (7,83	g)	

• NaHCO3	(12	mM)	 (1,01	g)	

• KCL	(2,9	mM)	 	 (0,22	g)	

• NaH2PO4	(0,36	mM)	 (0,05	g)	

• MgCl2	(1	mM)	 	 (0,10	g)	

• HEPES	(5	mM)		 (1,19	g)	

• Glucose	(5	mM)	 (0,90	g)	

• BSA	(1	mg/ml)		 (1,00	g)	

• Aqua	dest.	 	 (1,00	l)	

• KOH	

• HCl	

	

Alle	Substanzen	bis	auf	KOH	und	HCL	wurden	unter	einer	Feinwaage	abgewogen	und	

anschließend	in	1	L	Aqua	dest.	unter	stetigem	rühren	aufgelöst.	Anschließend	wurde	

mit	KOH	bzw.	HCl	der	Puffer	auf	den	pH	von	7,4	vorsichtig	titriert.	

10.1.2	PBS		

Für	 die	 Herstellung	 von	 einem	 Liter	 10-fach	 konzentriertem	 PBS	wurden	 folgende	

Substanzen	verwendet:	

• NaCl	 	 (80	g)	

• KCL	 	 (2	g)	

• NaH2PO4		 (11,35	g)	

• KH2PO4		 (2,4	g)	

• Aqua	dest.	 (1	l)	

• KOH	
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• HCl	

	

Alle	Substanzen	bis	auf	KOH	und	HCL	wurden	unter	einer	Feinwaage	abgewogen	und	

anschließend	in	1	L	Aqua	dest.	unter	stetigem	rühren	aufgelöst.	Anschließend	wurde	

mit	KOH	bzw.	HCl	der	Puffer	auf	den	pH	von	7,4	vorsichtig	titriert.	
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