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1 Einleitung

Die Verfiigbarkeit von rekombinantem, humanem Erythropoetin ertffnete der The-
rapie bestimmter Erkrankungen wie der renalen Andmie, der Tumor-Andmie oder
dem Myelodysplastischen Syndrom neue Moglichkeiten. Erythropoetin weist das
grofite Indikationsspektrum aller derzeit klinisch eingesetzten Wachstumsfaktoren
auf (http://de.wikipedia.org/wiki/Erythropoetin#Indikationen_f.C3.BCr_die_
Therapie_mit_EPO, Stand 2011-01-19). Es ist heute eines der 10 erfolgreichsten Medika-
mente weltweit (http://de.wikipedia.org/wiki/Erythropoetin#Marktdaten_f.C3.
BCr_EP0-Pr.C3.A4parate, Stand 2011-01-19).

Die Erythropoese gilt als weitgehend verstanden [2], [144], [57], [106], [80], [212]. Und
dennoch: viele ihrer Teilaspekte kdnnen nur indirekt oder gar nicht untersucht werden. So
ist zum Beispiel wenig tiber die Anzahl der Erythrozyten bekannt, die aus einer einzelnen
Zelle des ersten erythropoetischen Entwicklungsstadiums (BFU-E) hervorgehen, oder iiber
die tatsdchlichen Zellzykluszeiten der proliferativen erythropoetischen Vorlduferzellen und
deren Regulation. Auch die Diskussionen iiber Existenz und Bedeutung der Migration der
Stammzellen und der BFU-E aus dem Knochenmark in die Milz bei stimulierter muriner
Erythropoese [56], [62] und iiber die Rolle des programmierten Zelltods (Apoptose) im

Blutbildungssystem [91] zeigen, dass noch viele Fragen offen sind.

Mit Hilfe eines auf experimentelle Daten aufbauenden mathematischen Modells der
Erythropoese wird hier versucht, Antworten auf die genannten Fragen zu geben. Dies
geschieht ausgehend von einem Experiment [56] und einem mathematischen Modell [109],
[198], [136]. Letzteres dient im folgenden als Referenzmodell und wird im Folgendem nach

dem Erstautor der zuletzt genannten Veroffentlichung Klaus Pantel PModell genannt.

Das mathematische Modell war urspriinglich an dynamischen Situationen ausfiihrlich
getestet und angepasst worden. Definierte und von dem Normalzustand abweichende
Gleichgewichtszustéinde des erythropoetischen Systems konnten nicht genutzt werden,
da sich diese experimentell nicht gezielt herbeifiihren lieflen. Erst die Verfiigbarkeit von

rekombinantem Erythropoetin dnderte dies.

Das Experiment zielte darauf ab, durch den Einsatz von rekombinantem Erythropoetin,
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1 FEinleitung

das erythropoetische System in eine Reihe von definierten Gleichgewichtszustdnden zu
bringen und die Anzahl der verschiedenen Vorlduferzellen der Erythrozyten (BFU-E,
CFU-E, Erythroblasten) getrennt fiir Knochenmark und Milz in Kombination mit dem

Héamatokrit systematisch zu bestimmen.

Die Ergebnisse des Experiments werden in dieser Arbeit genutzt, um das mathematische
Modell zu optimieren. Seine biologische Plausibilitdt konnte, wie gezeigt werden wird,
verbessert werden. Die Modellparameter wurden exakter festgelegt. Unter anderem wurden
die Normalwerte adjustiert (Abschnitt 2.3.1 auf Seite 69) und fiir ausgewéhlte Parameter
eine Sensitivitdtsanalyse durchgefithrt (Abschnitt 3.4 auf Seite 91). Ein neues Konzept der
Erythropoetin-abhéngigen Migration wurde entwickelt und getestet (Abschnitt 2.2.2.2.1
auf Seite 49). Dynamische Situationen kénnen mit dem optimierten Modell besser
modelliert werden als mit dem Vorgénger (Kapitel 4 auf Seite 99, insbesondere Tabelle 5.1
auf Seite 141).

Das neue, erweiterte Modell (EModell) weist bzw. deckt eine Besonderheit auf, die
dazu Anlass gibt, die Rolle der Apoptose bei der Regulation der Erythropoese néher zu
untersuchen (Kapitel 6 auf Seite 143): Das EModell sagt voraus, dass die determinierten,
proliferativen erythropoetischen Zellen iiber ein gewisses Mass an Plastizitdt verfiigen
(Abschnitt 3 auf Seite 81) - eine Eigenschaft, die auch bei Stammzellen vermutet wird
[150]. Plastizitat setzt voraus, dass Zellen ihre internen Programme zur Differenzierung
modifizieren kénnen. Eine Konsequenz ist, dass die Reifung nicht streng an die Zahl der
Zellteilungen, die eine Zelle vollzogen hat, und/oder das Alter gekoppelt ist. ! Dieser
Befund steht im Widerspruch zu einem Modell einer allein durch Apoptose regulierten
Erythropoese [130]. Dieses beruht auf der Annahme, dass die determinierten, proliferativen
erythropoetischen Zellen einem festgelegten Entwicklungsprozess folgen. Die Unterschiede
zwischen dem EModell und dem - im oben formulierten Sinne - strikten Apoptose-Modell

(ApModell) werden herausgearbeitet und diskutiert.

1.1 Einfiihrung in die Thematik

1.1.1 Die Erythropoese

Die Erythropoese ist das am besten untersuchte hamatopoetische Zellsystem und gilt im

Allgemeinen als weitgehend verstanden. Man nimmt an, dass die Erythropoese durch ein

Tm Falle der Stammzellen wird angenommen, dass diese zwischen verschiedenen Determinierungsgraden
changieren koénnen.
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1.1 FEinfiihrung in die Thematik

kompliziertes Netzwerk von Interaktionen zwischen Wachstumsfaktoren, Mikroenviron-

ment und hédmatopoetischen Zellen reguliert wird.

Die Erythropoese ist im Knochenmark, in der Milz und im Blut lokalisiert. Die erythro-
poetischen Zellen gehen aus pluripotenten Stammzellen hervor und durchlaufen wahrend
ihrer Entwicklung die folgenden Entwicklungs- oder Zellstadien: BFU-E, CFU-E, Ery-
throblasten (Proerythroblasten, basophile, polychromatische, orthochromatische) und die
in der Milz und im Knochenmark residierenden bzw. im peripheren Blut zirkulierenden
Retikulozyten, um schlieBlich zu Erythrozyten zu werden (Abbildung 1.1 auf der néchsten
Seite).

Das Erythropoetin ist der wichtigste Wachstumsfaktor der Erythropoese. Es ist der
Mittler zwischen der Feststellung des Bedarfs an roten Blutzellen und den unreifen,
erythropoetischen Zellen, die fiir deren Produktion zusténdig sind [97], [79]. Die Fest-
stellung des Bedarfs an roten Blutzellen erfolgt iiber die Sauerstoffkonzentration im
Gewebe der Niere [12]. In Abhéngigkeit von dieser physiologischen Gréfie steuert der Or-
ganismus die Erythropoetin-Produktion und damit die Hohe des Erythropoetin-Spiegels
im Blut. Die genauen Mechanismen dieses wichtigen Kontrollprozesses werden noch
untersucht [81], [11]. Die unreifen erythropoetischen Zellen reagieren auf einen verén-
derten Erythropoetin-Spiegel mit einer Anpassung ihres proliferativen Verhaltens. Die
bei stimulierter Erythropoese stattfindende Migration frither erythropoetischer Zellen
vom Knochenmark in die Milz dient - wie gezeigt wird - ebenfalls der Anpassung des

proliferativen Verhaltens.

1.1.2 Notwendigkeit der weiteren Untersuchung der Erythropoese

Trotz der relativ umfassenden Kenntnisse iiber die Erythropoese bediirfen einige regulative
Aspekte der Erythropoetin-Wirkung weiterer Untersuchung. So fehlen zum Beispiel genaue
Informationen iiber Formen und Maxima der Dosis-Wirkungs-Kurven des Erythropoetins
in vivo. Das Wissen iiber Dosis-Wirkungs-Charakteristika ist ein Schliisselelement fiir
unser Verstdndnis der Dynamik eines Systems und seiner Physiologie. Erst dieses Wissen
versetzt uns in die Lage, das Verhalten eines Organismus wihrend oder nach einer
Stérung voraussagen bzw. gezielt und vorhersagbar beeinflussen zu kénnen: eine wichtige

Voraussetzung fiir die medizinische Diagnostik und eine effektive medizinische Therapie.

Bisher war nur eine indirekte Untersuchung der Dosis-Wirkungs-Charakteristika anhand
des Verhaltens der Erythropoese nach oder wihrend einer Storung (Blutung [134], [163],
Hypoxie [98], hamatolytische Andmie [204], [143], oder einer Bestrahlung [197]) moglich
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[198], [193], [114], [123], [40], [110].

Die Verfiigbarkeit von rekombinantem Erythropoetin erlaubt nun eine direktere Bestim-
mung seiner Dosis-Wirkungs-Charakteristika in vivo. Durch langfristige Gabe definierter
Mengen von Erythropoetin wird der Erythropoetin-Spiegel in vivo auf ein erhohtes,
(relativ) konstantes Niveau und das erythropoetische System damit in einen neuen Gleich-
gewichtszustand gebracht. Ein Experiment [56], das sich diese Moglichkeiten gezielt zu
nutze macht, wird in Abschnitt 2.1 auf Seite 45 beschrieben. Seine Ergebnisse liefern die

fir die Analyse der Dosis-Wirkungs-Charakteristika notwendigen Daten.

1.1.3 Einfithrende Bemerkungen zum mathematischen Modell der
Erythropoese

1.1.3.1 Warum ein mathematisches Modell einsetzen?

Bei der Analyse experimenteller Daten ergeben sich Fragen, zu deren Beantwortung ein
mathematisches Modell hilfreich ist. Die Ursachen dafiir liegen unter anderem in den
Grenzen der experimentellen Techniken. So ist es derzeit nicht méglich, die Anzahl der aus
einer einzelnen Zelle des ersten erythropoetischen Entwicklungsstadiums hervorgehenden
Erythrozyten direkt zu ermitteln oder die Zeit direkt zu messen, die eine Zelle braucht,
um alle Teilungs- und Differenzierungsschritte im Rahmen ihrer Entwicklung zu vollenden.
Kurz: Es ist derzeit nicht moglich, den Fluss und die Produktion der der Erythropoese
dienenden Zellen direkt zu untersuchen. Mit Hilfe von mathematischen Modellen lassen
sich Annahmen tber die den beobachteten Ereignissen zugrunde liegenden Prozesse
formulieren und testen. Basierend auf den so gewonnenen Einsichten kénnen (in sich)

plausible Vorhersagen iiber den Fluss und die Produktion der Zellen gemacht werden.

1.1.3.2 Die Qualitdt von mathematischen Modellen

Ein mathematisches Modell muss bestimmten Kriterien entsprechen, um den Anspruch
erheben zu kénnen, unsere Erkenntnisse und unser Wissen iiber die Realitdt mit dem
Status quo der Forschung entsprechender wissenschaftlicher Wahrhaftigkeit und Genauig-
keit zu repréasentieren. Um dem Anspruch auf Falsifizierbarkeit zu geniigen, miissen die
Modellparameter und ihre wechselseitigen Abhéngigkeiten klar definiert und biologisch
interpretierbar sein. Die Anzahl der Modellparameter, die nicht direkt durch experi-
mentell ermittelte Daten festgelegt werden konnen, sollte so klein wie moglich gehalten

werden. Ein und dasselbe Modell sollte die Simulation unterschiedlicher Experimente mit
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hinreichender qualitativer und quantitativer Ubereinstimmung ermdglichen. SchlieBlich
sollte der Giiltigkeitsbereich eines Modells und damit auch der Bereich, in welchem es
konkrete Vorhersagen liefert, moglichst genau definiert sein. Eine Schwéche von mathe-
matischen Modellen — wie dem hier vorgestellten — ist, dass sie nur Aussagen iiber das
durchschnittliche Verhalten der untersuchten Systemkomponenten erlauben und deshalb

in konkreten Einzelfillen durchaus fehlgehen kénnen.

1.2 Tribut an die Einfachheit

Der Bereich der pluripotenten Stammzellen mit seinen vielféltigen, noch nicht endgiiltig
gekldrten Regulationsmechanismen wird in dieser Arbeit nicht behandelt. Dies ist moglich,
weil diese Regulationsmechanismen fiir die hier untersuchten Fragestellungen in erster

Néherung vernachlassigbar sind.

1.3 Biologie und Modell der Erythropoese

Die Erythropoese findet bei Sdugetieren nach der Geburt im Wesentlichen im Kno-
chenmark und in der Milz statt. Man weif}, dass die roten Blutzellen das Endprodukt
eines langen Teilungs- und Differenzierungsprozesses sind. Den Ausgangspunkt dieses
Prozesses bilden die pluripotenten, selbsterneuerungsfihigen, himatopoetischen Stamm-
zellen. Die von ihnen abstammenden erythropoetischen Zellen durchlaufen wéhrend ihrer
Entwicklung zu Erythrozyten verschiedene Entwicklungsstadien, die durch bestimm-
te Merkmale charakterisiert sind. Zellen, die sich zum gleichen Zeitpunkt im gleichen
Entwicklungsstadium befinden, fasst man zu Zellgruppen oder auch ,Kompartimenten'

zusammen.

1.3.1 Die biologische Charakterisierung der Zellkompartimente
1.3.1.1 Die pluripotenten Stammzellen

Die Stammzellen bilden trotz ihrer geringen Anzahl einen ,unerschépflichen Pool, aus
dem sdmtliche hdmatopoetischen Zellreihen hervorgehen. Welcher Mechanismus der ,Un-
erschopflichkeit’ der Stammzellen zugrunde liegt, ist zur Zeit nicht eindeutig geklart. Von

den verschiedenen diskutierten Theorien haben die zwei folgenden die grofite Verbreitung:
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Die erste geht davon aus, dass eine der Tochterzellen einer Stammzelle wieder die
Eigenschaften einer Stammzelle besitzen kann [105]. Die Tochterzelle ist in diesem Fall
nicht von ihrer Ursprungszelle zu unterscheiden. Die Stammzelle hat sich quasi selbst
erneuert. Um eine konstante Anzahl von Stammzellen zu gewéhrleisten, diirfen im Mittel
nur 50 % aller Tochterzellen differenzieren damit gentigend — also ebenfalls 50 % — im
Stammzell-Kompartiment verbleiben. Dies gilt zumindest so lange, wie keine Verluste
von Stammzellen auftreten. Wenn es aber zu solchen Verlusten kommt, ist es denkbar,
dass der Prozentsatz an Tochterzellen mit Stammzelleigenschaften erhoht wird, bis der

Verlust ausgeglichen ist.

Der zweiten Theorie zufolge gibt es eine so grole Anzahl von Stammzellen, dass lebenslang
eine ausreichende Produktion von hdmatopoetischen Funktionszellen sichergestellt ist.
Dies wird aus der Vermutung abgeleitet, dass eukaryote Zellen nur iiber ein limitier-
tes Zellteilungsvermogen verfiigen [68]. Keine der beiden aus der ersten Teilung einer
Stammzelle hervorgehenden Tochterzellen besitzt die Eigenschaften einer Stammzelle.
Sie haben die erste Stufe der Differenzierung mit ihrer Entstehung durchlaufen. Eine
Selbsterneuerung von Stammzellen findet nicht statt. Eine Stammzelle ist somit allein
durch ihre Fahigkeit charakterisiert, alle hdmatopoetischen Funktionszellen bilden zu

konnen.

Der erste indirekte experimentelle Nachweis ihrer Existenz beruhte auf Milz-Kolonie-
Verfahren in Mausen. Dieses Verfahren wurde 1961 von Till und McCulloch eingefiihrt
[182]. Die frithere internationale Bezeichnung fiir die himatopoetischen Stammzellen

CFU-S oder Colony-Forming-Units-Spleen leitet sich von diesem Nachweisverfahren ab.

Heute geht man davon aus, dass die CFU-S im wesentlichen eine Gruppe von determi-
nierten Stammzellen reprasentieren und nicht zu den echten Stammzellen gehéren [1],

[153], [125], [72].

In der vorliegenden Arbeit wird nicht zwischen CFU-S und ihren Vorlauferzellen unter-
schieden. Sie finden beide keine besondere Beriicksichtigung (s. Abschnitt 1.2 auf der

vorherigen Seite)und werden hier nur der Vollstandigkeit halber erwéhnt.

1.3.1.2 Die determinierten Stammzellen (BFU-E und CFU-E)

Aus den CFU-S gehen die determinierten Stammzellen hervor. Sie lassen sich im Unter-
schied zu ihren Ursprungszellen eindeutig einer himatopoetischen Zellreihe zuordnen. Sie
zeichnen sich zudem dadurch aus, dass sie nur {iber ein beschranktes Reproduktionspoten-

tial verfiigen. Sie haben nicht die Moglichkeit, immer und immer wieder eine Zelle ihres
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eigenen Typs hervorzubringen, da sie einem Zwang zur Ausdifferenzierung entsprechend

ihrer ,Bestimmung‘ unterliegen.

Die determinierten Stammzellen sind derzeit nicht morphologisch identifizierbar. Thr
Nachweis gelingt erst durch spezielle in-vitro-Kulturverfahren. Aus ihnen gehen die

morphologisch erfassbaren hiamatopoetischen Zellen hervor.

1.3.1.2.1 Die BFU-E Die BFU-E (,Burst-Forming-Units of Erythroblasts‘) sind das
erste Entwicklungsstadium, welches eine erythropoetische Zelle auf ihrem Weg zur roten
Blutzelle durchlauft. Das Modell-Kiirzel BE bezeichnet dieses Entwicklungsstadium.
Auch hier orientiert sich die Namensgebung an dem Nachweisverfahren [9], [74]. Zellen
dieses Typs werden indirekt nachgewiesen, indem Knochenmarkssuspension auf Methyl-
cellulosekulturen aufgebracht und nach 8 bis 10 Tagen auf grofie Zellhaufen (grofier
Haufen = Burst) von 200 oder mehr morphologisch identifizierbaren erythropoetischen
Progenitorzellen hin untersucht wird. Unter der Annahme, dass jeder dieser rein erythro-
poetischen Zellhaufen seinen Ursprung von genau einer BFU-E genommen hat, deutet
die hohe Anzahl von Zellen, die sich in einem solchen Burst befinden, auf eine grofie
Vermehrungsfiahigkeit der BFU-E hin (bis zu 10 Zellteilungen s. Abschnitt 2.3.1 auf
Seite 69). Die BFU-E sind einer Vielzahl von Wachstumsfaktoren gegeniiber empfindlich
[19], [33], [164], [34], [42]. Dem Erythropoetin - dem Wachstumsfaktor der Erythropoese -
gegeniiber erweisen sich diese Zellen jedoch als relativ unsensibel [49], [8], [205]. Bei dem
in-vitro-Verfahren zum Nachweis ihrer Existenz ist die Zugabe von groflen Mengen an
Erythropoetin (2 - 6 IU/ml) notwendig.

1.3.1.2.2 Die CFU-E An das Entwicklungsstadiums der BFU-E schlieft sich das der
CFU-E an. CFU-E steht fiir ,Colony-Forming-Unit of Erythroblasts‘, und das korre-
spondierende Modell-Kiirzel lautet CE. Wie bereits erwéhnt, konnen auch die CFU-E
nur durch ein indirektes Verfahren [177], [75] nachgewiesen werden. Es dhnelt dem fiir
die BFU-E, nur sind im Vergleich wesentlich geringere EPO-Zugaben notwendig (0,05
- 0,25 TU/ml) [116]. Dieses weist auf eine hohe Empfindlichkeit der CFU-E gegeniiber
Erythropoetin hin. Nach einer Inkubationszeit von 36 bis 48 h haben sich kleine Kolonien
von 8 bis 64 Erythroblasten gebildet. IThre Vermehrungsfahigkeit fallt somit mit 3 - 5
Zellteilungen deutlich geringer aus als die der BFU-E (s. Abschnitt 2.3.1 auf Seite 69),
wobei auch hier die Annahme zu Grunde liegt, dass jede Kolonie aus genau einer CFU-E

hervorgegangen ist.
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1.3.1.3 Die morphologisch identifizierbaren erythropoetischen Vorlauferzellen
(Erythroblasten)

Aus den CFU-E gehen die Erythroblasten hervor. Sie stellen die frithesten morphologisch
identifizierbaren erythropoetischen Zellen dar. Sie kénnen im Knochenmark und in der

Milz nachgewiesen werden.

Sie werden morphologisch (Farbeverhalten, Zelldurchmesser) in vier und funktionell
(Vermehrungsvermogen) in zwei verschiedene Subkompartimente unterteilt. Die ersten
drei morphologischen Subkompartimente — bestehend aus den Pronormoblasten sowie
den basophilen und den polychromatischen Normoblasten — gehéren dem ersten der
beiden funktionell unterschiedenen Subkompartimente an, weil ihnen gemeinsam die
Fahigkeit zur Proliferation gegeben ist. Die Zellen des vierten morphologisch abgeleiteten
Subkompartiments — die orthochromatischen Normoblasten — haben diese Fahigkeit
verloren. Sie stellen eine lediglich ausreifende Zellstufe dar und werden deshalb dem

zweiten funktionalen Subkompartiment der Erythroblasten zugeordnet.

Wichtig ist zu bemerken, dass das nicht-proliferative Subkompartiment zeitlich gesehen
auf das proliferative folgt. Das hier gewédhlte Modell der Erythropoese beriicksichtigt die
Aufteilung in die zwei funktionellen Subkompartimente, weil die funktionellen Aspekte

der Erythropoese im Rahmen dieser Analyse im Vordergrund stehen.

1.3.1.4 Die Retikulozyten

Der Ubergang vom Stadium der orthochromatischen Normoblasten in das Stadium der
Retikulozyten ist gekennzeichnet durch den Verlust des Zellkerns. Auch die Zellen, die
diesem Stadium angehoren, unterliegen noch einem fortschreitenden Reifungsprozess,
der erst einige Stunden nach dem Ubertritt eines organstindigen, nicht zirkulierenden
Retikulozyten in die Blutbahn mit dem Ubergang in das Endstadium der Erythropoese
beendet wird. In Abhéngigkeit von dem Aufenthaltsort der Retikulozyten lédsst sich eine
Unterteilung in zwei Subkompartimente vornehmen - die organsténdigen, ,residualen’
Retikulozyten und die ,zirkulierenden‘ Retikulozyten in der Blutbahn. Die noch nicht
an der Zirkulation beteiligten Retikulozyten stellen eine schnell zur Verfiigung stehende
Reserve fiir den Sauerstofftransport dar. Die zirkulierenden Retikulozyten nehmen, wenn

auch in der Regel nur marginal, Einfluss auf die Erythropoetinbildung.
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1.3.1.5 Die Erythrozyten

Der Ubergang vom Retikulozyten zum Erythrozyten vollzieht sich durch den Verlust
der Ribosomen und Mitochondrien. Die Erythrozyten stellen das Endstadium der ery-
thropoetischen Entwicklung dar. Sie sind als Hamoglobintriger wesentlich an der Sau-
erstoffversorgung des Organismus beteiligt. Im Unterschied zu allen zuvor genannten
erythropoetischen Zellen weisen die Erythrozyten eine sehr lange Lebensdauer auf. Sie
betrdgt im Durchschnitt bei der Maus 45 [207] und beim Menschen 120 Tage. Der Abbau
der Erythrozyten erfolgt altersabhéngig im retikulozytédren System.

1.3.2 Die Biologie der Regulation der Erythropoese
1.3.2.1 Die Notwendigkeit der Regulation der Erythropoese

Aufgabe des erythropoetischen Systems ist es, die Versorgung des Korpers mit Sauerstoff
durch Bereitstellung ausreichender Bindungs- und Transportkapazitéten sicherzustellen.
Das erythropoetische System muss also den Nachschub an roten Blutzellen bedarfsgerecht
organisieren. Eine konstante Produktionsrate kann dieser Anforderung nicht gerecht
werden, steigt doch z.B. der Bedarf an Erythrozyten mit der Aufenthaltshéhe iiber NN.
Auch verursachen verschiedene Erkrankungen, wie z.B. autohdmatolytische Andmien,
einen erhohten Verlust an roten Blutzellen, der ausgeglichen werden muss. Sinnvoller
Weise erfolgt die Regulation der Produktionsrate der Erythropoese in Abhéngigkeit von
der Sauerstoffkonzentration im kérpereigenen Gewebe und im venosen Blut und nicht in

Abhéngigkeit von der reinen Anzahl an Erythrozyten.

1.3.2.2 Der Wachstumsfaktor der Erythropoese - das Erythropoetin

1.3.2.2.1 Die Rolle des Erythropoetins in der Erythropoese Zustindig fiir die Re-
gulation der Erythropoese ist das Hormon Erythropoetin. Dieses Glykoprotein [45] ist
der Mittler zwischen der Feststellung des Bedarfs an roten Blutzellen - in Abhéngigkeit
von der Verfiigharkeit von Sauerstoff im Gewebe [55] - und der Produktionsrate des
Blutbildungssystems. So steigt der Erythropoetin-Spiegel im Blut bei Hypoxie an und
fallt bei Hyperoxie ab. Im ersten Fall wird die Erythropoese stimuliert, im zweiten Fall

wird sie reduziert.

1.3.2.2.2 Die Produktionsstatte des Erythropoetins Erythropoetin wird primér in
den Nieren gebildet [76] [118]. Neben den Nieren konnen auch andere Organe und Gewebe
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das Hormon synthetisieren. Zu ihnen zédhlen die Leber [95], [17], die Makrophagen [69],
[188] und bestimmte Tumoren wie das zerebellare Himangioblastom [78], [151]. In der
Regel spielt jedoch die extrarenale physiologische Erythropoetin-Produktion nur eine
geringe Rolle [48]. Eine Ausnahme stellt die Leber in der vorgeburtlichen Phase dar
[214]. Sie ist wahrend dieser Phase die Hauptproduktionsstétte des Erythropoetins. Der
Wechsel der Erythropoetin-Produktion von der Leber in die Nieren erfolgt bei der Maus
im dritten Trimester der Schwangerschaft, bei der Ratte 8 Wochen nach der Geburt, und
bei Schafen 40 Tage nach der Geburt.

Fine genaue Bestimmung der Lokalisation und des Zelltyps der erythropoetin-bildenden
Zellen der Niere ist noch nicht gelungen. Nach [144] gehen jedoch die meisten Studien
davon aus, dass es sich bei diesen Zellen um peritubulére interstitielle Zellen handelt, die
im Inneren des Cortex und im dufleren Bereich der Medulla lokalisiert sind. Vermutlich
handelt es sich um Zellen endothelialen Ursprungs [100], [94].

1.3.2.2.3 Die Lokalisation der Regulation der Erythropoetinbildung Nach der Ge-
burt {ibernehmen die Nieren noch eine weitere bedeutende Rolle der Leber im Rahmen
der Erythropoese: In den Nieren finden sich dann die Zellen und Zellstrukturen, die fiir
die Messung des Sauerstoffpartialdrucks und damit der Sauerstoffversorgung des Gewebes
zusténdig sind [144]. Als moglicher Grund fiir die Lokalisation der Erythropoetinregulati-
on (und -produktion) in der Leber in der perinatalen Phase wird von [213] angefiihrt, dass
die Leber wahrend der Fetalzeit ein relativ hypoxisches Organ und somit sehr gut geeignet
sei, regulative Funktionen in der Erythropoese zu iibernehmen. Die Nieren wiederum
besitzen eine einmalige Voraussetzung zur Steuerung der Erythropoetinproduktion der
postnatalen Phase [44]: Sie sind in der Lage, ihren Sauerstoffverbrauch an die Sauerstoff-
zufuhr anzupassen, so dass die Sauerstoffkonzentration im Gewebe relativ unempfindlich
gegeniiber Verdnderung der Nierendurchblutung ist. Dies hat zur Konsequenz, dass eine
Anderung des Herz-Zeitvolumens durch Blutdruck- und/oder Herzfrequenz- Anderungen

keinen Einfluss auf die Hohe der Erythropoetin-Produktion hat.

1.3.2.2.4 Wirkungsweise des Erythropoetins Im Gegensatz zu den meisten anderen be-
kannten hdmatopoetischen Wachstumsfaktoren entfaltet das Erythropoetin seine Wirkung
in erster Linie bei den erythropoetischen Vorlduferzellen. Seine Wirkung auf die granulo-
poetischen Vorlduferzellen ist marginal. Erythropoetin spielt dartiber hinaus in verschiede-
nen Geweben eine Rolle bei der Zellteilung, der Bildung von Blutgefdfien und der Chemota-

xie (http://de.wikipedia.org/wiki/Erythropoetin#Biologische_Funktion, Stand
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2009-04-15). Hierzu werden in dieser Arbeit keine weiteren Betrachtungen angestellt.

Bisher konnte der Erythropoetinrezeptor an hidmatopoetischen Zellen der folgenden
Entwicklungsstadien nachgewiesen werden: BFU-E [158], CFU-E (Gesamtanzahl: 370, Af-
finitét: 0,073 bei 40 % und 0,813 bei 60 % der Zellen) [103], Erythroblasten (Gesamtanzahl:
43-62, Affinitat: 0,09) [3]. Die aufgefithrten Zahlenwerte fiir die Anzahl der Rezeptoren und
deren Affinitédt erlaubt eine Abschitzung der relativen Empfindlichkeit der aufgefiihrten
Zelltypen gegeniiber Erythropoetin. Es féllt auf, dass die Empfindlichkeit zunéchst mit
hoherem Reifungsgrad ansteigt, um dann wieder abzufallen [200]. Demnach entfaltet
Erythropoetin seine grofite Wirksamkeit gegeniiber den CFU-E. Die laut [207] durch
einen erhéhten Erythropoetin-Spiegel induzierten Effekte auf den erythropoetischen
Wachstumsprozess sind in Tabelle 1.1 zusammengefasst. Die Ergebnisse dieser Arbeit

legen nahe, einige der in der Tabelle aufgefiihrten Effekte zu hinterfragen, wie an anderer

Stelle dargelegt.
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Tabelle 1.1: Effekte eines erhohten Erythropoetin-Spiegels auf ... ([207])

..die Zellen der frithen erythropoetischen Entwicklungsstadien (determinierte
Stammzellen)

e gesteigerte Proliferation der determinierten Stammzellen, speziell der
CFU-E

e Verkiirzung der Zellzykluszeiten

e Erhohung der Differenzierungsrate CFU-E / Proerythroblast

e Migration von BFU-E vom Knochenmark in die Milz

..die Zellen der spateren erythropoetischen Entwicklungsstadien (morphologisch
1dent1ﬁ21erbare erythropoetische Vorlduferzellen = Erythroblasten)

e erhohter Einstrom aus den vorangehenden Entwicklungsstadien

e Verkiirzung der Zellzykluszeiten (proliferative Erythroblasten)

e Verkiirzung der Reifungszeiten (reifende Erythroblasten)

e Verkiirzung der Knochenmarks-Transitzeit

e erhohter Mitose-Index

e gesteigerte Hb-Bildung pro Einzelzelle

e Erhohung der 59Fe-Proportion (Gabe / Erscheinen im peripheren Blut)
e Freisetzen von residualen Retikulozyten in das periphere Blut bzw.
Ausschwemmung unreifer Makroretikulozyten

..die erythropoetischen Zellen im peripheren Blut

e Erhohung der Retikulozyten-Anzahl
e Erhohung der Erythrozyten-Anzahl
e Anstieg des Hamatokrits bzw. des Himoglobins
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1.3.2.2.5 Erythropoetin und Apoptose Aufgrund des experimentellen Nachweises der
Existenz erythropoetin-abhéngiger Apoptose bei erythropoetischen Vorlauferzellen wird
dem Erythropoetin die Rolle eines Uberlebensfaktors zugewiesen, der die erythropoe-
tischen Vorladuferzellen vor dem programmierten Zelltod bewahrt und es ihnen damit
ermoglicht, ein zellinternes Teilungs- und Differenzierungsprogramm zu durchlaufen. Die
Anzahl der {iberlebenden Zellen ist abhéngig von der Hohe des Erythropoetin-Spiegels.
Dabei gilt: je hoher die Erythropoetin-Konzentration, desto weniger Zellen unterliegen der
Apoptose, und umgekehrt. Die Frage ist nun, ob die Apoptose der einzige Mechanismus
der Steuerung der Proliferation ist, wie einige Autoren vermuten, oder, ob Erythropoetin
in das zellinterne Teilungs- und Differenzierungsprogramm eingreift, d.h. die Zellen dieses

Programm in Abhéngigkeit von Erythropoetin modifizieren.

Die Konsequenzen der Berticksichtigung der Apoptose als einer Méglichkeit der Regulation
von Wachstum werden auf der Grundlage des vorgeschlagenen Modells in dem Kapitel 6
auf Seite 143 beschrieben. Die Antwort auf die Frage nach der effektiven Rolle der
Apoptose in der Erythropoese wird in Abschnitt 6.8 auf Seite 173 gegeben.

1.3.2.2.6 Pharmakokinetik des Erythropoetins Fiir die Halbwertszeit des Erythropoe-

tins finden sich in der Literatur unterschiedliche Angaben. Diese werden in der Tabelle 1.2

zusammengefasst.

Tabelle 1.2: Halbwertszeiten des Erythropoetins
Erythropoetin-Variante Halbwertszeit in der Elimi- Literaturangaben
bzw. Herkunft nationsphase (min)
homolog, gewonnen aus 86+ 16,0 [176]
dem Plasma von andmisch-
en Ratten
homolog ... 90 [124]
heterolog, gewonnen aus 204 [43]
menschlichem Urin
rekombinantes humanes 180,1 + 16,3 [174]

Erythropoetin mit J125

markiert (J125 rhEPO)

J125 rhEPO chemisch ,de- 89,7+ 22,5

sialated’

J125 rhEPO enzymatisch 90,3 + 18,3

,desialated'

J125 rhEPO ,desialated‘ 286,3 4+ 16,6

und oxygenisiert

J125 rthEPO 108 [154]
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Fiir das Modell wird eine Halbwertszeit von 2 Stunden zugrunde gelegt. Dieses entspricht

einer Transitzeit von 3 Stunden.

1.3.2.3 Produktion / Wachstum

Die im Rahmen dieser Arbeit identifizierten und analysierten Systemcharakteristika

werden in diesem Kapitel vorgestellt.

1.3.2.3.1 Definition der Produktionsrate, der Amplifikation, der Zellverdoppelung
und der Zellteilung Der Begriff Produktionsrate (P) bezeichnet die pro Zeiteinheit
und Zelle produzierten Zellen einer definierten Zellpopulation. Er dient der Quantifizierung
des momentanen Status der Zellproduktion und wird auf Grund modelltheoretischer
und praktischer Uberlegungen nur ungern verwandt. Das Ziel der Modellbildung ist
es, die Systemeigenschaften nicht nur in ihrer Gesamtheit zu erfassen, sondern auch
die (durchschnittlichen) Eigenschaften der einzelnen Systembestandteile zu beschreiben
und zu quantifizieren. Deshalb ist der in der Modellterminologie bevorzugte Begriff zur
Quantifizierung des momentanen Status der Zellproduktion die Amplifikation (Z).
Sie ist definiert als die durchschnittliche Anzahl von Zellen, die aus einer einzelnen
Zelle wahrend eines definierten Entwicklungs- oder Zeitabschnitts unter definierten
Bedingungen hervorgehen. Die erythropoetische Gesamtamplifikation ist somit definiert
durch die durchschnittliche Anzahl von Erythrozyten, die aus einer BFU-E, vom Zeitpunkt
ihrer ,Geburt’ an gerechnet, hervorgehen. Die erythropoetische Gesamtamplifikation
quantifiziert den Nettoeffekt aller Zellverluste und -gewinne. Die Amplifikation innerhalb
eines Zellstadiums (Kompartiments i) ist definiert durch die durchschnittliche Anzahl von
Zellen, die das betrachtete Zellstadium verlassen und aus einer einzelnen, zuvor in dieses

Zellstadium iibergewechselten Zelle hervorgegangen sind. Damit gilt (im Gleichgewicht):

Z; = Ausstrom; | Einstrom,; (1.1)

Aus der Amplifikation kann die Anzahl der Zellverdoppelungen (m) berechnet werden,
die eine Zelle im Durchschnitt wihrend eines definierten Entwicklungs- oder Zeitabschnitts

unter definierten Bedingungen durchlauft:

m = logaZ (1.2)
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Der Begriff Zellteilung (n) bezeichnet einen konkreten positiven Wachstumsprozess

einer Zelle, die Mitose. Also: Zellverdoppelung und Zellteilung sind nicht dquivalent.

Die Abbildung 1.2 auf der néchsten Seite illustriert die hier gemachten Aussagen anhand

zweier Beispiele.

Die Abbildung 1.2a auf der néchsten Seite zeigt ein Kompartiment in dem aus 2 Zellen
vitale 4 Zellen (@) entstehen. Die Amplifikation betriigt damit 2 und die Anzahl der
Zellverdoppelungen 1 (ZOQQ%). Die Anzahl der Zellteilungen beider Stammbéume betragt
jedoch jeweils 2. Die Diskrepanz zwischen der Anzahl der Zellverdoppelungen und
der der Zellteilungen beruht auf dem Untergang einiger der durch die Zellteilungen
entstandenen Tochterzellen (O). Der Beitrag der oberen Zelle zur Amplifikation ist gleich
dem der unteren Zelle. Das Verhéltnis betragt 2 zu 2 obwohl der obere Stammbaum zwei
apoptotische Zellen aufweist und der untere nur eine. Der Grund ist der unterschiedliche
Zeitpunkt des Eintretens der Apoptose. Beim oberen Stammbaum treten die Verluste erst
nach der letzten Zellteilung auf. Beim unteren Stammbaum hingegen tritt der Verlust
nach der ersten Zellteilung auf und schneidet einen kompletten Zweig des Stammbaums
ab.

Die Abbildung 1.2b zeigt eine stimulierte Situation, wie sie vielleicht wihrend einer
Erythropoetinapplikation vorliegen kénnte. Auch hier sind es zwei Stammb&ume. Sie
weisen jeweils eine Zellteilung mehr als die beiden Stammbédume in Abbildung 1.2a auf.
Relativ zur Gesamtzahl der Zellen im Kompartiment sind weniger apoptotische Zellen
vorhanden. Die Amplifikation erreicht einen Wert von 5 (10/2) und die Anzahl der
Zellverdoppelungen betriagt 2,32 (logs5).

Generell wird in dieser Arbeit angenommen, dass sich die Abhéngigkeit der Amplifikation
von Erythropoetin in Form einer quantitativen Dosis-Wirkungs-Beziehung beschreiben

lasst, unabhéngig von dem zugrunde liegenden, realen Zellwachstumsprozess.

1.3.2.3.2 Definition der Transitzeit, der Verdoppelungszeit und der Zellzykluszeit
Die zweite bedeutende Systemcharakteristik ist die Zeit, die eine Zelle durchschnittlich
braucht, um ein bestimmtes Entwicklungsstadium zu durchlaufen. Die erythropoe-
tische Gesamtransitzeit bezeichnet die Zeit, die eine Zelle — beginnend mit ihrem
Eintritt in das BFU-E Kompartiment — braucht, um Erythrozyten zu bilden. Der Begriff
Transitzeit (T) bezieht sich hingegen auf die Zeit, die eine Zelle fiir das Durchlaufen

eines Kompartiments benotigt.

Die Transitzeit der proliferativen Zellkompartimente errechnet sich aus der Anzahl der

Zellverdoppelungen (Definition: Abschnitt 1.3.2.3.1 auf der vorherigen Seite, Formel: (1.2)
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o

5

0 — 1 — 2

(a) (b)

Abbildung 1.2: Veranschaulichung von Produktionsrate, Amplifikation, Zellverdoppelung
und Zellteilung (O: apoptotische Zellen, ®: vitale Zellen, fiir weitere
Erlduterungen siche Abschnitt 1.3.2.3.1)
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auf Seite 34), die eine Zelle durchschnittlich wéhrend ihres Aufenthaltes im betrachteten
Kompartiment realisiert, multipliziert mit der Verdoppelungszeit. Die Verdoppelungs-
zeit (TD) ist definiert als die Zeit, die eine Zelle durchschnittlich fiir die Realisierung

einer Zellverdoppelung bendétigt:

T

TD = — mit m = Anzahl der Zellverdoppelungen, siehe Gleichung (1.2) auf Seite 34
m

(1.3)

Die Zellzykluszeit (TC) hingegen ist definiert als die Zeit, die eine Zelle fiir eine
Zellteilung benodtigt. Unter der Voraussetzung, dass sich alle Zellen eines Kompartiments
im Zellzyklus befinden (proliferative Fraktion = 1) und keine Apoptose stattfindet,
entspricht die Verdoppelungszeit der Zellzykluszeit. In allen anderen Féllen ist sie ldnger.
Die Zellzykluszeit definiert also den nicht zu unterschreitenden minimalen Grenzwert der

Verdoppelungszeit. Es gilt:

TDyiin =TCynny und TDpjax > TCrax (1.4)

Die Transitzeit der nicht-proliferativen Zellkompartimente wird Reifungszeit genannt,
um deutlich zumachen, dass sie im Unterschied zur Transitzeit der proliferativen Kom-

partimente keine zusammengesetzte Grofe ist.

Diese Arbeit geht davon aus, dass sich die Transitzeit unter Erythropoetinstimulation
verdndert. Die Ursache ist die Wirkung von Erythropoetin auf die Reifungszeit der
nicht-proliferativen sowie die Verdopplungszeiten und die Amplifikation der proliferativen
Zellstadien. Die Abhéngigkeit der Verdoppelungszeit von Erythropoetin beruht biologisch
gesehen zum einen auf der Verdnderung des Anteils apoptotischer Zellen an der gesamten
Zellpopulation des betrachteten Kompartiments und zum anderen auf der Abhéngigkeit

der Zellzykluszeit von diesem Hormon.

Eine mogliche Auswirkung dieser mittelbaren Abhéngigkeit der Transitzeit von Ery-
thropoetin wird in Abbildung 1.3 auf der néchsten Seite demonstriert: Unter normalen
Bedingungen (Abbildung 1.3a) sei eine Transitzeit von 27,0 h gegeben. Die Verdoppe-

lungszeit betrégt somit 13,5 h (13;2hz mit Z = 4). In der Abbildung wird unterstellt, dass

die gezeigten Zellen, sofern sie nicht apoptotisch werden, 3 Zellteilungen innerhalb des

Kompartiments vollziehen. Somit ldsst sich die Zellzykluszeit (T'C) mit der Formel:

T

TC =
¢ Anzahl der Zellteilungen

(1.5)
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Abbildung 1.3: Veranschaulichung von Transitzeit, Verdoppelungszeit und Zellzykluszeit
(O: apoptotische Zellen, ®: vitale Zellen, fiir weitere Erlduterungen siehe
Abschnitt 1.3.2.3.2)

berechnen. Die Zellzykluszeit betrégt also 9,0 h. In der stimulierten Situation (Abbildung
1.3b) findet sich eine Zellzykluszeit von 7,0 h und die Zellen, die nicht apoptotisch werden,
vollziehen vier Zellteilungen. Daraus ergibt sich eine Transitzeit von 28,0 h. Diese ist
damit nicht kiirzer als unter normalen Bedingungen, sondern - wenn auch nur geringfiigig

- langer. Die sich aus der Anzahl der Zellverdoppelungen und der Transitzeit ergebende

28h
logaZ

normalen Bedingungen (13,5 h).

Verdoppelungszeit von 8,1 h ( mit Z = 11) ist dagegen um 40 % kiirzer als unter

Die in Abbildung 1.3b gezeigte Verkiirzung der Verdoppelungszeit beruht im Wesentlichen
auf dem Riickgang der Apoptose. Dies wird deutlich, wenn man die Abweichung der

Verdoppelungszeit von der Zellzykluszeit berechnet. Unter normalen Bedingungen ist
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diese um 34,0 % und unter stimulierten um weniger als 13,5 % langer als die Zellzykluszeit.

Bei der Analyse des Gleichgewichtsexperiments wird zunéchst unterstellt, dass die mini-
male Verdoppelungszeit der minimalen experimentell ermittelten Zellzykluszeit von 7 h
[129], [201] entspricht. Dies bedeutet, dass bei maximaler Stimulation der Erythropoese
keine Apoptose mehr stattfindet. Im Rahmen der Untersuchung der Rolle der Apoptose
in der Erythropoese wird diese Annahme iiberpriift werden (s. Kapitel 6 auf Seite 143).

1.3.2.4 Hinweis auf die sich aus den obigen Definitionen ergebenden Unterschiede

zum alten Modell und mogliche Konsequenzen

In den bisherigen Modellen [198], [136], [109] war angenommen worden, dass keine
Zellverluste wihrend der Erythropoese stattfinden, d.h. jede Anderung der Amplifikation
wurde interpretiert als eine Anderung der durchschnittlichen Anzahl der effektiven
Zellteilungen einer Zelle. Eine Konsequenz dieser Betrachtungsweise war, dass, um eine
Situation mit reduzierter Erythropoese hinreichend gut simulieren zu kénnen, relativ
hohe Normalwerte fiir die Amplifikation zu wéhlen waren. Mit der Einfithrung der
Annahme, dass auch Zellverlustprozesse (Apoptose) in der Erythropoese eine Rolle
spielen (Abschnitt 1.3.2.3.1 auf Seite 34), ergibt sich die Notwendigkeit einer Uberpriifung
der Normalwerte des Modells der Erythropoese. Das Verfahren und die Ergebnisse dieser
Uberpriifung werden im Anschluss an die Darstellung der mathematischen Grundlagen
des Modells in Abschnitt 2.3.1 auf Seite 69 présentiert.

Fin weiterer Unterschied besteht in der Interpretation und modellinternen Realisierung
der Transitzeit der proliferativen Kompartimente. Bisher war vereinfachend angenommen
worden, dass die Transitzeit entweder selbst vom Erythropoetin abhéngig (PEB Kompar-
timent) oder konstant (CFU-E Kompartiment) sei. Als Konsequenz dieser Annahmen
ergaben sich unrealistisch kurze Verdopplungszeiten, vor allem fiir die CFU-E der Milz
bei stimulierter Erythropoese (s. Tabelle 9.28 auf Seite 203). Durch die Vorgabe der
minimal moéglichen Zellzykluszeit bzw. Verdoppelungszeit als Modellparameter und der
Berechnung der Transitzeit aus Verdoppelungszeit und Amplifikation (s. 1.3.2.3.2 auf

Seite 35) wird eine realitdtsndhere Modellierung der Erythropoese erreicht.

1.3.2.5 Die Rolle des Mikroenvironments

Das Mikroenvironment der Hamatopoese ist von entscheidender Bedeutung fiir den
Wachstums- und Differenzierungsprozess der himatopoetischen Zellen [187]. Es umfasst

alle zelluldren Komponenten in der Umgebung der hiamatopoetischen Zellen. Monozyten,
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Fibroblasten, reticuloendotheliale und endostale Zellen bilden im Wesentlichen seine
Einzelbestandteile. Das hdmatopoetische Mikroenvironment ist in Form von Zellklustern,
die in ihrer rdumlich Ausdehnung begrenzt sind, organisiert. Diese Zellkluster beinhalten
neben den bereits genannten nicht erythropoetischen Zellen immer nur Zellen einer der
Zell-Linien (Erythropoese, Granulopoese und Thrombopoese) der Hiamatopoese. Von
daher spielen moglicherweise die Zellkluster des Mikroenvironments eine wichtige Rolle
in der Determinierung der Entwicklungsrichtung einer sich differenzierenden Stammzelle
(CFU-S).

Die Bedeutung des Mikroenvironments fiir die Himatopoese wird am Beispiel der S1/Sld-
Mause deutlich [77], [180], [203], [142]. Diese Méuse sind trotz ihrer voll funktionsfdhigen
CFU-S nicht in der Lage, eine geniigende Anzahl von Erythrozyten zu produzieren, so
dass sie eine Andmie entwickeln. Als Ursache wird ein genetischer Defekt angenommen,
der eine Stérung des erythropoetischen Mikroenvironments bedingt. Die Folge dieser

Storung ist, dass die erythropoetischen Vorlduferzellen nicht ausreifen kénnen.

Auch dass Fibroblasten ein notwendiger Bestandteil von langlebigen Knochenmarks-
kulturen sind [37] und dass ihre Zerstérung in vitro zu Hypozellularitat fithrt [139],

unterstreicht die wichtige Rolle des hamatopoetischen Mikroenvironments.

Makrophagen sind zur Erythropoetinproduktion beféhigt [187]. Es ist somit nicht auszu-

schlieflen, dass sie bei der Regulation der Erythropoese eine Rolle spielen.

1.3.2.5.1 Knochenmark Das Knochenmark ist unter normalen Bedingungen der
Hauptort der Hamatopoese. Das Verhéltnis der Erythropoese zur Granulopoese be-
tragt beim Menschen 1:3 und bei den hier betrachteten Mé&usen (C57bl/6) 1:1,6 [56].

1.3.2.5.2 Milz Die Milz spielt bei der Himatopoese des Menschen so gut wie keine Rolle.
Bei der Maus hingegen tragt die Milz bereits unter normalen Bedignungen zur Produktion
von Erythrozyten bei. Allerdings liegt ihr Anteil an der Himatopoese in diesem Fall nur
bei etwa 2 - 15% [199]. Das Verhéltnis der Erythropoese zur Granulopoese kehrt sich
gegeniiber dem Knochenmark in der Milz der hier betrachteten Mause (C57bl/6) um. Es
liegt bei 2:1 [56]. Der im Vergleich zum Knochenmark hohere Anteil der Erythropoese
an der Hamatopoese der Milz lasst sich durch die grofiere Anzahl von erythropoetischen
Zellklustern im lienalen Mikroenvironment erkldren [180], [183]. Dies konnte bedeuten,
dass eventuell die Erythropoese in der Milz effektiver ist als im Knochenmark (aus weniger
Zellen werden mehr). Es wurden Hinweise dafiir gefunden, dass endothiale Milzzellen

hierbei eine wichtige Rolle spielen [210].
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1.3.2.6 Migration

Trotz des unter normalen Umsténden geringen Anteils der Milz-Erythropoese an der
Gesamterythropoese ist es ein allgemein akzeptierter, experimentell nachgewiesener
Tatbestand, dass bei Mausen die Milz in der Lage ist, einen Grofiteil der Blutbildung zu
iibernehmen, wenn der Bedarf an Erythrozyten erhoht ist. Die Verschiebung der Anteile
von Knochenmark und Milz an der Blutbildung der Maus bei stimulierter Erythropoese
basiert vermutlich auf der Auswanderung (Migration) von CFU-S und BFU-E aus dem
Knochenmark in die Milz [65], [66]. Dies legt u.a. der Nachweis einer grofieren Anzahl
dieser Zellen im peripheren Blut bei stimulierter Erythropoese nahe. Die Umverteilung
der Erythropoese kann innerhalb weniger Tage erfolgen und beeindruckende Ausmafle
annehmen (von normal 10 % auf 40 % bei starker Stimulierung). Die hier beschriebene
Eigenschaft der Milz hat ihr bei vielen Experimentatoren den Ruf des bevorzugten
Mikroenvironments eingebracht. Im Zuge der Normalisierung der Erythropoese kommt
es zu einer Wiederherstellung der urspriinglichen Knochenmark-Milz-Verteilung [143],
[146], [147], wobei z.Z. noch ungeklirt ist, ob es zu einer Riickwanderung der CFU-S und

BFU-E kommt oder ob die in der Milz "iiberschiissig’ werdenden Zellen ausdifferenzieren.

Die physiologische Bedeutung der Migration wird augenfiillig, wenn man die Ursache der
unterschiedlichen Erholungszeiten des Hamatokrits nach einer Blutungsandmie [134], [15]
und nach einer Behandlung mit Phenylhydrazin (PHZ) [179], [171], [152] (Abbildung 1.4
auf der nichsten Seite) zu ergriinden sucht. Aus den Erholungszeiten lisst sich ableiten,
dass die Zellproduktion pro Zeiteinheit (Produktionsrate) nach PHZ-Gabe hoher ist als
nach einer Blutung. Welcher Mechanismus verursacht diese Diskrepanz? In den Daten

findet sich der entscheidende Hinweis:

Sie zeigen einen dramatischen Anstieg der frithen Progenitorzellen der Erythropoese
(CFU-S und BFU-E) im peripheren Blut und in der Milz nach Gabe von PHZ, der
sich so nicht nach einer Blutung findet ([147], [65], [66]). Die Migration kann nicht die
alleinige Ursache fiir die unterschiedlichen Produktionsraten sein. Erst die ergénzende
Annahme, dass die Amplifikation in der Milz héher ist als die im Knochenmark, erlaubt
eine schliissige Erklarung der beobachteten Phdnomene. Die Analyse des Experiments
zur Bestimmung der Dosis-Wirkungs-Charakteristika des Erythropoetin wird zeigen, ob
und in welchem Ausmafl der postulierte Unterschied der Amplifikationskurven existiert
(Abschnitt 3 auf Seite 81 und Tabelle 2.5 auf Seite 76). Im Rahmen der Uberpriifung
der Ergebnisse der Gleichgewichtsanalyse ldsst sich dann auch der Beweis antreten, dass
die oben skizzierte Relevanz der Migration fiir die Erythropoese der Maus nicht nur eine
Fiktion ist (Abschnitt 4 auf Seite 99).
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Abbildung 1.4: Die Rolle der Milz in der murinen Erythropoese - Der Vergleich des
Erholungsverhaltens des Hdmatokrits nach einem Aderlass und einer mit
Phenylhydrazin induzierten Anémie

1.4 Ziele der Arbeit

Das Verhalten eines Systems nach oder wihrend einer Stérung vorauszusagen und mog-
lichst gezielt beeinflussen zu kénnen, ist eine wichtige Voraussetzung fiir die medizinische
Diagnostik und eine effektive medizinische Therapie. War frither nur eine indirekte Un-
tersuchung der Dosis-Wirkungs-Charakteristika anhand des Verhaltens der Erythropoese
nach oder wahrend einer Stérung moglich, so erlaubt die Verfiigbarkeit von rekombinan-
tem Erythropoetin nun eine direktere Bestimmung seiner Dosis-Wirkungs-Charakteristika

in vivo.

Die Regulation des Wachstums der erythropoetischen Zellen (BFU-E, CFU-E, Ery-
throblasten, Retikulozyten und Erythrozyten) in Abhéngigkeit von der Erythropoetin-
Konzentration im Blut wird im Rahmen dieser Arbeit untersucht und die bestehenden
Modelle weiterentwickelt (vgl. u.a. [198] und [136]). Hierzu werden u.a. die Formen und
Maxima der Dosis-Wirkungs-Kurven des Erythropoetins anhand von in vivo Daten, die
gezielt fir die Modellierung erhoben wurden, analysiert (vgl. Abschnitt 1.1.2 auf Seite 23).
Konzeptionelle Schwichen der vorhergehenden Modelle sollen préziser erfasst und, wenn
moglich korrigiert werden. Zudem wird das Thema Apoptose erstmals aus Sicht der

Systembiologie mit Hilfe eines mathematischen Modells fiir die Erythropoese betrachtet.
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Die priméren Ziele dieser Arbeit sind:

1. Die Vorstellung einer verbesserten Strategie zur Identifikation und Abschétzung
einiger der nicht direkt messbaren Systemeigenschaften (Zellproduktion bzw. Am-
plifikation, Reifungszeiten und Verdopplungszeiten, inklusive der zugehorigen Dosis-
Wirkungs-Charakteristika),

a) unter Nutzung der Verfiigbarkeit von rekombinantem Erythropoetin, welches
eine direktere Bestimmung seiner Dosis-Wirkungs-Charakteristika in vivo

erlaubt,

b) um die Modellparameter und - eigenschaften genauer und innerhalb dessen,

was derzeit als biologisch plausibel angenommen werden darf, zu bestimmen.

2. Mit der Konsequenz einer besseren qualitativen und quantitativen Beschreibung

dieser Systemeigenschaften anhand einer weiterentwickelten Modellversion.
Sekundare Ziele dieser Arbeit sind:

1. Die Darstellung der physiologischen Bedeutung der Migration fiir die Erythropoese
der Maus im Rahmen der Uberpriifung einiger aus der Analyse der Gleichgewichts-

situationen gewonnenen Erkenntnisse.

2. Die Untersuchung der Rolle des programmierten Zelltodes (Apoptose) fiir die

Erythropoese mittels der hier vorgeschlagenen Strategie.

3. Eine weitere Untermauerung der noch immer nur bedingt akzeptierten These, dass
eine mathematische Modellierung komplexer Systeme wie der Erythropoese neue
und durchaus iiberraschende Einblicke und Erkenntnisse ermoglicht, die durch

experimentelle Untersuchungen allein nicht gewonnen werden kénnen.
Nicht Gegenstand dieser Arbeit sind:

1. Die Mechanismen der Steuerung des Erythropoetin-Spiegels (Informationen zu

diesem Thema finden sich unter anderem in folgenden Publikationen: [10], [155])

2. Die Erythropietin-Varianten und Erythropietin-Mimetika (Der Wikipedia-Artikel
zu Erythropietin beinhaltet eine informative Ubersicht zu diesem Thema: http:
//de.wikipedia.org/wiki/Erythropoetin, Stand 19.01.2011)

3. Der Erythropoetin-Rezeptor und die Signaltransduktion (Informationen zu diesem
Thema finden sich unter anderem in folgenden Publikationen: [120], [63], [89])

4. Die Stammzellen (Informationen zu diesem Thema finden sich unter anderem in
folgenden Publikationen: [125], [72])
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2 Material und Methoden

2.1 Das rhEPO-Experiment

Die Verfiigbarkeit von rekombinantem humanem Erythropoetin, welches sich nur marginal
von dem der Maus unterscheidet, hat die hollindische Arbeitsgruppe um W. Nijhof fiir
das folgende Experiment genutzt [56]:

Weiblichen C57bl/6 Méausen im Alter von 8 bis 12 Wochen und mit einem Gewicht
von 20 bis 25 g wurde iiber einen Zeitraum von 10 Tagen hinweg téglich Erythropoetin
s.c. appliziert. Dabei kamen acht verschiedene Dosen in einem Dosisbereich von 0,5 bis
500,0 Units/Maus/Tag zum Einsatz. Untersucht wurde die Reaktion von BFU-E, CFU-E,
Erythroblasten und Hamatokrit auf diese Behandlung.

Rein deskriptiv lassen sich die Ergebnisse dieses Experiments wie folgt zusammenfassen:

1. Die Erythropoese der Maus zeigt Séttigungsphdnomene.
2. Diese zeigen deutlich unterschiedliche Maxima in Knochenmark und Milz.
3. Das Verhalten der CFU-E weicht deutlich von dem der Erythroblasten ab.

4. Die totale Anzahl der BFU-E zeigt keine signifikante Reaktion auf erhoéhte
Erythropoetin-Spiegel.

5. Es findet eine Umverteilung der BFU-E zugunsten der Milz auf Kosten des Kno-

chenmarks statt (Migration).

2.2 Das mathematische Modell

Das im folgendem genutzte mathematische Modell, ein nicht-lineares Differentialgleich-
ungssystem, geht in seinen wesentlichen Grundziigen auf E.Wichmann [194], H.Wulff
[207] und M.LofHer [105] zuriick . Da bereits ausfithrliche Beschreibungen des Modells
ver6ffentlicht worden sind [195, 196], beschrénkt sich die Darstellung hier auf das zum

Verstdndnis Notwendige. Wie bereits erwidhnt, wird zudem auf die Modellierung der
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Regulation der pluripotenten Stammzellen (CFU-S) verzichtet. Als Referenzmodell wurde
das in [136] beschriebene Modell gewéahlt. Dieses wird im Folgenden auch als PModell
bezeichnet. Mit ihm werden eine Reihe von Vergleichssimulationen durchgefiihrt. In den
folgenden Abschnitten wird ein abgewandeltes Modell beschrieben und begriindet. Diese
wird im Folgenden als EModell bezeichnet. Eine vollstindige Ubersicht der Parameter
des EModells findet sich im Appendix (9.1). Die Parameter des PModells, die von denen
des EModells abweichen, finden sich ebenfalls im Appendix (9.2).

2.2.1 Biologische Zellstufe und Modellkompartiment

Wie in Abschnitt 1.3.1 beschrieben, lassen sich die erythropoetischen Zellen verschiedenen
biologischen Zellgruppen zuordnen. Diese entsprechen den verschiedenen Entwicklungs-
stadien, die eine unreife Zelle auf ihrem Weg zu einer roten Blutzelle durchlaufen muss.
Das Modell repréasentiert diese biologische Struktur durch ein Kompartimentsystem. Ein
Kompartiment entspricht dabei einem biologischen Entwicklungsstadium und ist durch
gerichtete Zellstrome mit jeweils einem vorangehenden und einem nachfolgendem Kom-
partiment verkniipft. Mit anderen Worten, die in ein Kompartiment einstromenden Zellen
entstammen immer dem vorangehenden Kompartiment, und die ausstromenden Zellen
wechseln immer in das nachfolgende iiber, bilden also dessen Einstrom. Mit dem Verlassen
eines Kompartiments verlieren die Zellen die entsprechenden biologischen Eigenschaften.
Sie gewinnen stattdessen durch den Ubergang in das Folgekompartiment die fiir dieses
charakteristischen Eigenschaften. Da ein Riickstrom von Zellen ausgeschlossen ist, ist
gewahrleistet, dass ein zielgerichteter Wachstumsprozess stattfindet, gemafl dem aus einer

Zellstufe die nachst-reifere hervorgeht.

Zudem gehen wir — Standardannahmen folgend ([195], [196]) — davon aus, dass angesichts
der ohnehin gegebenen Grenzen der Quantifizierbarkeit des betrachteten Systems alle
— im Prinzip ’diskreten’ — Groflen wie die Anzahl Y; = Y;(¢) der Zellen, die einem
Kompartiment ¢ zu einem bestimmten Zeitpunkt ¢ zuzuordnen sind, ebenso gut auch als
kontinuierliche und sogar nach ¢ differenzierbare Groflen betrachtet werden kénnen, ohne

dadurch gravierende Fehler zu verursachen.

Dementsprechend wird die zeitliche Anderung % der Grofe Y; bestimmt durch

1. den Zustrom von Zellen aus dem vorgeschalteten Kompartiment (Y;** bildet somit

den Einstrom Y™ in das betrachtete Kompartiment i) und

2. den Abstrom von Zellen in das nachfolgende Kompartiment (Ausstrom = Y*"%).
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Somit kann ein nicht-proliferatives Kompartiment ¢ durch die folgende Gleichung be-

schrieben werden:

dY;i(t)
dt

— Y1) - YR () (2.1)

Die Zahl der Zellen, die zu einem bestimmten Zeitpunkt ¢ ein Kompartiment ¢ verlassen,
ist direkt proportional der Anzahl der Zellen in diesem Kompartiment zur gleichen Zeit
t, also zu Y;(t). Dabei kann der Kehrwert des Proportionalitétsfaktors wie iiblich als die
durchschnittliche Aufenthaltsdauer T; gedeutet werden. Es gilt

Yi(t)

V() = =
7

(2.2)

Der Zellabstrom wird hierbei also als streng altersunabhingig angenommen. Das heifit,
theoretisch kénnte eine Zelle auf ewig im Kompartiment verbleiben oder dieses in dem
Augenblick, wo sie es betritt wieder verlassen. Die Transitzeit wird dementsprechend nur
als ein MafB fiir die durchschnittliche Verweildauer einer Zelle in einem Kompartiment

gedeutet.

Aus den Gleichungen (2.1) auf Seite 47 und (2.2) auf Seite 47 ergibt sich somit fiir ein

nicht-proliferierendes Kompartiment die Gleichung;:

d}/l(t)_ ein E(t)
=Yy - (23

Zugleich ist der Einstrom Y57 (¢) in das Folge-Kompartiment i + 1 gleich dem Ausstrom

Y% aus dem Kompartiment 7:

YA (t) = Y, (t) (2.4)

Fiir ein proliferatives Kompartiment muss die Formel in geeigneter Weise um den Ein-
fluss der Amplifikation Z; und der proliferativen Fraktion a; ergénzt werden. Da die
einstromenden Zellen nicht zu jedem Zeitpunkt ¢ amplifizieren, sondern fiir jeden Ver-
dopplungsschritt eine gewisse Zeit (Zellverdopplungszeit TD) benotigen, wird im Modell

vereinfachend angenommen, dass die Amplifikation Z; zu einem definierten Anteil

logaZ;

(2.5)
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von den Zellen mit ihrem Eintritt in das Kompartiment realisiert wird. Die Gleichung

zur Beschreibung eines proliferativen Kompartiments lautet somit:

dY;(t) - - a;
:Zgzn_yeznt_nt.i 9.
=z e - (26)
Der verbleibende Anteil der Amplifikation
Z;
Z{s = (2.7)

~ mein
Z’i

wird den das Kompartiment verlassenden Zellen zugeschlagen und nicht zur Berechnung

von d%ét) herangezogen. Der Einstrom in das Folgekompartiment berechnet sich dann

wie folgt:

a;

=Y = ()
1

7

(2.8)

Mit der Gleichung (2.6) auf Seite 48 ist die grundlegende Differentialgleichung, mit der

jedes Kompartiment beschrieben werden kann, gegeben.

Die vier jedes Zellkompartiment beschreibenden und fiir diese individuell und unabhéngig

von einander festzusetzenden Parameter sind also:

1. die mittlere Aufenhaltsdauer T;, die sich bei den proliferativen Zellstufen aus der
Amplifikation Z; und der Verdoppelungszeit TD; errechnet: T; = logsZ; - TD;
(s. 1.3.2.3.1 auf Seite 34 und 1.3.2.3.2 auf Seite 35);

2. die Amplifikation Z;;
3. die proliferative Fraktion a;;

4. die jeweiligen Anfangswerte Y;(t = 0), ohne die eine Integration der obigen Diffe-

rentialgleichungen nicht moglich ist.

Ein nicht lineares dynamisches Modell entsteht mit diesen Grundannahmen dadurch, dass
die Modellparameter nicht als konstant angenommen werden, sondern einer kompartiment-
spezifischen und vom EPO-Spiegel abhédngigen Regulation unterliegen, wobei der EPO-
Spiegel wiederum mafgeblich von der von der Zahl der roten Blutzellen abhéngt (Ab-
schnitt 2.2.2.7 auf Seite 61). Die qualitativen Unterschiede werden im folgenden Kapitel
dargestellt. Die Tabellen 2.5 auf Seite 76, 2.6 auf Seite 77 und 2.7 auf Seite 77 fassen die

quantitativen Unterschiede {ibersichtlich zusammen.
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2.2 Das mathematische Modell
2.2.2 Modell der Erythropoese

Die Erythropoese findet (getrennt) in Knochenmark und Milz statt. Im Modell wird dem
Rechnung getragen, indem die Sequenz der erythropoetischen Kompartimente, wie sie im
folgenden beschrieben werden, fiir jedes der beiden Mikroenvironmente einzeln modelliert

wird.

2.2.2.1 Die CFU-S

Wie bereits zuvor ausgefiihrt, werden die CFU-S im Rahmen dieser Arbeit nicht nédher
betrachtet.

2.2.2.2 Die BFU-E

Im Rahmen dieser Arbeit werden fiir das Knochenmarks-BFU-E- und das lienale BFU-E-
Kompartiment vereinfachte Annahmen gemacht. Es wird angenommen, dass die Am-
plifikation und die Verdoppelungszeit — und damit auch die Transitzeit — der BFU-E
konstant sind. Diese Annahme gewinnt an Plausibilitdt, wenn man die geringe Zahl der
Erythropoetin-Rezeptoren in Rechnung stellt, die eine BFU-E besitzt. Des Weiteren wird
angenommen, dass die BFU-E Parameter fiir Knochenmark und Milz identisch sind, da
die verfiigbaren Daten nicht fiir eine Differenzierung ausreichen. In soweit gleicht das hier
praktizierte Verfahren dem fiir das PModell gewéhlten ([136]). Anders ist, dass ein neuer
Ansatz zur Simulation der Migration der BFU-E fiir das EModell gewéhlt wurde. Dieser
wird im folgenden Abschnitt hergeleitet und beschrieben.

2.2.2.2.1 Die Migration der BFU-E 1In der normalen Gleichgewichtssituation sind 3 %
aller organstandigen BFU-E in der Milz und 97 % im Knochenmark lokalisiert. Dieses
dndert sich bei Applikation von Erythropoetin. Die Abbildung 2.1 auf der néchsten
Seite zeigt die experimentell ermittelte Anderung der Verteilung der BFU-E auf das
Knochenmark und die Milz in Abhéngigkeit von der gegebenen rhErythropoetin-Dosis
[56]. Schon bei Gabe von geringen Mengen Erythropoetin verringert sich im Knochenmark
die Anzahl der BFU-E stark (vgl. hierzu auch Abbildung 2.8 auf Seite 55). Sie erreicht
bereits bei einer Dosis von 2-5 U/M/Tag ihren minimalen Wert. In der Milz hingegen
findet sich erst bei héheren Gaben von Erythropoetin eine steigende Anzahl von BFU-E
(ab 5 U/M/d). Zudem wird ein Maximum nicht sicher erreicht.
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Verteilung der BFU-E auf Knochenmark und Milz an Tag 10
1 T T

0.9F
0.8

0.7

Anteil in %

0.3

0.2F

0.1

10 10 107 10°
EPO Spiegel

Abbildung 2.1: Die experimentell ermittelte Verteilung der BFU-E auf Knochenmark
und Milz in Abhéngigkeit von der gegeben rhErythropoetin-Dosis [56]

Wie bereits im Kapitel 1.3.2.6 auf Seite 41 ausgefiihrt, kann die sich &ndernde Verteilung
der BFU-E vom Knochenmark in die Milz durch Migration erklért werden. Lésst man zu-
néchst einmal die Verhéltnisse in der Milz aufler Betracht, so ist die Dosis-Wirkungskurve
der Migrationsrate der BFU-E im Knochenmark (mrpg,,,) relativ schnell gefunden. Un-
ter der Annahme, dass keine Riickmigration von der Milz in das Knochenmark stattfindet,
betragt die Migrationsrate der Knochenmarks-BFU-E maximal 13 %. Dieser maximale

Wert wird bei einem um etwas mehr als das 20-fache erhohtem EPO-Spiegel erreicht.

Abbildung 2.2 auf der néchsten Seite zeigt, dass die mit der in Abbildung 2.3 auf der
néichsten Seite gezeigten Dosis-Wirkungskurve der Migrationsrate berechnete relative
Anzahl der BFU-E im Knochenmark hinreichend gut mit den experimentellen Daten
iibereinstimmt. Sie zeigt zudem, dass dieses unter den Annahmen, dass keine Riickmigra-
tion der lienalen BFU-E stattfindet und die ’seeding efficiency’ in der Milz (sepg,,,,.)
100 % betrigt, fur die BFU-E der Milz nicht zutrifft. Die Kurve der relativen Anzahl der
lienalen BFU-E steigt viel zu schnell an und zeigt zudem eine Sattigung. Interessanter
Weise zeigen beide Abbildungen, dass im Modell eine maximale Migrationsrate von 13 %
im Knochenmark ausreicht, um den im Experiment erreichten Maximalwert der BFU-E

in der Milz zu treffen.
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Abbildung 2.2: Die relative Kompartimentgréfie der BFU-E in Abhéngigkeit von der
gegeben rhErythropoetin-Dosis und ihre Représentation durch das Modell
unter der Annahme, dass die BFU-E vom Knochenmark in die Milz
migrieren, keine Riickmigration stattfindet und die ’seeding efficiency’ in
der Milz 100 % betragt
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Abbildung 2.3: Die Dosis-Wirkungskurve der Migrationsrate der BFU-E 1
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2 Material und Methoden

Welche Mechanismen konnten nun fiir das experimentell beobachtete Verhalten der

lienalen BFU-E verantwortlich sein, wenn man die gefundene Dosis-Wirkungskurve der

Migrationsrate der BFU-E aus dem Knochenmark in die Milz akzeptiert?

Um diese Frage zu beantworten, werden in den folgenden Abschnitten drei denkbare

Mechanismen betrachtet. Es sind die (Riick-)Migration, die ’seeding efficiency’ und die
Amplifikation.

52

1. (Riick-)Migration

Eine Migration von BFU-E von der Milz in das Knochenmark parallel zur Migration
der BFU-E vom Knochenmark in die Milz kann den Anstieg der BFU-E in der Milz
geringfiigig dampfen (Abbildung 2.4 auf der néchsten Seite). Damit der Anstieg
der BFU-E in der Milz in dieser Weise erfolgt, muss bereits bei schwach erhohtem
EPO-Spiegel die Migration aus der Milz in einem grofleren Umfang einsetzen
als die aus dem Knochenmark (Abbildung 2.5 auf der nichsten Seite). Um die
hinreichend gute Ubereinstimmung der Simulation mit den Daten der BFU-E des
Knochenmarks nicht zu gefahrden (vergl. Abbildung 2.2 auf der vorherigen Seite),

muss eine ’seeding efficiency’ von 0% fiir das Knochenmark angenommen werden.

Es gibt keinen Grund, eine Migration von BFU-E aus der Milz auszuschlieflen. Die
Nettomigrationsrate ist - neben der im folgenden Abschnitt diskutierten ’seeding
efficiency’ - entscheidend fiir die Verteilung der BFU-E auf Knochenmark und Milz.
Es lassen sich eine Vielzahl von korrespondierenden Dosis-Wirkungskurven der
Migrationsraten in Knochenmark und Milz definieren, die zur gleichen Nettomigra-
tionsrate fiihren. So gesehen, entspricht die hier vorgeschlagene Migrationsrate der
BFU-E des Knochenmarks der Nettomigrationsrate, die fiir eine Anpassung des

Modelles an die experimentellen Ergebnisse erforderlich ist.

. ’seeding efficiency’

Die folgenden Uberlegungen zur ’seeding efficiency’ gehen von der im vorangehenden

Abschnitt diskutierten Nettomigrationsrate aus.

Eine allgemein herabgesetzte ’seeding efficiency’ in der Milz fithrt nicht zu einer
hinreichenden Ubereinstimmung der Modellrechnung mit den experimentellen Da-
ten. Sie verdndert die Form der Modellkurve der lienalen BFU-E nicht. Sie hat
eine zu geringe Anzahl von BFU-E in der Milz bei hohen Erythropoetin-Spiegeln
zur Folge (Abbildung 2.6 auf Seite 54). Nimmt man aber an, dass die ’seeding
efficiency’ in der Milz nicht konstant, sondern vielmehr in geeigneter Weise vom

Erythropoetin-Spiegel abhéngig ist (Abbildung 2.7 auf Seite 55), so erzielt man eine
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Abbildung 2.4: Die relative Kompartimentgréfie der BFU-E in Abhéngigkeit von der
gegeben rhErythropoetin-Dosis und ihre Représentation durch das Modell
unter der Annahme, dass die BFU-E vom Knochenmark in die Milz und
auch zuriick migrieren und die ’seeding efficiency’ in der Milz 100 %
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Abbildung 2.5: Die Dosis-Wirkungskurve der Migrationsrate der BFU-E 11
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gute Ubereinstimmung des Modells mit den experimentellen Daten (Abbildung 2.8

auf der nachsten Seite).

BE (Tag 10)
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Abbildung 2.6: Die relative Kompartimentgréfie der BFU-E in Abhéngigkeit von der
gegeben rhErythropoetin-Dosis und ihre Représentation durch das Modell
unter der Annahme, dass die BFU-E vom Knochenmark in die Milz und
auch zuriick migrieren und die ’seeding efficiency’ in der Milz 50 % betragt

3. Amplifikation
Es ist vorstellbar, dass eine Anpassung des Modells an die experimentellen Daten

auch durch die beiden folgende Annahmen erzielt werden kénnte:

e Emigration von BFU-E des Knochenmarks, die sich jedoch nicht oder nur zu
einem geringen Anteil in der Milz ansiedeln (’seeding efficiency’ in der Milz
liegt nahe bei Null), oder EPO-abhéngige Reduktion der Amplifikation der
BFU-E im Knochenmark (steigende Erythropoetin-Spiegel fithren zu erhohter
Apoptose).

e EPO-abhéngiger Anstieg der Amplifikation der BFU-E in der Milz.

Letztlich lasst es sich nicht kléren, ob diese Annahmen den biologischen Gegebenhei-
ten besser entsprechen als die zuvor gemachten, da nicht geniigend experimentelle
Daten iiber die BFU-E verfiighar sind. Lediglich die Zunahme der Apoptose der
BFU-E im Knochenmark mit steigendem Erythropoetin-Spiegel erscheint unwahr-

scheinlich, da Erythropoetin in den einschligigen Experimenten durchweg die Rolle
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Abbildung 2.7: Die Dosis-Wirkungskurve der ’seeding efficiency’ der lienalen BFU-E
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Abbildung 2.8: Die relative BFU-E-Kompartimentgréfie in Abhéngigkeit von der gege-
benen rhErythropoetin-Dosis bei variabler, vom Erythropoetin-Spiegel
abhéngiger ’seeding efficiency’
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eines Uberlebensfaktors spielt. Fiir das EModell wurde die Variante Erythropoetin-
abhéngige Migration der BFU-E vom Knochenmark in die Milz in Kombination mit
einer ebenfalls Erythropoetin-abhéngigen ’seeding efficiency’ ausgewéhlt, da diese
eine iiberzeugende Ubereinstimmung der Modellkurven mit den experimentellen

Daten ermoglicht (vgl. Abbildung 2.8 auf der vorherigen Seite).

Die Kinetik des mit BFEg)s bezeichneten Kompartiments der BFU-E im Knochenmark

wird demnach durch die Gleichung:

dy; t »
srall) gy van )
aBE
KM( ) TDBEKM . ZOQQZBEKM
—emigrierende BE g (t)
+immigrierende BE g (t) (2.9)

und die des mit BF)y;, bezeichneten Kompartiments der BFU-E in der Milz durch:

dYBE;, () :
& = DB YELO
ABE ;-
_YBE ) t . Milz
MW( ) TDBEMilz ’ log2ZBEMilz
—emigrierende BE g, (t)
+immigrierende BE pp,(t) (2.10)

beschrieben. Die Terme Y§'* (t) bzw. Yg!"® (1) représentieren die das CFU-S- verlassenden

und in das BFU-E-Kompartiment des Knochenmarks bzw. der Milz einstromenden Zellen.

Es folgen die Gleichungen fiir die Berechnung der emigrierenden und immigrierenden
BFU-E des Knochenmarks:

emigrierendeBEgy(t) = YBEq, (1) Mree., (2.11)

immigrierendeBEgy(t) = emigrierende BE p,(t) - seBEy,, (2.12)

und der Milz:
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emigrierende BE 1, (t) = YBE,. (1) - mrBE,,, (2.13)

immigrierende BE 1, (t) = emigrierende BEgp(t) - SEBE . (2.14)

2.2.2.3 Die CFU-E

Die CFU-E sind das auf die BFU-E folgende Entwicklungsstadium der erythropoe-
tischen Zellen. Die Kinetik des mit C' E ks bezeichneten Kompartiments der CFU-E im

Knochenmark wird durch die Gleichung:

dYcp,., (1) ;
—a = Pk VBEL O
—YCEKM(t) SCExu (215)

. TDCEKM 'lOQQZCEKM

und die des mit C'E)y;, bezeichneten Kompartiments der CFU-E in der Milz durch:

dAtM = ZCEun. " YBEya. (1)

ACE)y;
Yem (8. Mils 2.16
EMLlZ( ) TDcE,,. - log2ZcE,,. ( )

beschrieben. Diese Zellen unterscheiden sich von den BFU-E durch ihre hohe
Erythropoetin-Empfindlichkeit. Das Erythropoetin reguliert Amplifikation und Ver-
doppelungszeit. Die Anzahl der CFU-E im Zellzyklus, bezogen auf die Gesamtzahl, liegt
konstant bei 100 % (acky,, = acEy, = 1)

Ein erhohter Erythropoetin-Spiegel induziert eine verstirkte Amplifikation und damit
verkiirzte Verdoppelungszeit. Ein erniedrigter Spiegel hat den umgekehrten Effekt: die
Amplifikation ist reduziert und die Verdoppelungszeit verlangert. Die Transitzeit als das
Produkt von Verdoppelungszeit und dem Logarithmus der Amplifikation zur Basis 2
(logaZ) ist infolgedessen variabel und indirekt vom Erythropoetin abhéngig. Amplifikation

und Verdoppelungszeit sind in Knochenmark und Milz nicht zwangslaufig identisch.
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2.2.2.4 Die Erythroblasten (PEB und MEB)

Aus den CFU-E (CE) gehen die morphologisch identifizierbaren erythropoetischen Vorlau-
ferzellen, die Erythroblasten (EB), hervor, die sich funktionell in zwei Gruppen einteilen
lassen. Bei der ersten Gruppe handelt es sich um die aus den CFU-E hervorgehenden proli-
ferativen Erythroblasten (PEB = ,Proliferating Erythroblasts’ = ,Proliferating Erythroid
Precursors‘). Die zweite Gruppe wird durch die nicht proliferierenden Erythroblasten
gebildet (MEB = ,Maturating Erythroblasts‘ = ,Non-Proliferating Erythroid Precursors’).

Diese gehen ihrerseits aus den proliferativen Erythroblasten hervor.

Die Grundgleichung lautet fiir das Kompartiment der proliferativen Erythroblasten im
Knochenmark (PEBgjy):

AYPEB, (t) ;
Deesal) i Y
—YPEB, (1) APEBxy (2.17)

. TDpEByy - 1092ZPEByy,

und fiir das Kompartiment der proliferativen Erythroblasten in der Milz (PE By, ):

AdYPEB . (t) :
dtMl = ZpEByu. " YCEy. (1)

CPE e (2.18)

_Y, 2 (T) -
PEBM'LIZ( ) TDPEBM’LZZ . ZOQQZPEBMZIZ

Alle proliferativen Erythroblasten befinden sich im Zellzyklus, und somit betragt der
Wert fiir die proliferative Fraktion 1.

Da die reifenden Erythroblasten nicht-proliferieren, lautet die Grundgleichung fiir das

Kompartiment der reifenden Erythroblasten im Knochenmark (M EBgy):

WLBKM“) _ yaus (t) _ Y}WLKM@) (2 19)
dt PEBxm TMEBKM .

und fiir das in der Milz entsprechend:

dYM BB, (1) YarEB ()
sl g, ) - Jgmt 220
Milz
Aus der Summe von dYP%tKM(t) und %Bt”’f(t) ergibt sich dann W%I;M(t). Entsprechend
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dYPEB )y, () dYrEB )y, (1)
7 und 7 .

. dY; o (t
berechnet sich %”z() aus der Summe von

Sowohl die Amplifikation und die Verdoppelungszeit der PEB als auch die Reifungszeit
der MEB sind von Erythropoetin abhéngig. Ein erhohter Erythropoetin-Spiegel fiihrt zu
einer verstiarkten Amplifikation, einer reduzierten Generationszeit und einer kiirzeren
Reifungszeit. Die gegenteiligen Effekte werden durch einen niedrigen Erythropoetin-
Spiegel bewirkt. Die Transitzeit als die Summe der Reifungszeit und des Produkts aus
Verdoppelungszeit und logoZ ist infolgedessen variabel und indirekt von Erythropoetin
abhéngig. Amplifikation und Verdoppelungszeit sind in Knochenmark und Milz nicht

zwangsldufig identisch.

2.2.2.5 Die Retikulozyten

Die nicht-proliferativen Erythroblasten differenzieren in die residualen Retikulozyten
(RETR). Dieses Zellkompartiment wurde neu eingefithrt, um das Modell in seiner Struktur
den biologischen Befunden und experimentellen Gepflogenheiten besser anzupassen. Bisher
wurden die residualen Retikulozyten als Bestandteil dem EB-Kompartiment zugeordnet,
obwohl die experimentell gezdhlten Erythroblasten diese nicht beinhalten. Innerhalb
dieses Kompartiments findet wie im MEB-Kompartiment keine Amplifikation mehr statt.

Die Grundgleichung lautet deswegen fiir die RETR im Knochenmark:

Wrpthiont) _ yons () YRETR () (2.21)
dt MEBim TRETRicu .

und fiir die in der Milz entsprechend:

AYRET Ry, (t) _ < qus () — YRET Ry ()

= YMEB,;
dt Milz TRETRMilz

(2.22)

Die residualen Retikulozyten bringen die ersten roten Blutzellen, die zirkulierenden
Retikulozyten (RETC), hervor. Deren Kinetik ldsst sich analog zu der der residualen
Retikulozyten beschreiben:

dYreTC(t) YreTC(t)
— RETR, (1) + YRETR,,,. (1) — Trpre (2.23)

YRET R, TYRETR .
YreTC
Bei stimulierter Erythropoese werden die residualen Retikulozyten beschleunigt in das

Im Normalzustand der Erythropoese ist das Verhéltnis ungefahr 1.

periphere Blut abgegeben. Da sie jedoch noch nicht die Funktionalitit eines normalen

99



2 Material und Methoden

zirkulierenden Retikulozyten erreicht haben, miissen sie im Blut nachreifen. Dieser Effekt
der stimulierten Erythropoese wird im Modell durch eine Verkiirzung der Reifungszeit der
RETR und eine dquivalente Verlangerung der Reifungszeit der RETC in Abhéngigkeit von
Erythropoetin nachgebildet. Die Gesamttransitzeit der Retikulozyten (Trgr) berechnet

sich somit entsprechend der Formel:

Trer = TrETc + TRETR = konstant (2.24)

Fiir die Berechnung der aktuellen Transitzeit der zirkulierenden Retikulozyten wird der
Einfachheit halber nur die Anderung der Transitzeit der residualen Retikulozyten im
Knochenmark herangezogen. Durch Umstellung der Formel (2.24) auf Seite 60 erhélt

man:

Trerc = TrET — TRETR), (2.25)

2.2.2.6 Die Erythrozyten und der Hamatokrit

Aus den zirkulierenden Retikulozyten gehen die Erythrozyten hervor. Diese unterliegen
einem altersabhédngigen Abbau. Zu der Zeit t verlassen genau die Erythrozyten das
Kompartiment, welche es zur Zeit t — Tpry betreten haben. Um dieses zu modellieren,

muss eine retardierte Differentialgleichung statt der Grundgleichung benutzt werden:

dYERy(t)

o = Yrpre(®t) = Ygegrc(t — Tery) (2.26)

Es gibt experimentelle Hinweise darauf, dass bei stimulierter Erythropoese gebildete
Erythrozyten beschleunigt abgebaut werden [178], [202]. Allerdings zeigen andere Unter-
suchungen [131], dass die Auswirkungen dieses Effekts bisher tiberschitzt wurden. Aus
diesem Grunde geht diese Arbeit davon aus, dass die durchschnittliche Lebensspanne der
Erythrozyten konstant ist. Eine Beschreibung der Modellierung von Stress-Erythrozyten
wird in [135] gegeben.

Der Hamatokrit (HKT) berechnet sich aus dem Plasmavolumen (PV), der Anzahl der
Blutzellen und deren mittlerem korpuskuldren Volumen (MCV). Da der Anteil der roten
Blutzellen (RBC) an den Zellen im Blut bei weit iiber 90 % liegt, spiegelt der Hamatokrit
im Wesentlichen deren Konzentration im Blut wieder, und er kann nédherungsweise mit

der Formel:
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MCV
HET = RBC - G o (2.27)

berechnet werden. Da - wie noch im 2.3 auf Seite 68 erldautert wird - im Modell letztlich
nur die relativen Zellzahlen betrachtet werden, wird eine leicht modifizierte Form der

Formel (2.27) auf Seite 61 zur Berechnung des Hamatokrits herangezogen:

1
HKT(t) =
( ) 1+ kpkr - RBC1/rel . pyrel
mit
HKTTLO’V‘
MHKT = T prpepner
—_— 1 —_
11— HKTnor
RBCHOT
RBCI/Tel _
RBC(t)
PV (t
Py = }q/ij (2.28)

Diese ermoglicht es, einen normalen Hamatokritwert vorzugeben, unabhéangig von der
im Normalfall tatsichlich vorliegenden Anzahl der roten Blutzellen und dem normalen
Plasmavolumen. Der Normalfall ist logischerweise dann gegeben, wenn RBC™" = RBC(t)
und PV"™" = PV (t) ist.

2.2.2.7 Das Erythropoetin

Die Rolle des Stellgliedes im Regelkreis der Erythropoese hat das Erythropoetin inne.
Im Gleichgewichtsmodell wird der Erythropoetin-Spiegel direkt vorgegeben. Dabei be-
steht eine Schwierigkeit der Modellanalyse darin, den Modell-EPO-Spiegel in Relation
zur Dosis des s.c. applizierten, rekombinanten humanen Erythropoetins zu setzen. Es
sind leider keine (ausreichenden) Informationen tiber die pharmakokinetischen Effekte
und das durchschnittliche Tagesprofil von rhErythropoetin in der Maus verfiigbar, so
dass von vereinfachten Annahmen ausgegangen werden muss. Die simpelste Moglichkeit
besteht darin, einen Skalierungsfaktor einzufithren, wobei angenommen wird, dass der
EPO-Spiegel proportional zu der gegebenen téglichen rhEPO-Dosis in Einheiten pro
Maus pro Tag (Units/Mouse/day = U/M/d) ist. Ein Skalierungsfaktor von 1 erlaubt,
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wie sich herausstellte, einen relativ guten Vergleich. Allerdings muss dann fiir den Do-

sisbereich unter 1 U/M/d angenommen werden, dass der Modell-EPO-Spiegel gleich

1 ist. Zudem muss angenommen werden, dass das endogen produzierte Erythropoetin

bei Stimulation keinen nennenswerten Einfluss mehr auf den Erythropoetin-Spiegel hat.

Aus diesem Grunde wurde mit Hilfe eines Einkompartiment-Modells der Pharmakokine-

tik des rhErythropoetin fiir jede gegebene Erythropoetin-Dosis der korrespondierende

Erythropoetin-Spiegel ndherungsweise bestimmt. Es wurde dabei davon ausgegangen,
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e dass der Erythropoetin-Spiegel zu keinem Zeitpunkt unter seinen Normalwert

absinken kann;
dass die Halbwertszeit des Erythropoetins 3 Stunden betrégt;

dass sich die Eliminationskonstante k bei subkutaner Gabe des Erythropoetins aus

der Halbwertszeit (HWZ) entsprechend der folgenden Formel berechnet:

B In(2) B In(2) B '
= Sy = 3~ = 0.23; (2.29)

dass der normale Erythropoetin-Spiegel der Maus bei 20 mU/ml liegt [207, S. 163]
(s.a. [176] und [174]);

dass der normaler Verteilungsraum von EPO und rhEPO das Plasmavolumen ist
[176], [174] und jede Maus tiber 1,5 ml Plasmavolumen verfugt [195];

dass sich der initiale (und wegen des durch die Zerfallsrate bedingten Abfalls auch
jeweils maximale Erythropoetin-Spiegel (EPO;,;), der sich nach jeder gegebenen
subkutanen Erythropoetin-Dosis (EPO p,s;s) einstellt, wie folgt berechnet werden

kann:

EPODosis ) 07 15

EPOjn; = ;
PV

(2.30)

dass entsprechend dem experimentellen Applikationsschema 8 Stunden nach der
ersten Dosis eines Tages die zweite Dosis gegeben wird und somit bis zur ersten

Dosis des folgenden Tages genau 16 weitere Stunden verstreichen;

dass fiir die Wirkung des Erythropoetins nicht der maximale bzw. initiale Pik von
entscheidender Bedeutung ist, sondern vielmehr der durchschnittliche Erythropoetin-
Spiegel wihrend des betrachteten Zeitintervalls von einem Tag. Dieser relative
durchschnittliche Erythropoetin-Spiegel eines Tages lédsst sich berechnen, indem

man die Fldachen unter der Kurve des Erythropoetin-Spiegels iiber 24 Stunden
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wahrend der EPO-Applikation zu der Fldche unter der Kurve bei ungestorter
Erythropoese ins Verhéltnis setzt.

Die Tabelle 2.1 zeigt die unter diesen Annahmen bestimmten korrespondieren

Erythropoetin-Dosen und relativen Erythropoetin-Spiegel.

Tabelle 2.1: Erythropoetin-Dosis und relativer Erythropoetin-Spiegel. Mit Hilfe eines
einfachen pharmakokinetischen Modells wurde fiir jede subkutan gegebene
Erythropoetin-Dosis der korrespondierende relative Erythropoetin-Spiegel
bestimmt. Die dem pharmakokinetischen Modell zugrunde liegenden Annah-
men werden in Abschnitt 2.2.2.7 auf Seite 61 dargelegt.

rhEPO-Dosis  relativer EPO-Spiegel

U/Maus/Tag (s. Text)
0,00 1,00
0,50 1,27
1,00 1,66
2,00 2,58
5,00 5,73
10,00 11,16
50,00 55,48

200,00 991,93
500,00 554,82

Bei den Simulationen der dynamischen Situationen (Kaptiel 4 auf Seite 99) wird die Hohe
des Erythropoetin-Spiegels bzw. die Griofle des Kompartiments Ygpo nicht mehr direkt
vorgegeben. Sie hangt nun iiber den Sauerstoffpartialdruck im Nierengewebe (p;O2) von
der Anzahl der roten Blutzellen (RBC) bzw. der Himoglobinmasse (Hbys) ab [194], [193],
[172).

Ausgehend von der Modellannahme einer konstanten Halbwerts- bzw. Transitzeit des

Erythropoetin zeigt die - das Erythropoetin-Kompartiment beschreibende - Gleichung :

dYgpo(t) _ EPOppo — Yero(t)

2.31
dt TrepPo ’ ( )

dass die Hohe des Erythropoetin-Spiegels allein von der Hohe der Erythropoetin-

Produktion EPOpro abhéngt. Die Hohe der Erythropoetin-Produktion wird - wie

bereits angedeutet - durch den Sauerstoffpartialdrucks p;Os bestimmt:

EPOpRo(t) = kl : €£L'p( (2.32)
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Die Konstante ki definiert den Wert, gegen den FPOpro geht, wenn der Quotient aus
aktuellem p;O2 und normalem p,Oy gegen Null geht. Er definiert den oberen Grenzwert
der Erythropoetin-Produktion. Die Konstante ko hingegen bestimmt die Empfindlichkeit,

mit der die Erythropoetin-Produktion auf sich verdndernde Werte von p;O2 reagiert.

Der Sauerstoffpartialdruck im Nierengewebe (p;O2) hingt von der Sauerstoffsittigung des
Nierengewebes (S5.02) ab. Diese Abhangigkeit 1dsst sich mit Hilfe der Hill’schen Gleichung
[70] und den Groflen p50 und n, die die Sauerstoffbindungskurve des Hamoglobins

charakterisieren, beschreiben:

5,0y

Oy = p50 - — 2122
P2 = POY 100 — 5,0,

(2.33)

Fiir p50 wird im Modell ein Wert von 40 mmHg und fiir n ein Wert von 3 angenommen
[5], [13], [58], [83], [165], [184], [185]. Die Sauerstoffsittigung des Nierengewebes S;O2
héngt ihrerseits von der arteriellen Sauerstoffsattigung 5,02 und der arterio-venodsen

Entséttigung dSOs entsprechend der Formel:

S04 = Sa05 — dSO, (2.34)

ab. Die arterielle Sauerstoffsittigung 5,02 errechnet sich aus dem arteriellen Sauerstoff-

partialdruck p,Os. Die benétigte Formel:

100

p50 ™
PaO2 + 1

S,05 = (2.35)

erhilt man durch Umformung der Hill’schen Gleichung (vgl. (2.33) auf Seite 64). Fiir
P02 wird im Modell ein Wert von 80 mmHg angenommen, so dass sich fiir 5,03 ein
Wert von 88,9 ergibt. Die arterio-ventse Entséttigung der Nierenrinde dSOy berechnet
sich aus dem Sauerstoffverbrauch der Niere Osutil, dem renalen Blutfluss RBF, dem
Plasmavolumen PV und der Hdmoglobinmasse Hbys [194], [193], [172] unter Anwendung

der Formel:

PV
d =k- til - ————— 2.
SO, Oquti by,  RBF (2.36)
Da die Niere in der Lage ist, ihren Sauerstoffverbrauch an den renalen Blutfluss anzupassen
[36], [41], kann angenommen werden, dass der Quotient von Osutil und RBF konstant

ist. Aus (2.36) auf Seite 64 wird:
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dS0Os =k - Ifb‘; (2.37)
Es kann zur Zeit nicht ausgeschlossen werden, dass statt des Quotienten % der
Héamatokrit H KT in die Berechnung der arterio-ventsen Entsédttigung der Niere d.SO9
eingehen sollte [36]. Es konnte jedoch gezeigt werden [207], dass beide Formen der
Gleichung (2.37) auf Seite 65 vergleichbare Ergebnisse liefern. Aus diesem Grund wird
hier an der angegebenen Form dieser Gleichung festgehalten. Die Hamoglobinmasse wird
im Modell mit Hilfe der Formel:

Hbyr = Anzahl der Reticulozyten + Anzahl der Erythrozyten (2.38)

berechnet. Es wird dabei davon ausgegangen, dass die mittlere korpuskuldre Hamoglo-
binmenge M CH nicht wesentlich von der tatséchlichen abweicht [53], [52].

2.2.2.8 Amplifikation

Erythropoetin (EPO) beeinflusst die Amplifikation (Z) in einer dosis-abhéngigen Art und
Weise. Die Amplifikation zeigt in ihrer Reaktion auf zunehmende Erythropoetin-Dosen
bzw. zunehmenden Erythropoetin-Spiegel eine Sattigungs-Charakteristik, welche durch

eine modifizierte ,logistische‘, sigmoidale Funktion der Form:

Z = ZmeT _ (Zmaw _ Zmin) . exp(—Z1 - EPOP) (2.39)
mit
Zmazr _ Zm'm

beschrieben werden kann. Die Funktion ist also durch die Angabe von Z™ae* Zmin  znor
und b eindeutig definiert. Der Exponent b beeinflusst unter anderem die Steigung im
Wendepunkt der Funktion.

Die erythropoetischen proliferativen Zellen (BE, CE, PEB) tragen jeweils ihren spezifi-

schen Anteil zu der Gesamtamplifikation Z9¢5¢™ bei:

gesamt __ rygesamt . gesamt . gesamt
Z =Zpr Zce " 4pPEB (2.41)
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Hierbei wird die Gesamtamplifikation in den einzelnen Kompartimenten anteilig aus den

in Knochenmark und Milz gebildeten Zellpopulationen geméafl den Formeln:

YBE YBEw,
desamt — ZBE KM + ZBE ) Milz 2.42
BE o YBEKM +Yp E i, it Yp Exn T YBEMilz ( )
bzw.
Yor Yo,
desamt _ ZCE KM + ZCE 4 Milz 2.43
oE o Yo Egy T+ Yo E i M Yo Exy T Yo Evitz ( )
bzw.
YpER YprEB:
785" = Zpps o + ZpPEB); o 244
PEB MY pEBKy + YPEBw, M Y pEBy + YPEB . (2.44)

gemittelt. Es gibt keine Restriktionen hinsichtlich des Anteils einer der Zellstufen an
der Gesamtamplifikation, solange bei stimulierter Erythropoese eine monoton steigende
Dosis-Wirkungs-Charakteristik des Gesamtresultats gewéhrleistet bleibt. Aufgrund der
Annahme, dass die BFU-E kaum erythropoetin-empfindlich und somit ihre Amplifika-
tion und proliferative Fraktion unter den betrachteten Gegebenheiten konstant sind,
ist jede Anderung der erythropoetischen Gesamtamplifikation auf eine Anderung der
Amplifikation der CFU-E bzw. der PEB zuriickzufiihren.

2.2.2.9 Transitzeiten

Die erythropoetische Gesamttransitzeit ist die Summe der Reifungszeit (7)) der nicht-
proliferativen Zellstufen und der Transitzeit, die fiir die Durchfiithrung der Amplifikation
benétigt wird (7, = T'D - m, mit m = logaZ). Die Analyse verschiedener experimenteller
Daten — so auch in dieser Arbeit — legt nahe anzunehmen, dass die Reifungszeit der
nicht-proliferativen Zellstadien durch Erythropoetin dosis-abhéngig reduziert wird, wobei
ein minimaler Wert asymptotisch bei starker Stimulation erreicht wird. Ahnlich wie oben

l&sst sich ein solcher Zusammenhang durch die Gleichung:

T, = T™n — (T — T . eqp(—T1 - EPOY) (2.45)

mit
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Tmin _ Tmax)
T T

min __ J'nor
Tr TT

T1 = in( ) (2.46)

gut beschreiben. Entsprechend wird angenommen, dass die Verdoppelungszeit der prolife-
rativen Zellstadien durch Erythropoetin dosis-abhingig reduziert wird, wobei wiederum

ein minimaler Wert asymptotisch bei starker Stimulation erreicht wird, was wie oben zu:

TD = TD™™ — (TD™" — TD™) . exp(—T1 - EPO") (2.47)

TDmin — Tpmax

Tl = ln( min nor )
TD - T

(2.48)

fithrt. Einige Details zu der Wahl der Parameter (s. Tabelle 2.5 auf Seite 76) bediirfen eines
Kommentars. Es gibt Berichte, dass Verdoppelungszeit wie durchschnittliche Zellzykluszeit
der proliferativen Erythroblasten in vivo von 11 h auf 7 h verkiirzt werden kénnen (fiir
die Literaturhinweise s. ebenda). Messungen der Verdoppelungszeit der CFU-E in vivo

sind nicht verfiigbar. Messungen in vitro zeigen, dass diese Zellen Zellzykluszeiten von 6
bis 7 h erreichen kénnen [129].

2.2.2.10 Rote Blutzellen

In den bisher verdffentlichten Modellen wurde die Produktion von kurzlebigen Stress-
Erythrozyten bei erhohter Erythropoetin-Konzentration angenommen [109]. Neuere Daten
zeigen [131], dass die Anzahl und die Rolle der ,Stress-Erythrozyten‘ mit einer reduzierten
Lebensspanne tiberschéitzt wurde. Deshalb wird in dieser Studie die Lebenszeit Trgry
der Erythrozyten als konstant angenommen. Dariiber hinaus wird angenommen, dass
das mittlere korpuskulére Volumen (MCV) und das Plasmavolumen (PV') sich unter
Erythropoetin-Stimulation nicht &ndern, obwohl Daten vorliegen [52], die dies nahe legen.
In der Diskussion (Kapitel 7 auf Seite 177) werden diese Annahmen und ihre Relevanz

besprochen.
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2.3 Ein kritischer Blick auf die Aussagekraft experimenteller
Daten

Bevor nun eine Abschétzung der Normalwerte der erythropoetischen Gesamtamplifikation
vorgenommen wird, stellt sich die Frage nach der Aussagekraft der experimentellem Daten.
Wie im Abschnitt 1.3.1 auf Seite 26 dargelegt, werden zur Bestimmung der Anzahl
der Zellen in den verschiedenen Stadien ihrer Entwicklung unterschiedliche Verfahren
angewandt. Diese Verfahren sind zum Teil sehr aufwendig. Dies gilt insbesondere fiir die

Verfahren zum Nachweis und zur Zahlung der Progenitorzellen (Stammzellen, BFU-E
und CFU-E):

e die Zellen miissen gesammelt und aufbereitet werden;

e in den mit ihnen geimpften Kulturen miissen definierte Wachstumsbedingungen

iiber Tage hinweg konstant gehalten werden;

e bei der Auswertung miissen oft Ja/Nein-Entscheidungen gefillt werden, die in dieser

eindeutigen Form nicht getroffen werden kénnen.

Diese Verfahren sind somit storanfillig. Die im Grunde notwendige hohe Anzahl von
Wiederholungen kann - wegen des hohen Zeitaufwands und der entstehenden Kosten
- fiir viele Experimente nicht realisiert werden. Leider sind auch Experimente, die die
gleichen Verfahren nutzen, aber aus unterschiedlichen Laboratorien stammen, nicht
unbedingt miteinander vergleichbar. Dies liegt zum einen daran, dass oft unterschiedliche
Maéausestamme genutzt werden, und zum anderen daran, dass jedes Labor dazu tendiert,
leichte technische Modifikationen an den Verfahren vorzunehmen, um diese den eigenen

Randbedingungen anzupassen.

Davon ausgehend, dass

e jedes Labor seine Eigenheiten hat und damit eine unmittelbare Vergleichbarkeit

der gelieferten Daten nicht gegeben ist,

e die unterschiedlich hohen Normalwerte der verschiedenen, gesunden Mausestdmme

nur quantitative Unterschiede widerspiegeln,

e der Zustand der Zellen zum Zeitpunkt ihrer Gewinnung keinen oder nur einen
systematischen Einfluss auf die Ergebnisse der Verfahren zur Bestimmung ihrer
Anzahl hat und

e die Verfahren nicht ihrerseits die Normal- oder Kontrollwerte verfilschen, indem sie

zum Beispiel Zellen vor der Apoptose bewahren, die dieser normaler Weise anheim
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gefallen wéren,

konnen, durch Betrachtung der relativen statt der absoluten Zellzahlen verschiedene
Experimente zu einander sinnvoll in Beziehung gesetzt werden. Die relativen Zellzahlen
eines Experiments errechnen sich dann aus den verschiedenen Werten des Experiments

dividiert durch den Normal- bzw. Kontrollwert desselben Experiments.

Zum Abschluss diesen Abschnitts seien noch 2 Sétze aus [105] zitiert: 'Insgesamt darf
die quantitative Aussagekraft der Messungen also nicht iberbewertet werden. Fiir die
Modellanalyse ergibt sich daraus die Konsequenz, nicht vereinzelten Messkurven verhaftet

zu bleiben, sondern ...wichtige Grundmuster zu abstrahieren.

2.3.1 Abschatzung der Normalwerte der erythropoetischen
Gesamtamplifikation

Die im Abschnitt 1.3.2.4 auf Seite 39 versprochene Abschétzung der Normalwerte der
erythropoetischen Amplifikation kann ndherungsweise durch zwei sehr unterschiedliche
experimentelle Verfahren erfolgen. Das erste Verfahren basiert auf der Analyse des
Verhaltens einzelner Zellen in Kultur. Das zweite Verfahren hingegen basiert auf Daten

von Zellpopulationen in vivo.

Im Abschnitt 1.3.1.2 auf Seite 27 wurde bereits erwdhnt, dass man aus der Grofie
der erythropoetischen Kolonien, die aus einer einzelnen determinierten Stammzelle
hervorgegangen sind, auf die Hohe der jeweiligen Amplifikation bzw. der Anzahl der

Zellverdoppelungen schlieflen kann.

Wenn man vereinfachend annimmt,

1. dass alle Zellen einer betrachteten BFU-E Kolonie (= alle Tochterzellen einer
BFU-E) zumindest das Entwicklungsstadium der nicht proliferativen Erythroblasten

erreicht haben und

2. dass sich die betrachtete BFU-E in vitro genauso verhalten hat, wie sie es in vivo

unter normalen Bedingungen tun wiirde,

kann von den experimentell ermittelten Werten fiir die Anzahl der Tochterzellen direkt
auf die normale erythropoetische Gesamtamplifikation (Def. 1.3.2.3.1 auf Seite 34) ge-
schlossen werden. Die in der Literatur angegebenen BFU-E Koloniegréfien liegen zwischen
200 und mehr als 1000 Zellen, so dass die erythropoetische Gesamtamplifikation unter
den gegebenen Voraussetzungen mit Werten von 200 bis 1000 angegeben werden kann.

Das entspricht einer Gesamtzahl von 7,6 bis ca. 10 Zellverdoppelungen (Def. Abschnitt
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1.3.2.3.1 auf Seite 34). Die erythropoetische Amplifikation, die im Rahmen der Entwick-
lung einer CFU-E zum nicht-proliferativen Erythroblasten unter normalen Bedingungen
realisiert wird, ldsst sich analog dem eben geschilderten Verfahren abschéitzen - man
ersetze einfach BFU-E durch CFU-E in den zwei oben gemachten Annahmen. Im Ver-
gleich zu den BFU-E Kolonien sind die CFU-E Kolonien von bescheidener Gréfle. In
der Literatur finden sich Werte von 8 bis 64 Zellen pro CFU-E Kolonie, was einer Zahl
von 3 bis 6 Zellverdoppelungen entspricht. Die Amplifikation (Zahl der Zellverdoppe-
lungen), die innerhalb des BFU-E Kompartiments realisiert wird, lasst sich aus diesen
beiden Grofien berechnen, indem die erythropoetische Gesamtamplifikation durch die
Amplifikation der CFU-E und der proliferativen Erythroblasten geteilt wird. Die normale
Amplifikation der BFU-E liegt somit zwischen 3 (= 200/64) und 125 (= 1000/8) oder
in Form von Zellverdoppelungen ausgedriickt: 1,6 (= 7,6 —6) und 7 (= 10 — 3). Nimmt
man an, dass zum einen die Unterschiede im Wachstumsverhalten der BFU-E in vitro
auf unterschiedlichen Kulturbedingungen beruhen und dieses ebenso fiir die Unterschiede
des Wachstumsverhaltens der CFU-E in vitro gilt, und, dass zum anderen die jeweils op-
timalen Kulturbedingungen zu einer hohen Amplifikation fithren, wohingegen die jeweils
suboptimalen Kulturbedingungen zu einer eher niedrigen Amplifikation fiihren, ergeben
sich fir die Amplifikation der BFU-E Werte von 15,6 (= 1000/64) bis 25 (= 200/8) bzw.
fiir die Anzahl der Zellverdoppelungen Werte von 4 (= 10 — 6) bis 4,6 (= 7,6 — 3).

Das zweite Verfahren geht von der Anzahl der CFU-S in Knochenmark und Milz und der
Anzahl und der Transitzeit der Erythrozyten im peripheren Blut aus. Es macht sich die

folgenden, nur fiir Gleichgewichtszusténde geltenden Tatbestéinde zunutze:

1. In einem nicht-proliferativen Kompartiment (Y;) entspricht der Ausstrom (Y;***)

aus dem Kompartiment dem Einstrom (Y;*") in das Kompartiment:

Y;aus — Yviein (2.49)
2. In einem proliferativen Kompartiment (Y;) ist der Ausstrom (Y;*"*) abhéngig vom

Einstrom (V") und der innerhalb des Kompartiments realisierten Amplifikation
(Z;). Es gilt:

Y;aus — Y'ie’in . ZZ (250)

Die Abschiitzung der erythropoetischen Gesamtamplifikation (Z9¢%™*) kann somit mittels

der Formel:
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2.3 Aussagekraft experimenteller Daten

desamt _ YE‘%LY 2.51
- Y aus ( : )
S
mit
Vel = YER
und (2.52)
Ve = VeSS VAL
(2.53)

erfolgen, wenn die Werte fiir den Ausstrom der CFU-S im Knochenmark (V¢! ) und in
der Milz (Yg)> ) sowie der Verlust der Erythrozyten (Yg§3-) bekannt sind.

Die Bestimmung von Y§** ist leider nur indirekt iiber die Anzahl der CFU-S und unter
Annahme bestimmter (begriindeter) Hypothesen tiber deren Verhaltensweisen moglich.
Die Zahl der CFU-S in vivo wird durch ein in vitro Verfahren bestimmt (s. Abschnitt 1.3.1.1
auf Seite 26), dessen Ergebnisse einen relativ groffen Interpretationsspielraum aufweisen.
Der Grund ist, dass nicht alle injizierten CFU-S in der Milz anwachsen [126], [119], [160],
[161], [169], [189] und zudem von diesen nur circa 1/3 sichtbare Kolonien ausbilden
[127]. Das heifit, man muss davon ausgehen, dass die experimentell ermittelte Anzahl der
CFU-S zu niedrig ist. Der iiber verschiedene Mausestamme gemittelte Durchschnittswert
der CFU-S pro Maus von 122 - 103 (Minimalwert = 27 - 103; Maximalwert = 160 - 10?)
[196] (Tabelle 3 auf Seite 170) bedarf somit der Korrektur.

Diese erfolgt mittels der sog. 'seeding efficiency’. Sie stellt den Korrekturfaktor dar, mit
dem versucht wird, den Einfluss des beschriebenen systematischen Fehlers abzuschétzen
und damit kalkulierbar zu machen. Die ’seeding efficiency’ der CFU-S wird in der Literatur

mit 1% bis 30 % angegeben.

Die korrigierte Anzahl der CFU-S pro Maus betriagt somit zwischen 122/0,3 = 407 und
122/0.01 = 12.200 bzw. 27/0,3 = 90 und 27/0.01 = 2.700 oder 160/0,3 = 533 und
160/0.01 = 16.000, je nachdem, ob die Berechnung der korrigierten Anzahl der CFU-S
anhand des Durchschnittswertes oder der Extremwerte der Zellzahlen bzw. anhand des

niedrigsten oder des hochsten Wertes der ’seeding efficiency’ erfolgt. Sie reicht also von
90 bis 16.000.

Wenn von den folgenden Annahmen zur Differenzierung der CFU-S ausgegangen wird:

1. zu jeder Zeit befinden sich 15 % der CFU-S im Zellzyklus (as = 0, 15),
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2 Material und Methoden

2. die Tochterzellen, die aus den sich im Zellzyklus befindenden CFU-S hervorgegangen
sind, differenzieren zu 50 % aus (ps = 0,5),

3. die Zellzykluszeit der proliferierenden CFU-S betriagt 8 h (T'C's = 8),
4. von den sich ausdifferenzierenden Tochterzellen der CFU-S werden 15 % zu BFU-E
(ap =0,15),

kann im Gleichgewicht der Einstrom ng in die erythropoetische Zell-Linie pro Zeiteinheit

entsprechend der Formel:
ein aus as
Y=Y ap=2-(1—ps)-Ys - = - ag (2.54)
TCg

mit TCg =8,0; ag = 0,15; ps = 0,5 und ag = 0, 15 wie folgt:

YE™ = Y§U - ap = Ys - 0,0028125 (2.55)

berechnet werden.

Die Begriindungen dieser Annahmen und die Herleitung der Formel kann in [195] nach-
gelesen werden. Die Tabelle 2.2 prasentiert die Ergebnisse der Berechnung des Einstroms

in die erythropoetische Zell-Linie.

Tabelle 2.2: Ergebnisse der Berechnung des Einstroms in die erythropoetische Zell-Linie
bei unterschiedlichen Annahmen iiber die Anzahl der CFU-S pro Maus und
der ’seeding efficiency’.

Anzahl der seeding efficiency seeding efficiency
CFU-S / Maus 1% 30%

Korrigierte Einstrom in Korrigierte Einstrom in
Anzahl der die erythro- Anzahl der die erythro-

CFU-S/Maus poetische CFU-S/Maus poetische

Zell-Linie Zell-Linie
Minimalwert 27,0103 2700 - 103 7,6 -103 90 - 103 0,25-10°
Mittelwert 122,0- 103 12200 - 103 34,0103 407 - 103 1,14-103
Maximalwert  160,0 - 103 16000 - 103 217,8-10° 533 -10° 7,33-103
[56] 88,5103 8850 - 103 24,9103 295 - 103 0,83-103

Y%y kann entsprechend der Formel:

Y,
ous — _ERY (2.56)
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2.3 Aussagekraft experimenteller Daten

berechnet werden. In Tabelle 2.3 werden die Ergebnisse der Berechnung des Ausstroms

bzw. des Einstroms gezeigt.

Tabelle 2.3: Abschitzung des Einstroms in das Erythrozyten-Kompartiment bei einer
angenommenen Transitzeit der Erythrozyten von 1080 Stunden und un-
terschiedlichen experimentell ermittelten Werten fiir die Gesamtzahl der
Erythrozyten.

Transitzeit der Anzahl der Erythrozyten pro Maus
Erythrozyten

minimal durchschnittlich maximal
Tgry = 1080h  8800,0 - 108 14546, 4 - 106 18000,0 - 103

yous —ygn 8 1481-105  13,4689-105 16,6667 - 10°

Tabelle 2.4 auf Seite 74 zeigt die Ergebnisse der Abschétzung der erythropoetischen
Gesamtamplifikation in Abhéngigkeit von den zugrundegelegten Daten (s. Tabelle 2.2
auf Seite 72 und Tabelle 2.3 auf Seite 73) entsprechend der Formel:

Yéru-s
zgesamt _ TZR”Y (2,57)
mit YRy, = YE%,. (2.58)

Beide Verfahren zeigen, dass aus den bisher vorliegenden experimentellen Daten keine
exakte Abschitzung der normalen erythropoetischen Gesamtamplifikation moglich ist. Die
in die Interpretation der Daten, insbesondere derer der CFU-S, einflieBenden Annahmen
sind von entscheidender Bedeutung. Unter den gegeben Umstanden kann im Prinzip nur
versucht werden die (relative) Anderung der erythropoetischen Gesamtamplifikation bei
Stimulation der Erythropoese gegeniiber der Normalsituation zu bestimmen. Hierbei darf
nicht verschwiegen werden, dass auch in diesem Fall eine Annahme notwendig ist. Diese
lautet: Erythropoetin hat keinen direkten oder indirekten Einfluss auf das Verhalten der
CFU-S.

Der aus dem Verhalten einzelner Zellen in Kultur abgeleitete Wertebereich (200 - 1000)
stellt eine Untermenge des Wertebereichs von gut drei Dutzend bis ueber 65.000 dar, der

aus den in vivo Daten der Zellpopulationen ermittelt wurde — angegeben wurden 37 bis
65.844.

Die Parameter der normalen erythropoetischen Amplifikation sollten nach Moglichkeit

so gewahlt werden, dass die normale erythropoetische Gesamtamplifikation innerhalb
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Tabelle 2.4: Die Ergebnisse der Berechnung der erythropoetische Gesamtamplifikation
bei verschiedenen Annahmen beziiglich des Einstroms in die erythropoetische
Zell-Linie und der Gesamtzahl der Erythrozyten pro Maus (vergl. 2.2 auf
Seite 72)
Einstrom  in Ygin, =6,9444 106 Yg#, = 16,6667 - 109
die erythropoe-
tische Zell-Linie

0,3-10° 32190, 2 65843, 6
0,8-10% 9820, 1 20086, 5
1,1-103 7121,3 14566, 3
7,3-103 1111,4 2273, 4
7,6-103 1073,0 2194, 8
24,9103 327,3 669, 6
34,3-103 237,4 485,5
219,9 - 103 37,0 75,8
Minimalwert der erythropoetischen Gesamtamplifikation 37,0
(Zellverdoppelungen 5,2)

Mittelwert der erythropoetischen Gesamtamplifikation 9882, 1
(Zellverdoppelungen 13,3)

Maximalwert der erythropoetischen Gesamtamplifikation 65843, 6
(Zellverdoppelungen 16,0)

des Wertebereichs zu liegen kommt, der durch beide Verfahren abgedeckt ist. Das heifit,
das Produkt der Parameter der normalen Amplifikation der BFU-E, der CFU-E und der
PEB

gesamt,nor __ rygesamt,nor . gesamt,nor . gesamt,nor
Z = 795 7% ze58 (2.59)

(s. 2.2.2.8 auf Seite 65) sollte minimal 200 betragen und maximal 1000. Das wird allerdings
zur Zeit von beiden Modellen nicht eingehalten: Bei Klaus Pantel et al ([136], PModell)
betragt die Gesamtamplifikation unter normalen Bedingungen fiir das Knochenmark
216 — 65536 und fiir die Milz 2!7 = 131072, und hier 2'2 = 4096 und 23 = 8192. Durch
eine Reduktion der Amplifikation der BFU-E ist eine Anpassung EModells jedoch leicht zu

erzielen. So fithrt eine Reduktion von Zz%  — von 32 auf 8 zu einer Gesamtamplifikation

des Knochenmarks von 2!9 = 1024 und eine gleichartige Reduktion von ZBFy.,. 2 einer

Gesamtamplifikation von 21 = 2048.
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2.4 Der Standard-Parametersatz des erweiterten Modells (EModell)

2.4 Der Standard-Parametersatz des erweiterten Modells
(EModell)

Viele der Parameter des hier vorgestellten erweiterten Modells (EModell) sind identisch
mit denen fritherer Versionen des Modells, wie dem hier als Referenzmodell dienenden
PModell nach Klaus Pantel et al ([136]).

Die Tabellen 2.5 auf der néchsten Seite sowie 2.6 auf Seite 77 und 2.7 auf Seite 77
geben eine komplette Ubersicht iiber den neu erarbeiteten Parametersatz des EModells
wahrend normaler und maximaler Stimulation der Erythropoese. Einige der Parameter
leiten sich von der Anpassung des Modells an die Daten ab, andere stammen von
unabhéngigen experimentellen Beobachtungen; in diesen Féllen werden die entsprechenden

Literaturhinweise gegeben.

2.5 Die Modellrechnungen

Das mathematische Modell ist ein gewohnliches, nicht-lineares Differentialgleichungssys-
tem. Unter anderem die in dieses System eingebauten Riickkopplungen der Amplifikation
und der Transit- bzw. Zellverdoppelungszeiten iiber den Erythropoetin-Spiegel auf den
jeweiligen Hamatokrit-Wert machen es zu einem stark verschachtelten nicht-linearen
System. Es wird im Abschnitt 2.2 auf Seite 45 beschrieben.

Programme zur automatisierten Abschéatzung von unbekannten Parametern in gewthnli-
chen Differentialgleichungssystemen mit zusétzlichen algebraischen Randbedingungen aus
einem gegebenen Datensatz mittels numerischer Algorithmen standen fiir diese Arbeit
nicht zur Verfiigung. Daher wurden die Modell-Parameter zunéchst in Anlehnung an
die vorhergehenden Modelle geschétzt. Anschliefend wurden, wie iiblich, durch "Null-
Setzen"der Differentiale die zugehorigen asymptotischen Gleichgewichtswerte der im
Kontext dieser Arbeit relevanten Variablen! mit Hilfe eines in QUADRO PRO®) ? reali-
sierten Programms errechnet. So konnten fiir alle betrachteten Erythropoetin-Dosen die
asymptotischen Gleichgewichtswerte aller relevanten Variablen des Modells auf einfache

und schnelle Weise numerisch ermittelt werden.

Da diese zunéchst einmal nicht mit den beobachteten Gleichgewichtswerten iibereinstimm-

ten, wurden die Parameterwerte systematisch "per Hand"variiert bis eine hinreichende

LCFU-E, proliferative und nicht-proliferative Erythroblasten, sowie residuale und zirkulierende Retikulo-
zyten im Knochenmark und der Milz
2'"QUADRO PRO®)ist ein Tabellenkalkulationsprogramm
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Tabelle 2.5: Die Parameter der CE und der PEB des EModells

Modell-Parameter Modell-Symbol Modell-Wert Median/ Referenzen
Mittelwert
KM Milz KM Milz (Bereich der
exp. Daten)
CFU-E Verdoppelungszeit (i = CFU — E)
nor. Bedingungen oy TDY' 11,0h  11,0h  92h [201], [87], [64],
6-16h)  [20), [51), [128]
‘ ‘ [167]
max. Stimulation Dyt TD]™ 7,0 h 7,0 h 6-8h
CFU-E Amplifikation (i = CFU — E)
nor. Bedingungen VA ol 8,0 16,0 16,0 [2], [73], [60], [74],
(4 - 64) [100], (6], [54];
(23]
max. Stimulation VAl VA 44 510 48,5
(12 - 512)
PEB Verdoppelungszeit (i = PEB)
nor. Bedingungen oy TDY" 11,0h  11,0h  90h [114], [87], [102],
(7-24h) (111}, [137], [L15],
(90], [31], [L38],
(133], [71], [46],
‘ 4 [99], [149]
max. Stimulation Doy TD" 7,0 h 7,0 h 6-8h
PEB Amplifikation (i = PEDB)
nor. Bedingungen VA e 16,0 16,0 64,0 [114], [2], [73],
[66], [23], [31],
[138], [47], [141]
max. Stimulation fdaved g 18,5 8,68 64,0
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Tabelle 2.6: Die Parameter der MEB, der RETR und der RETC des EModells

Modell-Parameter Modell-Symbol Modell-Wert Median/ Referenzen
Mittelwert
KM Milz KM Milz (Bereich der
exp. Daten)

MEB Transitzeit (i = M EB)

nor. Bedingungen er e 6,0 h 6,0 h 6-9h ﬁég}, [90], [31],
max. Stimulation Tmin it 2 h 2h 3-72h

RETR Transitzeit (i = RETR)

nor. Bedingungen e e 120h 120h 14-34h [114], [31], [133]
max. Stimulation T[I'('fl" TZA'Z: 0,0 h 0,0 h 0,0 h

RETC Transitzeit (i = RETC)
nor. Bedingungen rer 18,0 h 18,0 h [40], [41], [53]
max. Stimulation min 30,0 h 30,0 h

Tabelle 2.7: Die die erythropoetische Gesamtamplifikation des EModells

Modell-Parameter ~ Modell- Modell-Wert  Median/ Referenzen
Symbol Mittelwert
(Bereich der exp.
Daten)

erythropoetische Gesamtamplifikation (Werte gerundet)

nor. Bedingungen ~ Z9esamtnor 4179 37,0 - 65844 Tabelle 2.4 auf
Seite 74

(keine Migration: 97 % der Erythropese findet im Knochenmark statt, 3 % in der Milz)

max. Stimulation Z/9esamt,maz 27406 777
(keine Migration: 97 % der Erythropese findet im Knochenmark statt, 3 % in der Milz)

max. Stimulation Zgesamt,mazx 43293 777
(mit Migration: 70 % der Erythropese findet im Knochenmark statt, 30 % in der Milz)
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2 Material und Methoden

Ubereinstimmung erzielt wurde. Hierbei fiel auf, dass insbesondere die Parameterwerte fiir
die Transitzeiten bzw. fiir durch diese bestimmte Groen (Zellzykluszeiten) nicht in einem
biologisch plausiblen Bereich lagen (Abschnitt 1.3.2.3.2 auf Seite 35). Zudem stellten sich
die Fragen, ob eine realistische Abschitzung der erythropoietischen Gesamtamplifikation
moglich sei (Abschnitt 2.3.1 auf Seite 69), welche Rolle die Migration (Abschnitt 1.3.2.6
auf Seite 41, 2.2.2.2.1 auf Seite 49) und welche Rolle die Apoptose (Abschnitt 6 auf Sei-
te 143) spiele. All dies gab Anlass zu einer Untersuchung der biologischen Plausibilitdt der
zunéchst gewédhlten Parameterwerte und der Interpretation der verschiedenen Parameter.
Hierzu wurden u.a. Sensitivitdtsanalysen (Abschnitt 3.4 auf Seite 91) mit Hilfe eines
ebenfalls in "QUADRO PRO®)'realisierten Programms durchgefiihrt®. Aus der Unter-
suchung der biologischen Plausibilitdt der Parameterwerte resultierten weitere iterative
Anpassungen der Parameterwerte in Kombination mit einer Neuinterpretation mehrerer
Parameter, sowie Umstellungen und Erweiterungen des Modells, u.a. zur Berechnung
der Transitzeit bei Vorgabe der Verdopplungszeiten und hinsichtlich Realisierung der

Migration.

Auf diese Weise ermittelte und als geeignet erscheinende Parametersétze wurden durch
Simulationen des zeitlichen Verlaufs bis zum Erreichen der Gleichgewichtszusténde nach
in der Regel 10 Tagen mit Hilfe des (modifizierten) MatLab/SimuLink®-Programms 4
iiberpriift. Hierbei wurden auch Simulationen iiber eine Dauer von 20 und 100 Tagen
durchgefiihrt, da die Gleichgewichtswerte des Hamatokrits weder im Experiment noch in
der Simulation am Tag 10 erreicht werden (Abschnitt 3.3.2 auf Seite 90).

Der so identifizierte Parametersatz des hier vorgestellten Modells wurde dann zur Simu-
lation von Stress-Reaktionen im zeitlichen Verlauf und {iber einen ldngeren Zeitraum
hinweg unter Verwendung des (modifizierten) MatLab/SimuLink®-Programms genutzt
(Abschnitt 4 auf Seite 99). Hierbei ergaben sich recht befriedigende Ubereinstimmungen
der Simulationsergebnisse mit den experimentellen Daten (Abschnitt 5.1 auf Seite 141).
Im Zuge dessen wurden dariiber hinaus noch Betrachtungen zur Migration bei durch
Thiamphenicol induzierten Andmien angestellt (Abschnitt 4.4 auf Seite 126).

3Dies erlaubte die Analyse des Einflusses von Parameteridnderungen fiir das gesamte Spektrum der
EPO-Stimulation.

4Das MatLab/Simulink®-Programm wurde von Herrn Dr. Horst Franke mit meiner Unterstiitzung
programmiert. In seiner urspriinglichen Fassung entsprach es dem zuvor in Fortran realisiertem und u.
a. von Klaus Pantel fiir seine Arbeiten genutzten Simulationsprogramm. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde das MatLab/Simulink@®-Programm weiterentwickelt.
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2.6 Prasentation der experimentellen Daten

Die von Nijhof et al. [56] wahrend einer 10-tdgigen Gabe von rhErythropoetin gewon-
nenen Daten werden fiir jede Zellstufe als Prozentsatz der Werte der unbehandelten
Kontrollen préasentiert. Der Mittelwert und die Standardabweichung vom Mittelwert

werden angegeben. Fiir weitere Details sei auf das Originalmanuskript verwiesen.
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3 Ergebnisse der
Gleichgewichtsbetrachtungen

In diesem Kapitel werden die aus den Gleichgewichtsbetrachtungen (siehe Abschnitt 2.5
auf Seite 75) gewonnenen Dosis-Wirkungs-Beziehungen fiir Amplifikation, Verdoppe-
lungszeit und Reifungszeit beschrieben. Es wird gezeigt, dass mit diesen das Modell die

experimentellen thErythropoetin-Daten addquat widerspiegelt.

3.1 Die Dosis-Wirkungs-Beziehungen im Modell

Die folgenden Abbildungen zeigen die Dosis-Wirkungs-Beziehung der erythropoetischen
Amplifikation (Abbildung 3.1 auf der néchsten Seite), der Verdoppelungszeit (Abbil-
dung 3.2 auf Seite 83) und der Gesamttransitzeit (Abbildung 3.3 auf Seite 84) - getrennt
fiir die CFU-E und die proliferativen Erythroblasten in Knochenmark und Milz - ent-
sprechend dem hier zugrunde gelegten Modell (EModell).

3.1.1 Amplifikation

Abbildung 3.1 auf der nichsten Seite illustriert, dass fiir die Mikroenvironments von
Knochenmark und Milz durch unterschiedliche Dosis-Wirkungs-Beziehungen der Amplifi-
kation angenommen werden. Diese zeigen beide ein Séttigungsphdnomen bei einem um
mehr als das 10-fache der Norm erhéhten Erythropoetin-Spiegel. Das effektive regulatori-
sche Fenster, in welchem Verdnderungen der Amplifikation moglich sind, ist demnach
in beiden Mikroenvironments auf einen Erythropoetin-Spiegel im Bereich vom 1- bis
10-fachen der Norm beschrinkt. Die Maxima unterscheiden sich erheblich. Wahrend die
maximale Amplifikation im Knochenmark um den Faktor 6,4 (5,5 in den CFU-E mal
1,2 in den PEB) erhoht ist, betriagt der korrespondierende Faktor der Amplifikation in
der Milz mindestens 26,5 (48,8 in den CFU-E mal 0,5 in den PEB) im Vergleich zum
Kontrollwert. Der Abfall der Amplifikation in dem PEB-Kompartiment der Milz wird
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. CE und PEB
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Abbildung 3.1: Dosis-Wirkungs-Beziehungen der Amplifikation der CFU-E und der pro-
liferativen Erythroblasten (PEB) in KM und Milz des EModells
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3.1 Die Dosis-Wirkungs-Beziehungen im Modell

angenommen, um eine gute Ubereinstimmung des Modells mit den experimentellen Daten
zu erzielen. Die moglichen biologischen Implikationen werden weiter unten diskutiert.
3.1.2 Verdoppelungszeit

CE und PEB
25

—— CEKM

------- CE Milz

----- PEB KM
PEB Milz

20

Verdopplungszeiten in h
&
T

-
o
rd

10° 10" 10° 10°

EPO Spiegel

Abbildung 3.2: Dosis-Wirkungs-Beziehungen der Verdopplungszeiten der CFU-E und der
proliferativen Erythroblasten (PEB) im KM und in der Milz des EModells

Abbildung 3.2 zeigt die Dosis-Wirkungs-Charakteristik der Verdopplungszeiten der CFU-E
und PEB in beiden Mikroenvironments bei kontinuierlich erhéhtem Erythropoetin-Spiegel.
Ein 10-facher Anstieg des Erythropoetin verkiirzt die Verdoppelungszeit von normal 11 h

auf minimal 7 h.

3.1.3 Transitzeit

Abbildung 3.3 auf der néchsten Seite gibt die korrespondierenden Kurven der erythropo-
etischen Gesamttransitzeit der erythropoetischen Zellstadien CFU-E, PEB und MEB in
Knochenmark und Milz wieder. Diese beiden Kurven lassen sich direkt aus den Kurven
der Abbildungen 3.1 auf der vorherigen Seite und 3.2 berechnen. (Fiir Details siche

Abschnitt 2.2.2.9 auf Seite 66.) Den Kurven kann entnommen werden, dass eine erhhte
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CE und PEB
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Abbildung 3.3: Dosis-Wirkungs-Beziehungen der Transitzeiten der CFU-E und der proli-
ferativen Erythroblasten (PEB) in KM und Milz des EModells
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3.2 Auswirkungen der ermittelten Dosis- Wirkungs-Beziehungen auf das gesamte erythropoetische System

Amplifikation nicht zu einer vergleichbaren Erhohung der Transitzeit fithrt. Im Falle der

PEB im Knochenmark kommt es bei (leicht) erhthter Amplifikation zu einem (deutlichen)
Abfall der Transitzeit. Die Unterschiede der Normalwerte der Transitzeiten der CFU’ E
beruhen auf der Annahme, dass die normale Amplifikation dieser Zellen in der Milz um
den Faktor 2 hoher ist als im Knochenmark (Abbildung 3.1 auf Seite 82), was zu der

Addition der Zeit fiir einen weitern Zellzyklus zu der Transitzeit in der Milz fiihrt.
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Abbildung 3.4: Dosis-Wirkungs-Beziehungen der Transitzeiten der nicht-proliferativen
Erythroblasten (MEB) und der organstdndigen Retikulozyten (RETR)
in KM und Milz des EModells

3.2 Auswirkungen der ermittelten Dosis-Wirkungs-Beziehungen

auf das gesamte erythropoetische System

Die Abbildungen 3.5 auf der néchsten Seite und 3.6 auf Seite 87 illustrieren die Aus-
wirkungen der in den Abbildungen 3.1 auf Seite 82, 3.2 auf Seite 83, 3.3 auf Seite 84
gezeigten Kurven auf das erythropoetische System (beginnend mit den BFU-E und

endend bei den residualen Retikulozyten) in der normalen und der maximal stimulierten

Situation. Die X-Achse beschreibt die Lokalisation der Zellstufen in der erythropoe-
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3 Ergebnisse der Gleichgewichtsbetrachtungen

tischen Entwicklungslinie in Bezug auf die Zeit, die nach dem Eintritt der Zellen in das
BFU-E Kompartiment verstrichen ist. Die Y-Achse zeigt die relative ZellfluBdichte in
logarithmischer Auftragung. Zwei Situationen werden dargestellt. Eine beschreibt die
nicht stimulierte, normale Erythropoese (unterbrochene Linie) und die andere zeigt die
maximal stimulierte Erythropoese (durchgezogene Linie). Abbildung 3.5 auf Seite 86 zeigt
die fiir das Knochenmark vorhergesagte Situation und Abbildung 3.6 auf Seite 87 die fiir
die Milz. Die vertikalen Linien représentieren die Grenzen zwischen den BFU-E / CFU-E,
CFU-E / PEB, PEB / MEB, MEB / RETR (von links nach rechts). Es ist evident, dass
sich die beiden rechten Grenzlinien bei Stimulation infolge der Modellannahmen und

gewahlten Parameter nach links verschieben.
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Abbildung 3.5: Die Auswirkungen der fiir das EModell ermittelten Dosis-Wirkungs-
Beziehungen auf das erythropoetische System im Knochenmark I
Die vertikalen Linien reprasentieren die Grenzen zwischen den BFU-E / CFU-E, CFU-E
/ PEB, PEB / MEB, MEB / RETR (von links nach rechts).
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Abbildung 3.6: Die Auswirkungen der fiir das EModell ermittelten Dosis-Wirkungs-
Beziehungen auf das erythropoetische System in der Milz I
Die vertikalen Linien reprasentieren die Grenzen zwischen den BFU-E / CFU-E, CFU-E
/ PEB, PEB / MEB, MEB / RETR (von links nach rechts).
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3 Ergebnisse der Gleichgewichtsbetrachtungen

3.3 Vergleich der Modellberechnungen mit den

experimentellen Daten
Die folgenden Abbildungen zeigen den Vergleich der experimentellen Daten mit den

Modellkalkulationen. Dargestellt werden die relativen Anderungen der Zellzahlen in

Knochenmark, Milz und peripherem Blut.

3.3.1 CFU-E und Erythroblasten

CE (Tag 10)

—_— KM
_____ .;Qc-"-'---ﬂ weenee Milz

B e G—© KM, Daten
E---8  Milz, Daten

10° |

100 |

relative Anderung der KompartmentgroRe

10

10° 10" 10° 10°

EPO Spiegel

Abbildung 3.7: EModell: CFU-E (CE)

Abbildung 3.7 stellt die relativen Anderungen der CFU-E dar und Abbildung 3.8 auf der
néichsten Seite die der Erythroblasten (proliferative und nicht-proliferative). Abbildung 3.9
auf der nichsten Seite zeigt das Verhiltnis CFU-E zu Erythroblasten an Tag 10. Das

Modell reproduziert alle wesentlichen Eigenschaften der Daten gut.

Knochenmark und Milz zeigen verschiedene quantitative Muster. Die Milz zeigt eine viel
ausgepragtere (stirkere) Reaktion. Der Anstieg der relativen Zellzahlen als Reaktion auf
erhohten Erythropoetin-Spiegel zeigt im Knochenmark eine Séttigung bei einem 5-fach
erhohten Erythropoetin-Spiegel, in der Milz hingegen findet sich keine Séttigung. Das

steht scheinbar im Widerspruch zu den Dosis-Wirkungs-Kurven der Amplifikation in
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Abbildung 3.8: EModell:Erythroblasten (EB)
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Abbildung 3.9: EModell: CFU-E/Erythroblasten (CE/EB)
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3 Ergebnisse der Gleichgewichtsbetrachtungen

Knochenmark und Milz, die ein Maximum bei ca. 10-fach erhdhtem Erythropoetin-Spiegel
erreichen (Abbildung 3.1 auf Seite 82). Diese Diskrepanz ist die Folge der Erythropoetin-
induzierten Migration von BFU-E vom Knochenmark in die Milz (Abbildung 2.8 auf
Seite 55), welche im Knochenmark eine Reduktion und in der Milz einen Anstieg des

Einstroms in das zugehorige CFU-E Kompartiment bewirkt.

Bemerkenswert ist, dass das Verhéltnis CFU-E / Erythroblasten in der Milz ansteigt, nicht
aber im Knochenmark (Abbildung 3.9 auf der vorherigen Seite). Das kann nur erklért
werden durch eine mit zunehmendem Erythropoetin-Spiegel abfallende Amplifikation der
proliferativen Erythroblasten in der Milz (Abbildung 3.1 auf Seite 82). In Abbildung 3.6
auf Seite 87 findet sich dieser Effekt: Das PEB-Kompartiment wird schmaler, wahrend

das CFU-E Kompartiment an Breite zunimmt.

3.3.2 Die roten Blutzellen
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Abbildung 3.10: EModell:rote Blutzellen (RETC und ERY)

Abbildung 3.10 vergleicht die experimentell ermittelten relativen Zellzahlen der Retiku-
lozyten mit den durch das Modell berechneten. Abbildung 3.11 auf der nichsten Seite
vergleicht die Hamatokritwerte des Experiments mit denen der Modellsimulation. Wieder

zeigt sich, dass alle wesentlichen Charakteristika der experimentellen Daten durch das
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Hamatokrit
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Abbildung 3.11: EModell:Hamatokrit (HKT)

Modell reproduziert werden.

Abbildung 3.11 zeigt zusétzlich die durch das Modell berechneten Hamatokritwerte am
Simulationstag 100 bei entsprechend prolongierter Erythropoetinbehandlung. Fiir diese
beiden spéteren Situationen sind keine experimentellen Daten von [56] erhoben worden.
Das Diagramm legt nahe, dass der Himatokrit auch nach Tag 10 weiter ansteigen und bei
hoheren Erythropoetin-Dosen hohere Werte erreichen werden. Dieses steht in Einklang
mit der langen Uberlebenszeit der murinen Erythrozyten, die ca. 120 Tage betrigt.
Letztlich wird ein dosis-abhéngiger Gleichgewichtshdmatokritwert von ca. 90 % fiir einen
auf das hundertfache erhéhten Erythropoetin-Spiegel erreicht. Es ist interessant, dass
tatsdchlich solch extrem hohe Hamatokritwerte in Mausen gemessen wurden, denen Zellen
eingepflanzt wurden, die effektiv retroviral eingebaute (implantierte) Erythropoetin-Gene

expremieren [186].

3.4 Sensitivitatsanalyse der Modellparameter

In den folgenden Abschnitten wird beschrieben, wie sich Manipulationen der Modellpara-

meter auf die Ergebnisse der Modellberechnungen auswirken.
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3 Ergebnisse der Gleichgewichtsbetrachtungen

3.4.1 Die Auswirkungen verschiedener Annahmen iiber die Amplifikation
und KM-Milz-Verteilung der Erythropoese auf den Hamatokrit

Hamatokrit und der Anteil der Milz -
Standard

0.8 2
e e T Amplifikation *2

0.8 " Amplifikation /2
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Hamatokrit

MCV * 1,2

0.5

=1 Anteil der Milz BFU-E in %
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Abbildung 3.12: Der Einfluss der Parameterwahl auf den Hamatokrit

In Abbildung 3.12 werden die Auswirkungen unterschiedlicher Annahmen anhand des
fiir den Tag 10 berechneten Hamatokrits bei 10-fach erhéhtem Erythropoetin-Spiegel
(Abbildung 3.11 auf der vorherigen Seite) illustriert. Die zwei wichtigsten Modellparameter
sind die Gesamtamplifikationen in Knochenmark und Milz und der Anteil der Milz an der
Erythropoese im Verhéltnis zum Knochenmark. Das EModell wird reprasentiert durch

die durchgezogene Linie (Linie 1). Die anderen Szenarien sind wie folgt charakterisiert:

Linie 2: Fiir beide Amplfikationsmaxima in Knochenmark und Milz wurde angenommen,
dass sie um den Faktor 2 hoher liegen als im EModell. Das Ergebnis steht deutlich in
Widerspruch zu den Daten.

Linie 3: In diesem Fall wurde angenommen, dass die beiden Amplifikationsmaxima in
Knochenmark und Milz um den Faktor 2 niedriger liegen als im EModell. Auch hier zeigt

sich eine unzureichende Ubereinstimmung der Ergebnisse mit den Daten.
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3.4 Sensitivitidtsanalyse der Modellparameter

Linie 4: Die These, dass die Amplifikation in der Milz um einen Faktor von 2 iiberschétzt
und die Amplifikation im Knochenmark richtig bestimmt wurde, bildet die Grundlage
fiir dieses Modell. Wieder zeigt sich ein deutlicher, nicht akzeptabler Unterschied zu den
Daten.

Linie 5: Die experimentell wiederholt gemachte Beobachtung eines Anstiegs des MCV bei
erythropoetischer Stimulation fithrte zu diesem Szenarium. Hier wurde angenommen, dass
das MCV unter solchen Bedingungen um 20 % hoher ist als normal. Die Abweichungen

von den experimentellen Daten liegen in einem tolerablen Bereich.

Linie 6: Unter der Annahme, dass eine Verkiirzung der Lebensspanne aller Erythrozyten,
die bei stimulierter Erythropoese gebildet wurden, von normal 45 Tagen auf 10 Tage
stattfindet, wurde diese Modellrechnung durchgefiihrt. Sie zeigt, dass der Effekt einer
solchen Annahme fir die Werte am Tag 10 nur marginal, fiir die Werte am Tag 100
jedoch deutlich ausfallt.

All diese Variationen zeigen, dass Anderungen der Amplifikationsfaktoren die Uberein-
stimmung des Modells mit den Daten stark beeinflussen. Die Wahl der Amplifikationspa-
rameter des EModells erfdhrt somit eine Bestédtigung. Diese Parameter kénnen als relativ

gesichert gelten. Auch die hier vorgestellte Analysemethode zeigt ihre Eignung.

3.4.2 Der Bereich sinnvoller Kombinationen von Amplifikation und
Generationzeit

Selbstverstandlich gibt es einen Bereich von moéglichen Parameter-Werten fiir Ampli-
fikation und Verdoppelungszeit des EModells. Die Abbildungen 3.13 auf Seite 94 und
3.15 auf Seite 95 illustriert diesen Bereich unter den durch die Situation der maximale
Erythropoetinstimulation (EPO-Spiegel = 100 * normal) auferlegten Restriktionen fiir
die CFU-E und proliferativen Erythroblasten (PEB) des Knochenmarks. Die Abbildun-
gen 3.14 auf der néichsten Seite und 3.16 auf Seite 95 illustriert all’ dies fiir die CFU-E
und PEB der Milz.

In allen Diagrammen ist das EModell durch den dicken, schwarzen Punkt gekennzeichnet
(Generationzeit von 7 h und eine Anderung der Amplifikation um +/- 0 gegeniiber dem
Referenzwert). Die durchgezogenen Linien identifizieren die Parameterkombinationen
mit jeweils sehr guter Ubereinstimmung zu den spezifischen, betrachteten Zellstadien.
Die unterbrochenen Linien identifizieren jene Parametersitze, die eine suboptimale

Ubereinstimmung (Abweichung = 30 %) aufweisen.
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Abbildung 3.13: Die Sensitivitdtsanalyse der Parameter der Amplifikation und der Zell-
verdopplungszeit fiir die CFU-E des Knochenmarks
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Abbildung 3.14: Die Sensitivitdtsanalyse der Parameter der Amplifikation und der Zell-
verdopplungszeit fiir die CFU-E der Milz
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Abbildung 3.15: Die Sensitivitdtsanalyse der Parameter der Amplifikation und der Zell-
verdopplungszeit fiir die PEB des Knochenmarks
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Abbildung 3.16: Die Sensitivitdtsanalyse der Parameter der Amplifikation und der Zell-
verdopplungszeit fiir die CFU-E und PEB der Milz
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Abbildung 3.17: Die Sensitivitdtsanalyse der Parameter der Amplifikation und der Zell-
verdopplungszeit fiir die CFU-E und PEB des Knochenmarks
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Abbildung 3.18: Die Sensitivitdtsanalyse der Parameter der Amplifikation und der Zell-
verdopplungszeit fiir die CFU-E und PEB der Milz
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Die Abbildungen 3.13 auf Seite 94 und 3.14 auf Seite 94 zeigen den Bereich der Mog-
lichkeiten fiir die Wahl der Parameter der CFU-E im Knochenmark bzw. in der Milz,
welche zu einer guten Ubereinstimmung (entsprechend dem EModell +/- 30 %) mit den
experimentellen CFU-E Daten fithren. Alle Kompartimentparameter, bis auf die fiir die

Amplifikation und die Generationzeit, sind konstant gehalten worden.

Die Abbildungen 3.15 auf Seite 95 und 3.16 auf Seite 95 zeigen den Bereich der Méglich-
keiten fiir die Wahl der Parameter der proliferativen Erythroblasten im Knochenmark
bzw. in der Milz, welche eine +/- 30 % dem EModell entsprechende Ubereinstimmung
mit den experimentellen Erythroblasten-Daten ergeben. Auch hier sind alle anderen

Parameter konstant gehalten worden.

Allein die Bestimmung eines Parametersbereichs fiir ein (!) Kompartiment innerhalb einer
Reihe aufeinander folgender Kompartimente ist kein hinreichendes Kriterium fiir die
Abschétzung der Angemessenheit einer getroffenen Parameterwahl fiir das Gesamtmodell.
Ein Parametersatz eines Kompartiments, der eine adiquate Ubereinstimmung dieses
Kompartiments mit den entsprechenden experimentellen Daten ermoglicht, kann in den
auf ihn folgenden Kompartimenten zu unkorrigierbaren Differenzen zwischen Modell und
experimentellen Daten fithren. Die Notwendigkeit der simultanen Ubereinstimmung allein
schon zweier aufeinander folgender Kompartimente erhéht die Restriktionen fiir die Wahl

der Parameter.

In den Abbildungen 3.17 auf der vorherigen Seite und 3.18 auf der vorherigen Seite wird
diesen Ausfiihrungen Rechnung getragen. Sie zeigen den Bereich der Moglichkeiten fiir das
Erreichen einer simultanen Ubereinstimmung (wieder entsprechend dem EModell von + /-
30 %) der CFU-E und der PEB im Knochenmark bzw. in der Milz mit den experimentellen
Daten. Dabei wurde angenommen, dass der Einstrom in das PEB-Kompartiment abhéangig
von der Wahl der Parameter fiir die CFU-E ist. Beide Abbildungen zeigen, dass eine
sinnvolle Parameterwahl nur innerhalb der jeweiligen rhombischen Quadrate getroffen
werden kann. Als Konsequenz dieser Parameterevaluation kann der Schluss gezogen
werden, dass die Wahl der Amplifikationmaxima fiir die CFU-E und die PEB des
Knochenmarks und der Milz mit einer Genauigkeit von 30 % (logoZ = 40, 80) erfolgte.
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4 Ergebnisse der Betrachtung von
Stress-Situationen

In diesem Kapitel wird das in den vorangegangen Kapiteln entwickelte Modell (EModell)
anhand weiterer experimenteller Daten kritisch tiberpriift. Bisher wurden Gleichgewichts-
betrachtungen angestellt. Nun geht es um die Dynamik der Reaktion des erythropoetischen
Systems auf Stress-Situationen (verschiedenen Formen der Andmie). Vergleichend wird
dabei auch das in [198] und [136] entwickelte Modell (PModell) mit herangezogen. Dabei
wird sich unter anderem herausstellen, dass die Hypothese der Migration in der im EMo-
dell formalisierten Form (s. Kapitel 2.2.2.2.1 auf Seite 49) zu einer nahezu vollstandigen

Deckung der experimentellen und der mittels Simulation errechneten Daten fiihrt.

Ebenso wie sich die bisherigen Betrachtungen auf die Verdnderungen des erythropoetischen
Systems bei Stimulation beschrankten, werden auch im folgenden nur Situationen zur

Uberpriifung der Ergebnisse herangezogen, die zu einem Anstieq des EPO-Spiegels fiihren:

e Anémie aufgrund einer einmaligen Blutung,
e Andmie aufgrund mehrfacher Blutungen,

e himolytische Andmie, welche durch die Gabe von Phenylhydrazin (PHZ) verursacht

wird,

e Andmie aufgrund einer Blockierung der Differenzierung der erythropoetischen Vor-
lauferzellen in Knochenmark und Milz, welche durch die Gabe von Thiamphenicol
(TAP) verursacht wird.

4.1 Die Modellannahmen

4.1.1 EModell und PModell

Die bereits in Kapitel 2 auf Seite 45 ausfiihrlich dargestellten Annahmen des EModells

werden unveréndert iibernommen. Dies gilt insbesondere fiir die Umverteilung der Ery-
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thropoese vom Knochenmark in die Milz; die Migration der BFU-E wird also mittels des
im Abschnitt 2.2.2.2.1 auf Seite 49 beschriebenen Ansatzes simuliert.

Im Unterschied zum EModell verfiigt das von Klaus Pantel et al ([136]) entwickelte
Modell (PModell) tiber keinen Mechanismus zur Regulation der Migration der BFU-E.
Weitere grundlegende Unterschiede zwischen dem EModell und dem PModell werden im
Abschnitt 1.3.2.4 auf Seite 39 beschrieben.

Eine Ubersicht iiber alle Parameter des EModells findet sich im Anhang 9.1 auf Seite 189.
Die Parameter des PModells, die von denen des EModells abweichen, finden sich im
Anhang 9.2 auf Seite 202.

4.1.2 Stammzellen und Migration

Keines der beiden Modelle postuliert einen Mechanismus zur Regulation der Stamm-
zellen (s. Kapitel 1.2 auf Seite 26), so dass es nicht iiberraschen kann, dass die Modell-
Stammzellen keinerlei Reaktion auf die den Modellrechnungen zugrundegelegten unter-
schiedlichen Stérungen zeigen (Abbildungen 4.1 auf Seite 104, 4.11 auf Seite 112, 4.21
auf Seite 120 und 4.31 auf Seite 130).

4.1.3 Zellverlust und Verlustraten (vr)

Um die zu untersuchenden Stérungen des Systems, die alle auf die eine oder andere Weise
zu einem Zellverlust fithren, addquat simulieren zu kénnen, bedarf es der Einfithrung
zweier Verlustraten in die Kompartiment-Gleichungen sowohl der nicht-proliferativen
(vgl. Gleichung (4.1) auf Seite 101) wie der proliferativen Zellstufen (vgl. Gleichung (4.2)
auf Seite 101):

e eine Verlustrate vry fiir die Zellen, die im Kompartiment enthalten sind, und

e eine Verlustrate vr, fiir die Zellen, die gerade in das betrachtete Kompartiment

einstromen.
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FErgéinzend sei erwdhnt, dass die Rate der verloren gehenden Zellen nicht negativ werden

kann. Eine Zunahme der Kompartimentgréfle aufgrund ungeschickt gewéhlter vry oder

vre ist also ausgeschlossen.

4.1.4 Das Verfahren zur Bestimmung der Modell-Parameter fiir die
jeweilige Stress-Situation

Bei der Simulation der Blutungsandmien und der hdmolytischen Andmie wurden die
Verlustraten der roten Blutzellen so gewéhlt, dass der Abfall des Himatokrits in den

Modellrechnungen dem in den Experimenten ermittelten entsprach.

Bei der durch TAP verursachten Andmie hingegen mussten Zellverluste fiir andere
Zellstufen angenommen werden. Die Verlustraten wurden so gewahlt, dass die Nadire
der Modellrechnungen mit denen der Experimente hinsichtlich Zeitpunkt und Tiefe

iibereinstimmten.
Fiir den weiteren Verlauf der Simulationen wurde das System sich jeweils selbst {iberlassen.

Die Parameter fiir die Verlustraten wurden durch systematische Exploration, d.h. durch
wiederholte Modellrechnungen mit von Mal zu Mal leicht abgeéinderten Parametern,

ermittelt.
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4.2 Blutungsanamien

Bei einem einmaligen Aderlass von ca. 0,5 ml Blut fallt der Hamatokrit auf 36 % ab und
der Anteil der lienalen Erythropoese erreicht maximal einen Wert von 30 % [134], [15],
[2]. Bei mehrfachem Aderlass von jeweils 0,4 ml Blut an 4 Tagen oder 0,5 ml Blut an 2
bis 3 Tagen fillt der Himatokrit auf Werte 20 bis 30 % des Normalwerts ab [67], [112],
[117], [15], [16], [66]. Leider finden sich in der Literatur kaum Daten {iber die CFU-S bei
bzw. nach mehrfachem Aderlass. In [112] wurden die CFU-S in Knochenmark und Milz
an den Tagen 0 und 5 gemessen. Der Anteil der lienalen CFU-S betrigt bereits einen
Tag nach der letzten Blutentnahme 36 %.

Im Unterschied zum realen Verlauf einer Blutungsandmie wird das Blutvolumen wahrend

einer Simulation konstant gehalten.

4.2.1 Einfacher Aderlass - Modellannahmen und Vergleich mit den
experimentellen Daten

Fiir die Simulation einer einmaligen Blutung wird fiir die Erythrozyten und die zirku-
lierenden Retikulozyten mit Beginn des zweiten Tages eine Zellverlustrate vrg von 0.7
angenommen, die innerhalb der nédchsten 24 h kontinuierlich auf Null zuriickgeht (s.
Anhang 9.3.1 auf Seite 207), so dass ein Abfall des Modellhdmatokrits resultiert, der -
abgesehen von der Initialphase der Blutungsanédmie - dem experimentell beobachteten
entspricht (Abbildung 4.10 auf Seite 108).

Die Entwicklung der Anzahl der BFU-E wird von vom EModell und vom PModell nicht
korrekt reproduziert (Abbildung 4.2 auf Seite 104). Allerdings geben die vorliegenden
experimentellen Daten [134] auch Anlass zu etwas Verwunderung, da sie in latentem
Widerspruch zu denen der CFU-S (Abbildung 4.1 auf Seite 104) und der CFU-E (Abbil-
dung 4.3 auf Seite 105) stehen, welche keinen Anstieg, sondern eine Abfall der Zellen im
Knochenmark zeigen. Die Zunahme der BFU-E der Milz und die Abnahme der BFU-E
im Knochenmark beim EModell (Abbildung 4.2 auf Seite 104) gehen zuriick auf die im
EModell modellierte Migration. Diese fithrt zu einem Verlust von bis zu 20 % aller BFU-E

wie der Abbildung 9.7 auf Seite 212 entnommen werden kann.

Ebenso lisst die Ubereinstimmung der beiden Modelle mit den experimentellen Werten
der CFU-E zu wiinschen tibrig (Abbildung 4.3 auf Seite 105). Es ist allerdings auch
nicht zu erwarten, dass bei einem im Wesentlichen konstanten Einstrom in das CFU-E-

Kompartiment und einem erhohten EPO-Spiegel die Anzahl der CFU-E im Knochenmark
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4.2 Blutungsandmien

absinkt. Der Abfall der Anzahl der CFU-E im Knochenmark wird wahrscheinlich durch
die im Stammzell- und BFU-E-Kompartiment stattfindende Migration verursacht, die
von beiden Modellen bei der einfachen Blutung nicht hinreichend genau bzw. iberhaupt

nicht nachvollzogen wird (vgl. insbesondere Abbildung 4.1 auf der néchsten Seite).
Fiir die Reaktion
e der Erythroblasten (Abbildung 4.4 auf Seite 105),

e der proliferierenden und der reifenden Erythroblasten (Abbildung 4.5 auf Seite 106
bzw. 4.6 auf Seite 106),

e der residualen und der zirkulierenden Retikulozyten (Abbildung 4.7 auf Seite 107
bzw. 4.8 auf Seite 107) und

e der Erythrozyten (Abbildung 4.9 auf Seite 108)
auf eine einfache Blutung liegen leider keine experimentellen Daten vor.

Das Erholungsverhalten des Hamatokrits (Abbildung 4.10 auf Seite 108) wird von dem
EModell (links) geringfiigig besser als vom PModell (rechts) abgebildet. Der Grund ist
das groflere amplifikatorische Potential des EModells (Abbildung 9.9 auf Seite 213).
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4.2 Blutungsandmien

4.2.1.1 Verweis auf die Verlaufskurven weiterer Kenndaten

Um die Modellrechnungen im einzelnen besser nachvollziehbar zu machen, werden die

Verlaufskurven der folgenden Kenndaten im Anhang 9.3.2 auf Seite 208 préasentiert:

e Apoptose-Rate

— der BFU-E (Abbildung 9.1 auf Seite 209)

— der CFU-E (Abbildung 9.8 auf Seite 213)

— der proliferativen Erythroblasten (Abbildung 9.12 auf Seite 215)
e Amplifikation

— der BFU-E (Abbildung 9.2 auf Seite 209)

— der CFU-E (Abbildung 9.9 auf Seite 213)

— der proliferativen Erythroblasten (Abbildung 9.13 auf Seite 215)
e Verdopplungszeit

— der BFU-E (Abbildung 9.3 auf Seite 210)

— der CFU-E (Abbildung 9.10 auf Seite 214)

— der proliferativen Erythroblasten (Abbildung 9.14 auf Seite 216)
e Transitzeit

— der BFU-E (Abbildung 9.4 auf Seite 210)

— der CFU-E (Abbildung 9.11 auf Seite 214)

— der proliferativen Erythroblasten (Abbildung 9.15 auf Seite 216)

— der reifenden Erythroblasten (Abbildung 9.16 auf Seite 217)

— der residualen Retikulozyten (Abbildung 9.17 auf Seite 217)

— der zirkulierenden Retikulozyten (Abbildung 9.18 auf Seite 218)
e Migration der BFU-E

— die Migrationsrate (Abbildung 9.5 auf Seite 211)

— die ’seeding efficiency’ (Abbildung 9.6 auf Seite 211)

— die Verlustrate (Abbildung 9.7 auf Seite 212)
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4 Ergebnisse der Betrachtung von Stress-Situationen

4.2.2 Mehrfacher Aderlass - Modellannahmen und Vergleich mit den
experimentellen Daten

Bei der Mehrfachblutung setzt der Verlust an Erythrozyten und zirkulierenden Retiku-
lozyten am Tag 1 mit einer vrg von 1.5 ein und fallt dann bis zum Beginn des vierten
Tages wieder auf Null ab (s. Anhang 9.4.1 auf Seite 219). Auch hier entspricht der auf-
grund dieser Annahmen errechnete Abfall des Himatokrits dem experimentell ermittelten
(Abbildung 4.20 auf Seite 116).

Der zeitliche Verlauf der Anzahl der BFU-E des EModells stimmt mit den experimentellen
Daten gut iiberein. Das PModell kann auf Grund des Fehlens jeglicher Regulation der
BFU-E keine Ubereinstimmung erzielen; es hélt folglich die Anzahl der BFU-E iiber den
gesamten Zeitraum konstant (Abbildung 4.12 auf Seite 112).

Das Verhalten der CFU-E wird vom EModell gut modelliert. Zeitpunkt und Héhe der
Maxima sind gut getroffen, ebenso die Anstiegs- und Abfallphase. Auch das PModell
modelliert den Zeitpunkt des Auftretens der Maxima korrekt, nicht jedoch die Hohe der
Maxima, die Anstiegs- und Abfallphase (Abbildung 4.13 auf Seite 113).

Hinsichtlich der Erythroblasten lassen beide Modelle zu wiinschen iibrig: die experimen-
tellen und die simulierten Daten weichen erheblich voneinander ab (Abbildung 4.14 auf
Seite 113). Die experimentellen Daten [117] zeigen einen raschen Anstieg der Erythro-
blasten in der Milz, gefolgt von einem sehr schnell einsetzenden Abfall. Dies findet keine
Entsprechung bei den Vorlauferzellen der Erythroblasten, den CFU-E. Dies lasst sich
durch das Modell nicht erkldren. Auch fiir den Abfall der Erythroblasten im Knochenmark
(Abbildung 4.13 auf Seite 113) gibt es ausgehend von den Modellvorstellungen keine
Erklarung. Denkbar ist, dass im Experiment residuale Retikulozyten als Erythroblasten
gezahlt wurden. Die der residualen Retikulozyten in Knochenmark und Milz des EMo-
dells zeigen einen schnell einsetzenden und ausgepréagten Abfall. Das PModell hingegen
postuliert einen leichten Anstieg der residualen Retikulozyten in Knochenmark und
Milz (Abbildung 4.17 auf Seite 115). Insgesamt ergibt sich ein wenig zufriedenstellendes
Bild. Die vorhandene Datenbasis ist nicht umfangreich genug, um den hier dargelegten

Unstimmigkeiten auf den Grund gehen zu kénnen.
Fiir die Reaktion

e der proliferierenden und der reifenden Erythroblasten (Abbildung 4.15 auf Seite 114
bzw. 4.16 auf Seite 114),

e der residualen und der zirkulierenden Retikulozyten (Abbildung 4.17 auf Seite 115
bzw. 4.18 auf Seite 115) und
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e der Erythrozyten (Abbildung 4.19 auf Seite 116)
auf mehrfachen Aderlass liegen leider keine experimentellen Daten vor.

Das Erholungsverhalten des Hématokrits (Abbildung 4.20 auf Seite 116) wird vom
EModell in fast mustergiiltiger Weise beschrieben. Das PModell kann den raschen Anstieg
des Hamatokrits nach Durchschreiten des Nadirs nicht so tiberzeugend reproduzieren.
Eine Ursache ist sicherlich auch hier wieder das grofiere amplifikatorische Potential des
EModells (Abbildung 9.27 auf Seite 225), welches in diesem Falle sogar den Verlust von
gut 25 % aller BFU-E (Abbildung 9.25 auf Seite 224) kompensieren kann. Hinzu kommt
jedoch noch, dass sich die beobachtete zeitliche Anderung der Anzahl der BFU-E mittels
der Hypothese der Migration in der im EModell formalisierte Form (s. Kapitel 2.2.2.2.1
auf Seite 49) sehr gut erkldren lésst.

Hinweis: Die im EModell formalisierte Form der Hypothese der Migration beschrankt
sich in gewisser Weise nur scheinbar auf die BFU-E. Die Anderungen der Anzahl der
BFU-E und deren Verteilung auf Knochenmark und Milz sind zu einem groflen Teil durch

Anderungen der Anzahl der Stammzellen und deren Verteilung bedingt.
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4.2 Blutungsandmien

4.2.2.1 Verweis auf die Verlaufskurven weiterer Kenndaten

Um die Modellrechnungen im einzelnen besser nachvollziehbar zu machen, werden die

Verlaufskurven der folgenden Kenndaten im Anhang 9.4.2 auf Seite 220 préasentiert:

e Apoptose-Rate

— der BFU-E (Abbildung 9.19 auf Seite 221)

— der CFU-E (Abbildung 9.26 auf Seite 225)

— der proliferativen Erythroblasten (Abbildung 9.30 auf Seite 227)
e Amplifikation

— der BFU-E (Abbildung 9.20 auf Seite 221)

— der CFU-E (Abbildung 9.27 auf Seite 225)

— der proliferativen Erythroblasten (Abbildung 9.31 auf Seite 227)
e Verdopplungszeit

— der BFU-E (Abbildung 9.21 auf Seite 222)

— der CFU-E (Abbildung 9.28 auf Seite 226)

— der proliferativen Erythroblasten (Abbildung 9.32 auf Seite 228)
e Transitzeit

— der BFU-E (Abbildung 9.22 auf Seite 222)

— der CFU-E (Abbildung 9.29 auf Seite 226)

— der proliferativen Erythroblasten (Abbildung 9.33 auf Seite 228)

— der reifenden Erythroblasten (Abbildung 9.34 auf Seite 229)

— der residualen Retikulozyten (Abbildung 9.35 auf Seite 229)

— der zirkulierenden Retikulozyten (Abbildung 9.36 auf Seite 230)
e Migration der BFU-E

— die Migrationsrate (Abbildung 9.23 auf Seite 223)

— die ’seeding efficiency’ (Abbildung 9.24 auf Seite 223)

— die Verlustrate (Abbildung 9.25 auf Seite 224)
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4 Ergebnisse der Betrachtung von Stress-Situationen

4.3 PHZ-induzierte hamolytische Anamie - Modellannahmen

und Vergleich mit den experimentellen Daten

Bei der durch die viermalige Injektion von 60 mg Phenylhydrazin/kg Korpergewicht
induzierten hamolytischen Andmie fallt der Hamatokrit innerhalb von 4 Tagen auf 20 %
des Normalwerts ab, und der Anteil der lienalen Erythropoese erreicht am Tag 5 den
Maximalwert von 50 %. Am Tag 12 ist dann wieder die normale Verteilung der CFU-S
auf Knochenmark und Milz erreicht [143], [146], [147].

Fiir die Simulation der PHZ-induzierten hédmolytischen Andmie wird eine am Tage 0
einsetzende, am Tage 1 ihr Maximum von 1 erreichende und am Tage 4 wieder auf
0 zuriickgehende Verlustrate fiir die Erythrozyten und zirkulierenden Retikulozyten
angenommen (s. Anhang 9.5.1 auf Seite 231), so dass der Verlauf des Modellhdmatokrits
dem in dieser Phase des Experiments beobachteten Verlauf des Hamatokrits entspricht
(Abbildung 4.30 auf Seite 124).

Die Modellierung des Verhaltens des BFU-E-Kompartiments gelingt dem EModell nur
ungeniigend. Insbesondere die Hohe des Maximums der lienalen BFU-E und die Tiefe
des Nadirs der Knochenmarks-BFU-E werden nicht erreicht. Fiir das PModell gilt na-
tiirlich weiterhin, dass es auf Grund des Fehlens jeglicher Regulation der BFU-E keine
Ubereinstimmung mit den experimentellen Daten erzielen kann, sondern die Anzahl der
BFU-E tber den gesamten Zeitraum konstant hilt (Abbildung 4.22 auf Seite 120).

Beide Modelle sind nicht in der Lage, die Reaktion des CFU-E-Kompartiments auf die ha-
molytische Andmie zur vollen Zufriedenheit zu beschreiben (Abbildung 4.23 auf Seite 121).
Allerdings kommt das EModell den experimentellen Ergebnissen nédher als das PModell.
Eine wesentliche Ursache fiir die Diskrepanz ist bei beide Modellen die ungeniigende
Modellierung des BFU-E- und des Stammzell-Kompartiments. Eine Verbesserung der
Beschreibung dieses Bereichs wiirde sicherlich auch zu einer préziseren Beschreibung
des lienalen CFU-E-Kompartiments fiihren; eine Verbesserung der Beschreibung des
CFU-E-Kompartiments im Knochemark liee sich so jedoch fiir beide Modelle nicht

erzielen.

Im Vergleich zu den bisher betrachteten Zellstadien ist die Ubereinstimmung der Modelle
mit den experimentellen Verlaufsdaten der Erythroblasten iiberraschend gut (Abbil-
dung 4.24 auf Seite 121), wobei auch hier wieder das EModell den experimentellen Daten
noch etwas ndherkommt. Ob das EModell dies auch unter gedinderten Vorausetzungen —
einer besseren Modellierung des BFU-E- und des Stammzell-Kompartiments — tun wiirde,

kann hier nicht vorausgesagt werden.
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4.3 PHZ-induzierte hdmolytische Anédmie

Fir die Reaktion

e der proliferierenden und der reifenden Erythroblasten (Abbildung 4.25 auf Seite 122
bzw. 4.26 auf Seite 122),

e der residualen (Abbildung 4.27 auf Seite 123) und
e der Erythrozyten (Abbildung 4.29 auf Seite 124)
auf mehrfachen Aderlass liegen leider keine experimentellen Daten vor.

Beide Modelle modellieren das Verhalten der zirkulierenden Retikulozyten insbesondere
in der Anfangsphase relativ gut (Abbildung 4.28 auf Seite 123), wobei noch einmal darauf
hingewiesen sei, dass die Anpassung der Verlustrate der zirkulierenden Retikulozyten

ausschliefilich anhand der Hamatokrit-Werte vorgenommen wurde.

Beim Erholungsverhalten des Hamatokrits stellen sich die Verhéltnisse dhnlich wie zuvor
dar: Das EModell erzielt eine wesentlich bessere Ubereinstimmung mit den experimentellen
Daten als das PModell, die zudem noch voll zufriedenstellend ausféllt (Abbildung 4.30
auf Seite 124).
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4.3 PHZ-induzierte hdmolytische Anédmie

4.3.0.2 Verweis auf die Verlaufskurven weiterer Kenndaten

Um die Modellrechnungen im einzelnen besser nachvollziehbar zu machen, werden die

Verlaufskurven der folgenden Kenndaten im Anhang 9.5.2 auf Seite 232 présentiert:

e Apoptose-Rate

— der BFU-E (Abbildung 9.37 auf Seite 233)

— der CFU-E (Abbildung 9.44 auf Seite 237)

— der proliferativen Erythroblasten (Abbildung 9.48 auf Seite 239)
e Amplifikation

— der BFU-E (Abbildung 9.38 auf Seite 233)

— der CFU-E (Abbildung 9.45 auf Seite 237)

— der proliferativen Erythroblasten (Abbildung 9.49 auf Seite 239)
e Verdopplungszeit

— der BFU-E (Abbildung 9.39 auf Seite 234)

— der CFU-E (Abbildung 9.46 auf Seite 238)

— der proliferativen Erythroblasten (Abbildung 9.50 auf Seite 240)
e Transitzeit

— der BFU-E (Abbildung 9.40 auf Seite 234)

— der CFU-E (Abbildung 9.47 auf Seite 238)

— der proliferativen Erythroblasten (Abbildung 9.51 auf Seite 240)

— der reifenden Erythroblasten (Abbildung 9.52 auf Seite 241)

— der residualen Retikulozyten (Abbildung 9.53 auf Seite 241)

— der zirkulierenden Retikulozyten (Abbildung 9.54 auf Seite 242)
e Migration der BFU-E

— die Migrationsrate (Abbildung 9.41 auf Seite 235)

— die ’seeding efficiency’ (Abbildung 9.42 auf Seite 235)

— die Verlustrate (Abbildung 9.43 auf Seite 236)
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4 Ergebnisse der Betrachtung von Stress-Situationen
4.4 Thiamphenicol-induzierte Anamie

4.4.1 Beschreibung der experimentellen Daten und Modellannahmen

Bei der Maus fithrt eine 3-tdgige Behandlung mit dem Antibiotikum Thiamphenicol zu
einer Blockierung der Differenzierung der erythropoetischen Vorlduferzellen in Knochen-
mark und Milz. Innerhalb der ersten 2 Tage der Behandlung sinkt die Zellzahl der CFU-E
auf Werte ab, die unterhalb der Detektionsschwelle von ca. 2 - 10® Zellen pro Organ
liegen. Im gleichem Zeitraum féllt die Zellzahl der Erythroblasten in beiden Organen
ebenfalls auf Werte von nahezu 0 ab. Zwischen Tag 2 und Tag 3 der Behandlung geht
der Anteil der zirkulierenden Retikulozyten an den roten Blutzellen von normal 2,8 %
auf 0,3 % zuriick. Der Hamatokrit unterliegt dabei einer im Vergleich dazu nur geringen
Veranderung. Er fallt von 41 % auf 36 % bzw. nach der Normierung von 45 % auf 39 %
ab. Diese vergleichsweise geringe Anderung ergibt sich aus der langen Lebensspanne der
Erythrozyten von ca. 45 Tagen. Der Anteil der in der Milz lokalisierten CFU-S erreicht
am Tag 3 einen Wert von 86 % aller CFU-S und fallt innerhalb der folgenden 6 Tage auf

den normalen Wert ab.

Fiir die Simulation der Auswirkungen von Thiamphenicol auf die Erythropoese ein-
schliefflich der Erholungsphasen mussten - im Unterschied zu den zuvor betrachteten
Stress-Situationen - fiir die CFU-E und die proliferativen Erythroblasten unterschiedliche
Verlustraten (vry) angenommen werden, um eine gute Anpassung der Modellrechnungen
an die experimentellen Daten zu erreichen. Die Parameterséitze des EModells und des
PModells wurden wie folgt definiert (vgl. auch Tabelle 4.1 auf der néchsten Seite):

e Ein Verlust von proliferativen Erythroblasten in der Milz musste nicht angenommen

werden, d.h. die Verlustrate ist konstant gleich 0.

e Die Verlustrate (vrg) der reifenden Erythroblasten im Knochenmark steigt, begin-
nend mit 0 am Tag 0, auf 2 am Tag 3 an und f&llt innerhalb von 2 Tagen wieder
auf 0 ab.

e Ein Verlust von reifenden Erythroblasten in der Milz musste nicht angenommen

werden, d.h. die Verlustrate ist konstant gleich 0.

e Die Verlustrate (vry) der residualen Retikulozyten im Knochenmark steigt, begin-
nend mit 0 am Tag 0, auf 4 am Tag 3 an und fillt am selben Tag wieder auf 0
ab.

e Ein Verlust von residualen Retikulozyten in der Milz musste nicht angenommen

werden, d.h. die Verlustrate ist konstant gleich 0.
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4.4 Thiamphenicol-induzierte Andmie

e Die Verlustrate (vrg) der zirkulierenden Retikulozyten steigt, beginnend mit 0 am
Tag 0, auf 1 am Tag 3 an und fillt am selben Tag wieder auf 0 ab. Des Weiteren
musste ein reduzierter Einstrom angenommen werden: die Verlustrate des Einstroms
(vre) zeigt dasselbe zeitliche Verhalten, allerdings betrégt das Maximum an Tag 3
1,8 (EModell) bzw. 1,68 (PModell).

e Auch fur die Erythrozyten muss ein Zellverlust angenommen werden. Hier steigt
die Verlustrate (vry) von 0 am Tag 0 auf 0,1 am Tag 5 an und fillt am selben Tag

wieder auf 0 ab.

Tabelle 4.1: Die Verlustraten-Parameter bei durch TAP verursachter Anamie - EModell

vs. PModell

Modell-Parameter EModell PModell
KM Milz KM Milz

Zeitachse fiir die [0335] [0335] 033 5] [0335]
Vorgabewerte der
Zellverlustrate (CFU-E)
Vorgabewerte der [030000] [03200] [0 170 0 0] [0 350 0]
Zellverlustrate (CFU-E)
Zeitachse fiir die 035 6] [0335] 035 6] [03 3 5]

Vorgabewerte der

Zellverlustrate (PEB)

Vorgabewerte der [0200] [0000] [01.700] [00.4 0 0]
Zellverlustrate (PEB)

Um einen genaueren Eindruck von der Bedeutung der Regulierung der Stammzellen
und der Migration zu bekommen wurde neben dem oben beschrieben Szenarium, im

Folgenden als Szenarium 1 referenziert, zwei weitere modelliert.

Beim ersten dieser beiden ergidnzenden Szenarien (Szenarium 2) wird das PModell um
die Migrationsregulation des EModells erweitert. Zudem werden in beiden Modellen die
Parameter der Migration so abgedndert, dass die Modell-BFU-E-Werte mit den experi-
mentellen Daten moglichst weitgehend iibereinstimmen (Abbildung 4.32 auf Seite 131
(Mitte) und Anhang 9.6.3 auf Seite 250 fiir das EModell sowie Anhang 9.6.4 auf Sei-
te 252) fir das PModell. Ansonsten werden die im Szenarium 1 genutzten Parametersitze

unverandert ibernommen.

Das zweite dieser beiden erginzenden Szenarien (Szenarium 3) hingegen geht davon aus,
dass keine Migration bei den BFU-E stattfindet. Vielmehr werden die Modell-CFU-S-

Verldufe beider Modelle auf die gleiche Weise exakt an die der experimentellen Daten
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4 Ergebnisse der Betrachtung von Stress-Situationen

angepasst (Abbildung 4.31 auf Seite 130 (unten) und Anhang 9.6.5 auf Seite 253). Auch
in diesem Szenarium werden ansonsten die im Szenarium 1 genutzten Parametersitze

unverandert iibernommen.

Die Ergebnisse der insgesamt 6 Modellrechnungen (2Modelle * 3Szenarien) werden im

folgenden Abschnitt prasentiert und diskutiert.

4.4.2 Vergleich der experimentellen Daten mit den Modellrechnungen

Allen Abbildungen, die die Reaktion der Modelle auf die durch TAP induzierte Andmie
beschreiben, liegt die folgende Struktur zugrunde:

e links sind die Reaktionen des EModells dargestellt,

e rechts sind die Reaktionen des PModells dargestellt,

e die oberen beiden Teilabbildungen basieren auf dem Szenarium 1,

e die mittleren beiden Teilabbildungen basieren auf dem Szenarium 2,

e die unteren beiden Teilabbildungen basieren auf dem Szenarium 3.

In der Abbildung 4.31 auf Seite 130 wird gezeigt, dass eine exakte Anpassung der
Modell-Werte der Stammzellen an die experimentellen Daten (Szenarium 3) erfolgte.
Beide Modelle zeigen in den Szenarien 1 und 2 das erwartete Verhalten: die Grofle der

Stammzell-Kompartimente ist konstant.

Abbildung 4.32 auf Seite 131 zeigt deutlich, dass allein mit den Annahmen, die dem
Szenarium 1 zugrunde liegen, keine adiquate Ubereinstimmung der Modellrechnungen mit
den experimentellen Daten zu erzielen ist. Dies gilt fiir beide Modelle. Eine relative gute
Ubereinstimmung liefern jedoch die Modellrechnungen, die auf den erweiterten Annahmen
der Szenarien 2 und 3 beruhen. Aus dieser vergleichbar guten Ubereinstimmung der
Szenarien 2 und 3 kann der Schluss gezogen werden, dass die Migration auf der Ebene der
Stammzellen einen wesentlichen Beitrag zur Umverteilung der BFU-E leistet. Des Weiteren
wird hier deutlich, dass die im Szenarium 2 angenommenen Regulationsmechanismen
der Migration der BFU-E nicht allein die Migrationsprozesse auf der Ebene der BFU-E

widerspiegeln, sondern auch die Migrationsprozesse auf der Ebene der Stammzellen.

Ein dhnliches Bild zeigt sich bei den CFU-E (Abbildung 4.33 auf Seite 132) und den
Erythroblasten (Abbildung 4.34 auf Seite 133). Auch hier gelingt es nicht mit dem
Szenarium 1 eine hinreichend gute Ubereinstimmung mit den experimentellen Daten zu

erzielen. Die Szenarien 2 und 3 liefern hingegen ein zufriedenstellendes Ergebnis.
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4.4 Thiamphenicol-induzierte Andmie

Das Erholungsverhalten der zirkulierenden Retikulozyten (Abbildung 4.38 auf Seite 137)
und des Hématokrits (Abbildung 4.40 auf Seite 139) wird von allen drei Szenarien in

vergleichbar guter Ubereinstimmung mit den experimentellen Daten modelliert.
Fiir die Reaktion

e der proliferierenden und der reifenden Erythroblasten (Abbildung 4.35 auf Seite 134
bzw. 4.36 auf Seite 135),

e der residualen (Abbildung 4.37 auf Seite 136) und
e der Erythrozyten (Abbildung 4.39 auf Seite 138)

auf die Gabe von TAP liegen leider keine experimentellen Daten vor.
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4 Ergebnisse der Betrachtung von Stress-Situationen

Abbildung 4.31: TAP-induzierte Andmie - Die Stammzellen: Szenarium 1: Standard-
Migrationsparameter, Szenarium 2: modifizierte Migrationsparameter, Szenarium 3:
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Abbildung 4.33: TAP-induzierte
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Abbildung 4.35: TAP-induzierte Anédmie - Die proliferativen Erythroblasten: Szenarium
1: Standard-Migrationsparameter, Szenarium 2: modifizierte Migrationsparameter,
Szenarium 3: Vorgabe der Grofle der Stammzell-Kompartimente
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Abbildung 4.36: TAP-induzierte Andmie - Die reifenden Erythroblasten: Szenarium 1:
Standard-Migrationsparameter, Szenarium 2: modifizierte Migrationsparameter, Sze-
narium 3: Vorgabe der Grofle der Stammzell-Kompartimente
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Abbildung 4.37: TAP-induzierte Andmie - Die residualen Retikulozyten: Szenarium 1:

Standard-Migrationsparameter, Szenarium 2: modifizierte Migrationsparameter, Sze-
narium 3: Vorgabe der Grofle der Stammzell-Kompartimente
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(e) EModell: Szenarium 3 (f) PModell: Szenarium 3
Abbildung 4.38: TAP-induzierte Anémie - Die zirkulierenden Retikulozyten: Szenarium

1: Standard-Migrationsparameter, Szenarium 2: modifizierte Migrationsparameter,
Szenarium 3: Vorgabe der Groéfle der Stammzell-Kompartimente
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Abbildung 4.39: TAP-induzierte Andmie - Die Erythrozyten: Szenarium 1: Standard-

Migrationsparameter, Szenarium 2: modifizierte Migrationsparameter, Szenarium 3:
Vorgabe der Grofie der Stammzell-Kompartimente
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Abbildung 4.40: TAP-induzierte Andmie - Der Hé&matokrit: Szenarium 1: Standard-

Migrationsparameter, Szenarium 2: modifizierte Migrationsparameter, Szenarium 3:
Vorgabe der Grofle der Stammzell-Kompartimente
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4 Ergebnisse der Betrachtung von Stress-Situationen

4.4.2.1 Verweis auf die Verlaufskurven weiterer Kenndaten

Um die Modellrechnungen im einzelnen besser nachvollziehbar zu machen, werden die

Verlaufskurven der folgenden Kenndaten im Anhang 9.7 auf Seite 258 présentiert:

e Apoptose-Rate

— der BFU-E (Abbildung 9.55 auf Seite 259)

— der CFU-E (Abbildung 9.62 auf Seite 266)

— der proliferativen Erythroblasten (Abbildung 9.66 auf Seite 270)
e Amplifikation

— der BFU-E (Abbildung 9.56 auf Seite 260)

— der CFU-E (Abbildung 9.63 auf Seite 267)

— der proliferativen Erythroblasten (Abbildung 9.67 auf Seite 271)
e Verdopplungszeit

— der BFU-E (Abbildung 9.57 auf Seite 261)

— der CFU-E (Abbildung 9.64 auf Seite 268)

— der proliferativen Erythroblasten (Abbildung 9.68 auf Seite 272)
o Transitzeit

— der BFU-E (Abbildung 9.58 auf Seite 262)

— der CFU-E (Abbildung 9.65 auf Seite 269)

— der proliferativen Erythroblasten (Abbildung 9.69 auf Seite 273)

— der reifenden Erythroblasten (Abbildung 9.70 auf Seite 274)

der residualen Retikulozyten (Abbildung 9.71 auf Seite 275)

— der zirkulierenden Retikulozyten (Abbildung 9.72 auf Seite 276)
e Migration der BFU-E

— die Migrationsrate (Abbildung 9.59 auf Seite 263)

— die ’seeding efficiency’ (Abbildung 9.60 auf Seite 264)

— die Verlustrate (Abbildung 9.61 auf Seite 265)
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5 Zusammenfassung der Ergebnisse der
Gleichgewichtsbetrachtung und der
Betrachtung von Stress-Situationen

Die Tabelle 5.1 gibt eine Ubersicht iiber die qualitative Beurteilung der Ergebnisse der
Modellierung der hier betrachteten dynamischen Situationen. Maf}stab ist die erreichte
Ubereinstimmung der Simulationsergebnisse mit den experimentellen Daten. Stress-
Situationen kénnen mit dem EModell besser modelliert werden als mit dem PModell.

Die ihm zugrunde liegenden Annahmen erweisen sich somit als haltbar.

Tabelle 5.1: Qualitative Beurteilung der Ergebnisse der Modellierung der Dynamiken
von Stress-Situationen anhand der erreichten Ubereinstimmung mit den
experimentellen Daten - EModell vs. PModell

Stress-Situation EModell PModell
Progenitoren rote Blutzellen = Progenitoren rote Blutzellen

einfacher Aderlass (+) + - (+)
mehrfacher Aderlass + + - (+)
PHZ-induzierte + + (+) (+)

hédmolytische Andmie
TAP-induzierte Andmie

Szenarium 1 - + - +
Szenarium 2 + + 4 +
Szenarium 3 + + + +

Welches der beiden Modelle die biologischen Gegebenheiten widerspruchsfreier widerspie-
gelt kann auch anhand der Einschitzung der den jeweiligen Modellen zugrunde liegenden
Annahmen (vgl. Abschnitt 1.3.2.4 auf Seite 39) beantwortet werden.

Wurde bisher angenommen, dass es wiahrend der Erythropoese zu keinen Zellverlusten
kommt, wird im EModell die Apoptose entsprechend den Erkenntnissen der letzten Jahre

als ein regulierendes Element der Erythropoese integriert. Dies erlaubt unter anderem
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5 Zusammenfassung der Ergebnisse

die Absenkung der Normalwerte der Amplifikation auf Werte, die den experimentell

gemessenen besser entsprechen.

Die verdnderte Interpretation der Transitzeiten der proliferativen Kompartimente und
die daraus folgende Anderung ihrer modellinternen Reprisentation riicken das EModell

nédher an die biologischen Konzepte der Gegenwart heran.

Die Integration der Migration (vgl. Abschnitt 2.2.2.2.1 auf Seite 49) im EModell, ist ein

weiterer Schritt in diese Richtung.

Insgesamt betrachtet erweitert das EModell das PModell in sinnvoller Weise und stellt

einen wiirdigen und verbesserten Nachfolger dar.
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6 Ergebnisse der Betrachtung der Apoptose

In den bisherigen Betrachtungen inklusive der dlteren Modell spielte die Apoptose keine
Rolle. Dies wird ihrer Bedeutung als einem der regulativen Prinzipen nicht gerecht.
In diesem Kapitel wird deshalb, beginnend mit einer Einfiihrung in die Thematik, die

Apoptose als regulatives Prinzip dargestellt und im Hinblick auf das EModell untersucht.

6.1 Einfiihrung und Fragestellung

Apoptose ist eine Form des programmierten Zelltods [162]. Die vom programmierten
Zelltod betroffenen Zellen sterben auf ein bestimmtes Signal hin, indem sie ein genetisch
festgelegtes Selbstzerstorungsprogramm ausfithren [88], [209]. Im Unterschied zur Nekrose
ist die Apoptose ein aktiver Prozess, bei dem die betroffene Zelle Energie verbraucht und
bestimmte Proteine synthetisiert [6], [192]. Ein weiterer Unterschied ist, dass die Zell-
membran erhalten bleibt und somit keine Lyse der Zelle stattfindet, die eine entziindliche
Reaktion hervorrufen kénnte [192]. Morphologisch ist die Apoptose gekennzeichnet durch
die nukleare Kondensation (Pyknosis) und Fragmentierung (Karyorrhexis) [88], [209].
Biochemisch lasst sich eine internukleare Zerstérung (cleavage) der DNA feststellen [28],
die sich deutlich von dem zufallsgesteuerten DNA-Zerfall der Nekrose unterscheidet [192].
Ein weiteres biochemisches Kennzeichen ist die Hemmung der Zerstérung der DNA durch
den Protein-Synthese-Hemmer Cyclohexamid oder durch Mitomycin-C [21]. Apoptotische
Zellen werden in vivo sehr schnell von Makrophagen aufgenommen und eliminiert [156]. In
der Diskussion zu seinem Beitrag [93] gibt Koury eine Zeitspanne von 15 bis 30 Minuten
an (Seite 269).

Der programmierte Zelltod ist in biologischen Systemen die Voraussetzung fiir einen
kontrollierten Wachstumsprozess [173]. Fiir einen Organismus ist es lebensnotwendig,
Wachstum wie Tod der ihn bildenden Zellen kontrollieren zu kénnen. Sollte eine Zelle
nicht-proliferieren oder gar frithzeitig sterben, kann in der Regel eine andere Zelle an
ihre Stelle treten und so den Organismus vor dem Untergang bewahren. Wenn aber auch

nur eine einzige Zelle unkontrolliert zu proliferieren beginnt, kann das zur Zerstorung
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6 Ergebnisse der Betrachtung der Apoptose

des gesamten Organismus fithren. Um unkontrolliertem Wachstum vorzubeugen, kénnten
Apoptose und Proliferation tiber die gleichen Mechanismen eingeleitet werden [104],
[208]. Eine Zelle wiirde nur dann nicht den programmierten Zelltod vollenden, wenn
sie von auflen signalisiert bekommt, dass sie noch gebraucht wird und die Zellteilung
vollziehen soll. D.h., sollten die Uberlebenssignale ausbleiben oder sollte sie diese nicht
mehr empfangen kénnen, wird sie sich selbst vernichten. Es muss klar gesagt werden, dass
dieses Konzept der biologischen Bedeutung der Apoptose zumindest zur Zeit noch nicht
direkt experimentell bewiesen worden ist. Vielmehr beruht es auf dem experimentellen
Nachweis der Apoptose und auf Spekulationen iiber ihre biologische Funktion. Zudem stellt
sich die Frage, ob Apoptose nur bei Zellen auftritt, die in der Lage sind zu proliferieren.
So finden sich in der Literatur zum Beispiel Hinweise, dass Granulozyten in Kulturen,
denen kein oder nur geringe Mengen von Granulocyte-Colony-Stimulating-Factor (GCSF)

zugefiigt wurde, der Apoptose unterliegen [14] [27] [82] [84].

Fiir einige Zellsysteme ist die Rolle der Apoptose gut untersucht. Die Entfernung von
autoreaktiven Immunzellen im Thymus erfolgt via Apoptose [170], [59]. Bei der Entwick-
lung des Nervensystems wéahrend der Embryogenese spielt die Apoptose eine zentrale
Rolle. Sie sorgt dafiir, dass die Nervenzellen, die keine Verbindungen mit anderen Zellen

entwickeln, eliminiert werden [132] [113].

Ein besseres Verstandnis der Apoptose kann zu neuen Therapiekonzepten in der Onkologie
fithren [4], [173], [22], [25], [181], [30], [38]. Die Google-Suche nach der Wortkombination
"Apoptosis and Cancer Therapy’ fithrte am 19.01.2010 zu 587.000 Treffern. Unter anderem
kann mit Hilfe des oben skizzierten Konzepts der Apoptose die Resistenz von bestimmten
Karzinomen gegeniiber Chemotherapeutika und Bestrahlung erklart werden: Chemothera-
peutika und Bestrahlung zerstéren die von ihnen erreichten Zellen durch die Induzierung
von Apoptose. Wenn nun aber die Ursache der ungehemmten Proliferation einer Zelle
das Abschalten der Moglichkeit der Apoptose ist, konnen die zur ihrer Vernichtung

eingesetzten Mittel ihre Wirkung nicht mehr entfalten.

Der Nachweis von erythropoetischen Progenitorzellen mit Merkmalen der Apoptose hatte
eine Diskussion iiber die Relevanz der Apoptose fiir die Regulation der Erythropoese
entfacht [92], [121], [122], [130], die an Lebhaftigkeit nichts verloren hat: PubMed listet
2654 Artikel zum Thema Apoptose und onkologische Therapie fiir die Monate Januar bis
Dezember 2010. Auf Grundlage des in den Kapiteln 1.3 auf Seite 26 und 2 auf Seite 45
vorgeschlagenen EModells sollen hier die in [130] entwickelten Thesen zur Rolle der

Apoptose bei der durch Erythropoetin stimulierten Erythropoese iiberpriift werden.
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6.2 Erythropoetin und Apoptose

6.2 Erythropoetin und Apoptose

In [121] und [122] werden die Rollen von Erythropoetin, Insulin-ahnlichem Wachstumsfak-
tor (IGF-I) und Stammzell-Faktor (SCF) bei der Regulation der Erythropoese mit Hilfe
von hoch gereinigten ECFC (Human Erythroid Colony Forming Cells) in serum-freien
Fliissigkulturen untersucht. Die ECFC sind in etwa den CFU-E vergleichbar. Sie werden
durch ein recht aufwendiges Verfahren nach [159], [157] aus Zellen des peripheren Blutes

gewonnen.

Die Autoren kommen zu dem Ergebnis, dass Erythropoetin allein als Uberlebensfaktor
wirksam ist und keinen Einfluss auf die Proliferation der untersuchten Zellen hat. Die
Zugabe von 20 U Erythropoetin pro ml Flissigkultur fithrt zu einer erheblichen Reduktion
des DNA-Anteils mit Zeichen der Apoptose (siche die Tabellen 6.1 auf der nichsten Seite
und 6.2 auf Seite 147), aber nicht zu einer erhohten DNA-Synthese-Rate. Zudem fand
sich keine Zunahme der Grofle der untersuchten Zellkolonien nach einer 40-stiindigen
Inkubation mit Erythropoetin. Die Ausreifung der ECFC zu hdmoglobinhaltigen Zellen
wird hingegen durch Erythropoetinzugabe beschleunigt.

SCF und IGF-I sind ebenfalls in der Lage, Zellen vor dem programmierten Zelltod zu
bewahren, jedoch - wenn sie einzeln gegeben werden - in deutlich geringerem Ausmaf
als Erythropoetin (siehe Tabelle 6.1 auf der nichsten Seite). Werden beide Faktoren
zusammen in die Flissigkultur gegeben, sinkt der Anteil der DNA mit Anzeichen der
Apoptose auf die Werte ab, die auch bei ausschliellicher Gabe von Erythropoetin gefunden

werden.

Die Hauptwirkung von SCF ist die Stimulation der Proliferation der ECFC. So nimmt
bei Zugabe von SCF sowohl die DNA-Synthese-Rate als auch die Anzahl der aus einer
ECFC hervorgehenden Zellen zu. Die Autoren finden unter dieser Voraussetzung zudem

einen verzogerten Einbau von Hémoglobin in die Zellen.

IGF-I hat hingegen so gut wie keinen Einfluss auf die DNA-Synthese-Rate oder die
Koloniegrofle. Wird es der Kultur beigegeben, fithrt dies im Wesentlichen zu einer
beschleunigten Ausreifung der ECFC.

In Kapitel 7 auf Seite 177 werden die in Tabelle 6.1 zusammengefassten experimentellen
Ergebnisse aus [121] und [122] im Lichte der hier entwickelten Modellvorstellungen noch

einmal aufgegriffen werden.
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6 Ergebnisse der Betrachtung der Apoptose

Tabelle 6.1: Die Effekte von rhEPO, SCF und IGF-I auf Tag 7 ECFC-Zellen, wie sie
von Muta und Krantz in [121](Exp. Nr. 1 bis 3) und von den beiden zuvor
genannten sowie Bondurant und Wickrema in [122] (Exp. Nr. 4) beschrieben

wurden.
Exp. Nr. WF Inkubation  apop. DNA apop. Zellen
(h) % %  bezogen auf
die anfangs in die
Kultur gegebenen
ECFC-Zellen
1 kein WF 16 70 + 14 48(29 — 64)
thEPO 20 U/ml 16 23 £ 10 5(2 — 9)
2 kein WF 16 72+ 13
rthEPO 20 U/ml 16 20£8
rSCF 100 ng/ml 16 38+11
rIGF-I 1 p/ml 16 46 £ 12
rSCF 100 ng/ml + 16 2445
rIGF-11 p/ml
3 kein WF 24 42(30 — 58)
rhEPO 20 U/ml 24 13(9 — 16)
rSCF 100 ng/ml 24 22(14 — 30)
rIGF-I 1 i/ml 24 29(20 — 36)
rSCF 100 ng/ml + 24
rIGF-11 p/ml
4 kein WF 24 -4 90
thEPO 1 U/ml 244 19(10 — 50)
rSCF 100 ng/ml 24 -4 85
rIGF-I 1 100 ng/ml 24 -4 81
rSCF 100 ng/ml + 24 -4 69

rIGF-11 100 ng/ml
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Tabelle 6.2: Die Effekte von rhEPO allein und kombiniert mit SCF und IGF-I auf Tag 7
ECFC-Zellen, wie sie von Muta, Krantz, Bondurant und Wickrema in [122]
beschrieben wurden.

WF nicht apop. Zellen
% bezogen auf die anfangs in die Kultur gegebenen
ECFC-Zellen

Tag 1 Tag?2 Tag3 Tag 4
rhEPO 1 U/ml 95 88 80 75
rhEPO 1 U/ml + 150 200 319 572
rSCF 1 100 ng/ml
rhEPO 1 U/ml + 100 125 125 200
rIGF-I 1 100 ng/ml
rhEPO 1 U/ml 4+ 150 275 488 838

rSCF 1 100 ng/ml +
rIGF-I 1 100 ng/ml

6.3 Die wesentlichen modell-relevanten Aspekte der Apoptose

und ihre Reprasentation durch das Modell

Ausgehend von den im vorangegangen Abschnitt dargestellten experimentellen Ergeb-
nissen zur Wirkung des Erythropoetins kann die Theorie aufgestellt werden, dass
die erythropoetin-abhéngige Apoptose das regulative Element der erythropoetischen
Zellproduktion ist [130]. Erythropoetin bewahrt demnach die unreifen erythropoetin-
empfindlichen Zellen vor dem Untergang durch Apoptose, und diese durchlaufen aufgrund
dessen ihr vollstdndiges, genetisch determiniertes Differenzierungs- und Teilungspro-

gramim.

Bei der Konstruktion eines Modells einer allein tiber Apoptose gesteuerten Erythropoese
- ApModell genannt - kann die in Kapitel 1.3 auf Seite 26 gemachte Annahme einer
vom Erythropoetin-Spiegel abhingigen Zellzyklusdynamik nicht mehr aufrecht gehal-
ten werden. Die stattdessen dem ApModell zugrundeliegenden Annahmen und deren

Konsequenzen werden im Folgenden in den Abschnitten 1 bis 10 diskutiert.

1. Der experimentelle Nachweis der Abhéngigkeit des Anteils der apoptotischen Zellen
von der Erythropoetin-Konzentration in vitro lasst vermuten, dass die apoptotischen
Zellen zu den CFU-E und den proliferativen Erythroblasten gehoéren, da diese die
erythropoetin-empfindlichsten Zellen sind.

2. Die Amplifikation des erythropoetischen Systems soll allein durch Apoptose bzw.
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6 Ergebnisse der Betrachtung der Apoptose

deren Inhibition kontrolliert werden. Im Modell quantifiziert die Amplifikation
die Produktivitdt der Erythropoese. Sie ist definiert als die durchschnittliche
Anzahl von Erythrozyten, welche aus einer einzelnen BFU-E hervorgehen bzw.
hervorgegangen sind. Diese kann durch Variation der Anzahl der Zellteilungen,
die von den Zellen im Rahmen ihres Differenzierungs- und Teilungsprogramms
vollzogen werden, und/oder durch eine Variation der Anzahl der Zellen, die der
Apoptose unterliegen, und des Zeitpunktes der Apoptose moduliert werden. Da die
biologischen Wachstumsprozesse in dem Modell mittels der allein den Nettoeffekt der
Zellgewinn- und Zellverlustprozesse beschreibenden Amplifikation Z repréasentiert
werden, bedarf es hier keiner Anderung des in Abschnitt 2.2 auf Seite 45) definierten
Modells.

. Die proliferativen erythropoetischen Zellen, die durch Erythropoetin vor der Apop-

tose bewahrt wurden, vollziehen ihr Differenzierungs- und Teilungsprogramm ohne
jede Anderung. Das heifit: die Anzahl der Zellteilungen, die eine vor der Apoptose
bewahrte, proliferative Zelle wihrend ihrer Entwicklung durchmacht, ist unabhéngig

von dem Erythropoetin-Spiegel und dem Mikroenvironment (siehe auch 5. und 6.).

. Die Anzahl der apoptotischen Zellen in einem Kompartiment geht bei hohem

Erythropoetin-Spiegel gegen Null. Da die Hohe der Amplifikation allein durch
Apoptose gesteuert wird, entspricht die Anzahl der Zellteilungen, die jede nicht
apoptotische Zelle im Rahmen ihres Differenzierungs- und Teilungsprogramm durch-
laufen muss, der aus der maximalen Amplifikation berechneten Anzahl von Zellver-

dopplungen.

. Die Anzahl der Zellteilungen, die jede nicht apoptotische Zelle im Rahmen ihres

Differenzierungs- und Teilungsprogramm durchlaufen muss, ist in Knochenmark
und Milz identisch. Der Unterschied der Maxima der Amplifikationskurven in
Knochenmark und Milz ist in einem allein durch Apoptose gesteuerten erythropoe-
tischen System das Resultat einer Modifikation der durch den Erythropoetin-Spiegel
vorgegebenen Apoptose-Rate durch die jeweiligen Mikroenvironmente. Die Konse-
quenz dieser Annahme ist, dass im Knochenmark auch bei maximal stimulierter

Erythropoese Apoptose stattfindet.

. Die Zellzykluszeit gilt in allen betrachteten Situationen als konstant. Diese Annahme

geht zuriick auf [61] bzw. [130]. Sie wurde hier tibernommen, um ein Modell der
Erythropoese zu konstruieren und zu testen, das eine ausschliefilich durch Apoptose

gesteuerte Erythropoese modelliert.

7. Die Transitzeit T; der proliferativen Zellen ist konstant, weil die Anzahl der Zelltei-
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10.

6.3 Die modell-relevanten Aspekte der Apoptose

lungen n;, die eine vor der Apoptose bewahrte, proliferative Zelle wahrend ihrer
Entwicklung durchmacht, und die Zellzykluszeit TC konstant sind. Sie wird aus

der Anzahl der Zellteilungen n; und der Zellzykluszeit entsprechend der Formel:

Ti = TCZ‘ * Ny (6.1)

berechnet. In einem Modell einer allein durch Apoptose gesteuerten Erythropoese
ist somit eine konstante und fiir Knochenmark und Milz identische Transitzeit
der proliferativen Zellen anzunehmen. Dieses kann durch eine direkte Vorgabe der
Transitzeit und eine entsprechende Wahl der Transitzeit-Parameter in einfacher

Weise bewerkstelligt werden.

Die Verdoppelungszeit TD ist variabel und allein von der Apoptose abhingig,
vorausgesetzt, dass die proliferative Fraktion 1 betrdgt. Sie wird durch das Erythro-
poetin nicht direkt reguliert sondern berechnet sich aus der Amplifikation und der

konstant gehaltenen Transitzeit nach der Formel:

T;
TD; = 2
" logaZ; (6.2)
Es gilt also:
TDi _ n; (6 3)
TCi ZOQQZi '

Es wird angenommen, dass die durch die Experimente bestimmten Zellanzahlen
bzw. KompartimentgroBen insbesondere der CFU-E und der Erythroblasten allein
die Anzahl der nicht apoptotischen Zellen widerspiegeln, d.h. dass dabei héchstens
ein systematischer Fehler gemacht wird, der durch die Betrachtung der relativen
Kompartimentgrofien wieder herausgerechnet werden kann. Dies stellt eine Ver-
einfachung dar, die zum einen aus Mangel an in vivo Daten iiber den Anteil der
apoptotischen Zellen an der Gesamtzahl der Zellen eines Kompartiments gemacht
wird und zum anderen nicht ganz unberechtigt erscheint, da apoptotische Zellen in

vivo innerhalb von 25 bis 60 Minuten von Makrophagen eliminiert werden [156].

Im Apoptose-Modell werden keine Annahmen iiber den Zeitpunkt der Apoptose
gemacht. Diese Annahme stellt eine Vereinfachung dar, da allein von dem Anteil der
apoptotischen Zellen an einem Kompartiment nicht exakt auf die innerhalb dieses

Kompartiments realisierte Amplifikation geschlossen werden kann. Der Zeitpunkt
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6 Ergebnisse der Betrachtung der Apoptose

des Auftretens der Apoptose hat einen erheblichen Einfluss auf die Hoéhe der
Amplifikation. Abbildung 6.1 auf der nichsten Seite illustriert diesen Effekt anhand

verschiedener Stammbaume.

6.4 Apoptose-Rate und Amplifikation

Wie aber hingen Apoptose-Rate und Amplifikation zusammen?

Unter der Annahme, dass fiir alle Zellen in einem Kompartiment K;, die durch Teilung
von Zellen in K; oder K;_; hervorgegangen sind, die Wahrscheinlichkeit ¢ = ¢; der
Apoptose gleich ist, ldsst sich der Gleichgewichtswert fiir n Generationen (G) wie folgt

beschreiben:

G frisch in K iibergetreten

Gy = 2-G1-(1—q) G{""=q-Gy
Gy = 2-Gy-(1—q) GFP=¢q Gy
Gi = 2:Gy-(1-q) GI'"=q-Gs

Gn = 2- Gn—l . (1 — q) GZI?{) =q- Gn—l (6.4)

Wieviele Zellen gehen nun von K; nach K;; pro Zelle, die von K;_1 nach K; ibergegangen
ist? Aus der obigen Beschreibung des Gleichgewichtswerts fiir n Generationen (Gleichung
6.4) ergibt sich:

= 2-(1-9)" G (6.5)

Im Gleichgewicht berechnet sich demnach die Gesamtzahl der Zellen K; im i-ten Kom-

partiment geméf:
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6.4 Apoptose-Rate und Amplifikation

A

0O—=+1—=2-—»3—=4 0—=1-—>2-—=»3—=4 0—=+1—=>2-—»3—=4

Abbildung 6.1: Allein aus der Apoptose-Rate kann nicht auf die Hohe der Amplifikation
geschlossen werden: Der linke Stammbaum enthélt 17 Zellen, von denen
eine apoptotisch ist, das heiflt, der Anteil der apoptotischen Zellen be-
tragt 5,9 % (1/17). Da die Apoptose dieser Zelle sehr frith eingetreten ist,
wird einer der beiden Hauptéste des Stammbaums gekappt. Infolgedessen
betragt die Amplifikation in diesem Falle die Hélfte der maximal mog-
lichen: 8 statt 16. Beim mittleren Stammbaum findet die Apoptose zu
einem spéteren Zeitpunkt statt. Der Stammbaum enthélt nun insgesamt
27 Zellen, von denen 6 apoptotisch sind. Der Anteil der apoptotischen
Zellen betragt also 22,2 % (6/27). Die Amplifikation jedoch ist gegeniiber
dem linken Stammbaum unverdndert, auch hier betrégt sie 8. Der rechte
Stammbaum illustriert einen anderen Fall: Hier betrigt die Anzahl der
Zellen im dargestellten Stammbaum genau wie im linken Stammbaum 17.
Der Anteil der apoptotischen Zellen liegt jedoch bei 28,3 % (6/17) statt
bei 5,9% (1/17) und die Amplifikation geht im Vergleich zu den beiden
anderen Stammbéadumen von 8 auf 3 zurtick.
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6 Ergebnisse der Betrachtung der Apoptose

Gy - ((2 —2¢)"+ — 1)

K, = 6.6
(2=20)-1) (00
und die Amplifikation Z geméf:
Z=(2-(1-q)" (6.7)
Die Apoptose-Rate g ldsst sich also auch umgekehrt mittels Z berechnen:
9 _ Zl/n
q= @-zm 5 ) (6.8)

So betragt, um die obigen Formeln durch ein Beispiel zu illustrieren, unter den Voraus-

setzungen, dass
e das System im Gleichgewicht ist,
e immer nur eine Zelle in das Kompartiment K; einstromt (G = 1),
e die Anzahl der Generationen gleich 4 ist (n = 4),
e sich keine der Zellen in Gy befindet (a = 1) und

e keine Apoptose stattfindet (¢ = 0),

die Anzahl der Zellen im Kompartiment 31 und die Amplifikation 16 (vgl. Abbildung 6.2
auf der néchsten Seite). Bei einer angenommenen Zellzykluszeit von 7 h brauchten die

Zellen zum Durchlaufen des Kompartiments 28 h.

6.5 Apoptose-Rate und Stammbaume

Nicht alle in ein Kompartiment einstrémenden Zellen durchlaufen Stammb&ume von
identischer Form. Nehmen wir entsprechend den Ausfithrungen im vorangegangenen
Abschnitt an, dass jede in einem gegebenen Kompartiment K = K; sich befindende Zelle
mit der Wahrscheinlichkeit ¢ = ¢; abstirbt und sich mit der Wahrscheinlichkeit r =1 — ¢
in zwei neue Zellen teilt. Nehmen wir des Weiteren an, dass alle neu in das Kompartiment
K eintretenden Zellen dieses, falls sie oder ihre Nachkommen nicht absterben, nach genau
4 Zellteilungen (bzw. Generationen) verlassen. Offensichtlich produziert dann jede solche
Zelle mit der Wahrscheinlichkeit
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6.5 Apoptose-Rate und Stammbédume

00—+ 1-—=>2-—=»3—=4

Abbildung 6.2: Der Kompartiment-Stammbaum unter der Bedingung (neben anderen s.
Text), dass die Apoptose-Rate 0 betréigt.
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6 Ergebnisse der Betrachtung der Apoptose

00—+ 1—=>2-—=»3—=4

Abbildung 6.3: Ein aus der Ursprungszelle und zwei als apoptotisch angenommen Toch-
terzellen bestehender Kompartiment-Stammbaum.
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6.6 Das Apoptose-Modell

ror?optop8.pt6 (6.9)

einen Stammbaum im Kompartiment K, in welchem es zu keinem Zeitpunkt zu einer
Apoptose kommt (Abbildung 6.2 auf Seite 153). Ein hingegen nur aus der Ursprungszelle
und deren zwei als apoptotisch angenommenen Tochterzellen bestehender Stammbaum
(Abbildung 6.3 auf der vorherigen Seite) tritt mit der Wahrscheinlichkeit

r-q° (6.10)

auf. Die Amplifikation eines solchen Stammbaums betragt natiirlich 0. Entsprechend
lasst sich jedem denkbaren Stammbaum eine nur von r und ¢, also wegen r = 1 — gq,
letztlich nur von ¢ abhéngige Auftrittswahrscheinlichkeit zuordnen; ¢ legt also nicht etwa
einen fiir ein Kompartiment mit der Apoptose-Rate ¢ spezifischen Stammbaum fest,
sondern definiert eine kompartiment-spezifische Wahrscheinlichkeitsverteilung auf der
Menge aller moglichen Stammbéaume. Bei der Berechnung der Auftrittswahrscheinlichkeit
eines Stammbaums ist zudem noch zu beachten, dass jede der beiden Tochterzellen
einer sich teilenden Zelle als unabhéingig von der anderen anzusehen ist. So ist die
Wahrscheinlichkeit, dass aus einer sich teilenden Zelle genau eine apoptotische und eine

nicht-apoptotische Zelle hervorgeht nicht gleich r - ¢, sondern gleich

2-r-q (=1—-1%—¢%. (6.11)

6.6 Das Modell einer allein durch Apoptose gesteuerten
Erythropoese (ApModell)

Um das Modell der allein durch Apoptose gesteuerten Erythropoese (ApModell) sinnvoll
mit dem in den vorangegangenen Kapiteln beschriebenen Modell (dem EModell) zu
vergleichen, sollten dessen Parameter so gewahlt werden, dass sie - soweit moglich - denen
des EModells entsprechen. Die Parameter der nicht-proliferativen Kompartimente wurden
unverandert iibernommen. Von den Parametern der proliferativen Kompartimente CFU-E
und PEB konnten aufgrund der in Abschnitt 6.3 auf Seite 147 beschriebenen Annahmen,
denen ein ApModell Rechnung tragen muss, nur die Parameter fir Z"°" und TD™"

unverandert ibernommen werden.
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6 Ergebnisse der Betrachtung der Apoptose

6.6.1 Die Parameter des ApModells

Tabelle 6.3 zeigt die Parameter des Kompartiments CFU-E des ApModells im Vergleich
zu denen des EModells.

Die Parameter des Kompartiments PEB des ApModells werden im Vergleich zu denen
des EModells in Tabelle 6.4 auf der néchsten Seite préasentiert.

Die Anzahlen n}'°" und n{"** der "realen” Zellteilungen sind dabei wie folgt bestimmt
worden: fir das EModell wird hier angenommen, dass keine Apoptose stattfindet, was zu
dem Ansatz n;" = logs Z;" flihrt; fiir das ApModell wurde angenommen, dass diese Anzahl
vom EPO-Spiegel und vom Mikroenvironment unabhéngig ist, und dementsprechend der

Ansatz

n; = max(loga Z""  1oga Z7°"  loga Z"%% | loga Z74F) (6.12)

TKM? T Milz’ TKM ¥ Milz

gewahlt.

Tabelle 6.3: Vergleich der CFU-E Parameter des Modells der allein durch Apoptose
gesteuerten Erythropoese mit denen des "normalen” Erythropoese-Modells

Modell-Parameter Modell Symbol Knochenmark Milz
i = CFU-E ApModell EModell ApModell EModell

Transitzeit der CFU-E

nor. Bedingungen rer, rer 67,3 33,0 67,3 44,0
max. Stimulation Tmin Tmin 67,3 38,2 67,3 63,0
Verdoppelungszeit der CFU-E

nor. Bedingungen — TD}", TD;" 22,4 11,0 16,8 11,0
max. Stimulation — TD;"", TD™" 11.9 7,0 7,0 7,0
Apoptose-Rate der CFU-E

nor. Bedingungen q;°", qrr 0,38 0,0 0,33 0,00
max. Stimulation qmer, gt 0,25 0,0 0,00 0,00
Amplifikation der CFU-E

nor. Bedingungen zper, Zper 8,0 8,0 16,0 16,0
max. Stimulation Zrer, zmer 50,0 44,0 510,0 780,0
Anzahl der realen Zellteilungen der CFU-E

nor. Bedingungen ne’, nrer 9,0 3,0 9,0 4,0
max. Stimulation n;teT, nner 9,0 5,5 9,0 9,6
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6.6 Das Apoptose-Modell

Tabelle 6.4: Vergleich der PEB Parameter des Modells der allein durch Apoptose gesteu-
erten Erythropoese mit denen des "normalen” Erythropoese-Modells

Modell-Parameter Modell Symbol Knochenmark Milz

1= PEB ApModell EModell ApModell EModell
Transitzeit der PEB
nor. Bedingungen e, Ter 28,0 440 28,0 440
max. Stimulation Tmin Tmin 28,0 29.5 28,0 21,8
Verdoppelungszeit der PEB
nor. Bedingungen — TD}", TD;" 7,0 11,0 7,0 11,0
max. Stimulation — TD;"", TD™" 7.8 7,0 22,0 7,0
Apoptose-Rate der PEB
nor. Bedingungen q;°", qrr 0,0 0,0 0,0 0,0
max. Stimulation qiteT, gt 0,1 0,0 0,4 0,0
Amplifikation der PEB
nor. Bedingungen zper, Zper 16,0 16,0 16,0 16,0
max. Stimulation A AL 12,0 18,5 2,4 8,7
Anzahl der realen Zellteilungen der PEB
nor. Bedingungen n°’, nrer 4,0 4,0 4,0 4,0
max. Stimulation nar prnaer 4,0 42 4,0 3,1

3 (2

6.6.2 Die Modellrechnungen

Die Modellrechnungen fiir das ApModell wurden analog zu denen des EModells durchge-
fithrt (s. Kapitel 2 auf Seite 45).

6.6.2.1 Die Ergebnisse der Modellrechnungen des ApModells

In diesem Kapitel werden die Dosis-Wirkungs-Beziehungen des ApModells beschrieben

und mit denen des EModells verglichen.
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6 Ergebnisse der Betrachtung der Apoptose

6.6.2.1.1 Die Dosis-Wirkungs-Beziehungen des ApModells Die folgenden Abbildun-
gen zeigen die Dosis-Wirkungs-Beziehungen der Amplifikation (Abbildung 6.4), der
Verdoppelungszeit (Abbildung 6.5 auf der néchsten Seite), der Gesamttransitzeit (Abbil-
dung 6.6 auf Seite 161) und der Apoptose-Rate (Abbildung 6.7 auf Seite 162) getrennt
fiir die CFU-E und die proliferativen Erythroblasten des ApModells.

CE und PEB
10°

[P ——  CEKM

------- CE Milz

----- PEB KM
PEB Milz

10

Amplifikation

i
-
ikl R

10°
10 10 10 10
EPO Spiegel

0 1 2 3

Abbildung 6.4: Dosis-Wirkungs-Beziehungen der Amplifikation der CFU-E und der pro-
liferativen Erythroblasten (PEB) in KM und Milz fiir das ApModells

Amplifikation Abbildung 6.4 zeigt, dass auch im ApModell die Mikroenvironments des
Knochenmarks und der Milz durch unterschiedliche Dosis-Wirkungs-Kurven charakteri-
siert sind. Wie beim EModell demonstrieren sie, dass das effektive regulatorische Fenster,
in welchem Verdnderungen der Amplifikation mdglich sind, in beiden Mikroenvironments
auf einen Erythropoetin-Spiegel im Bereich von dem 1- bis 10-fachen der Norm beschréankt
ist, und dass sich die Maxima erheblich unterscheiden. Die maximale Amplifikation ist
im Knochenmark um den Faktor 4,7 (6,25 in den CFU-E mal 0,75 in den PEB) erhoht,
und der korrespondierende Faktor der Amplifikation in der Milz betriagt 4,8 (31,88 in
den CFU-E mal 0,15 in den PEB) im Vergleich zum Kontrollwert. Die entsprechenden
Werte des EModells liegen in Knochenmark und Milz héher (s. Kapitel 2.4 auf Seite 75):
Im Knochenmark ist der Wert des EModells um den Faktor 1,4 (gf;) und in der Milz um
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6.6 Das Apoptose-Modell

den Faktor 5,5 (246; ’85) grofer. Ein Abfall der Amplifikation in den PEB-Kompartimenten
der Milz und des Knochenmarks muss auch beim ApModell angenommen werden. Es
ist sonst keine akzeptable Ubereinstimmung dieses Modells mit den experimentellen
Daten zu erzielen. Die biologischen Implikationen, die sich - so viel sei hier schon gesagt -
deutlich von denen des EModells unterscheiden, werden weiter unten in Abschnitt 6.8

auf Seite 173 diskutiert.

CE und PEB
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Abbildung 6.5: Dosis-Wirkungs-Beziehungen der Verdopplungszeiten der CFU-E und der
proliferativen Erythroblasten (PEB) in KM und Milz des ApModells

Verdopplungszeiten Abbildung 6.5 zeigt die Verdopplungszeiten der CFU-E und der
proliferativen Erythroblasten in Knochenmark und Milz. (Auf die Darstellung der Rei-
fungszeit der nicht-proliferativen Erythroblasten (MEB) wurde verzichtet, da diese der
bereits in Abbildung 3.4 auf Seite 85 fiir das EModell gezeigten entspricht.) Waren im
EModell die Verdopplungszeiten selbst vom Erythropoetin-Spiegel abhéngig, so errechnen
sie sich im ApModell aus der konstanten Transitzeit von 67,11 h fiir die CFU-E und 28 h
fiir die PEB und der Amplifikation (Gleichung: (2.47) auf Seite 67). Dies zeigt sich u.a.
daran, dass die Kurven keinen einheitlichen Verlauf mehr zeigen. Allein die CFU-E in der
Milz erreichen bei maximaler Stimulation eine Verdoppelungszeit, die der angenommenen

Zellzykluszeit von 7 h entspricht. Die minimalen Verdopplungszeiten der CFU-E und
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6 Ergebnisse der Betrachtung der Apoptose

PEB im Knochenmark liegen mit 11,53 h bzw. 7,92 h dariiber. Das extremste ”Verhalten”
zeigen die PEB der Milz. Deren Verdoppelungszeit entspricht bei normalen Bedingungen
der Zellzykluszeit von 7 h und betragt bei maximaler Stimulation 22,02 h.
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Abbildung 6.6: Dosis-Wirkungs-Beziehungen der Gesamttransitzeit in KM und Milz des
ApModells

Transitzeit Abbildung 6.6 zeigt die Gesamttransitzeit der CFU-E, PEB und MEB in
Knochenmark und Milz. Anders als beim EModell beruht die Verkiirzung der Gesamttran-
sitzeit allein auf der verkiirzten Reifungszeit der nicht proliferierenden Erythroblasten,
da die Transitzeit der proliferativen Zellen als konstant angenommen wird. Im ApModell

existiert kein Unterschied der Transitzeiten von Knochenmark und Milz.
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Abbildung 6.7: Dosis-Wirkungs-Beziehungen der Apoptose-Raten der CFU-E und der
proliferativen Erythroblasten (PEB) in KM und Milz des ApModells

Apoptose-Rate Abbildung 6.7 zeigt die Apoptose-Rate der CFU-E und PEB fiir Kno-
chenmark und Milz. Interessant ist, dass auch hier das regulatorische Fenster im Bereich

von dem 1- bis 10-fachen des normalen modell-internen Erythropoetin-Spiegels liegt.

6.6.2.2 Die Auswirkungen der fiir das ApModell ermittelten

Dosis-Wirkungs-Beziehungen auf das gesamte erythropoetische System

Die Abbildungen 6.8 auf der nichsten Seite und 6.9 auf Seite 164 zeigen die Auswirkungen
der in den Abbildungen 6.4 auf Seite 158, 6.5 auf Seite 159, und 6.6 auf der vorherigen Seite
gezeigten Kurven auf den proliferierenden Teil des erythropoetischen Systems (beginnend
mit den BFU-E und endend mit den residualen Retikulozyten) in der normalen und
der maximal stimulierten Situation. Wie in den entsprechenden Abbildungen fiir das
EModell ( 3.5 auf Seite 86 und 3.6 auf Seite 87) beschreibt die X-Achse die Lokalisation
der Zellstufen in der erythropoetischen Entwicklungslinie in Bezug auf die Zeit, die nach
dem Eintritt der Zellen in das BFU-E-Kompartiment verstrichen ist, und die Y-Achse
die Zelldichte in logarithmischer Auftragung. Es werden zwei Situationen miteinander

verglichen: die nicht stimulierte, normale Erythropoese (durchgezogene Linie) und die
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Abbildung 6.8: Die Auswirkungen der fiir das ApModell ermittelten Dosis-Wirkungs-
Beziehungen auf das erythropoetische System im Knochenmark
Die vertikalen Linien reprasentieren die Grenzen zwischen den BFU-E / CFU-E, CFU-E
/ PEB, PEB / MEB, MEB / RETR (von links nach rechts).
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Abbildung 6.9: Die Auswirkungen der fiir das ApModell ermittelten Dosis-Wirkungs-
Beziehungen auf das erythropoetische System in der Milz
Die vertikalen Linien reprasentieren die Grenzen zwischen den BFU-E / CFU-E, CFU-E
/ PEB, PEB / MEB, MEB / RETR (von links nach rechts).
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6.6 Das Apoptose-Modell

maximal stimulierte Erythropoese (unterbrochene Linie). Abbildung 6.8 auf Seite 163
illustriert diese beiden Situationen fiir das Knochenmark und Abbildung 6.9 auf der
vorherigen Seite fiir die Milz. Wie in den bereits erwihnten Abbildungen fiir das EModell
repréasentieren die vertikalen Linien die Grenzen zwischen BFU-E / CFU-E, CFU-E /
PEB, PEB / MEB, MEB / RETR (von links nach rechts). Im Unterschied zu den EModell-
Abbildungen verschieben sich die Grenzlinien CFU-E/PEB und PEB/MEB nicht, da fiir
die beiden Kompartimente CFU-E und PEB konstante Transitzeiten angenommen wurden.
Die Verschiebung der Grenzlinie MEB/RETR und das ”Verschwinden” der Grenzlinie
RETR/RETC finden sich genauso in den EModell-Abbildungen, weil den beiden Modellen
identische Annahmen iiber die MEB- und RETR-Kompartimente zugrunde liegen. In
den EModell-Abbildungen war die Steigung der Diagonalen in den CFU-E und den
PEB fiir die jeweils betrachtete Situation identisch. In den ApModell-Abbildungen ist
dieses hingegen nicht der Fall. Verantwortlich dafiir sind die Verdopplungszeiten: Im
EModell waren diese im CFU-E- und PEB-Komartiment identisch (11 h unter normalen
Bedingungen und 7 h bei maximaler Stimulation) mit der Folge, dass pro Zeiteinheit
das gleiche relative Wachstum realisiert wird. Im ApModell unterscheiden sich die
Verdopplungszeiten der CFU-E und PEB, mit der Folge, dass pro Zeiteinheit nicht das
gleiche relative Wachstum realisiert wird. Im Knochenmark betrégt die Verdoppelungszeit
der CFU-E in der normalen Situation 25,2 h und die der PEB 7 h. Zwar fillt bei
maximaler Stimulation der Unterschied der Verdopplungszeiten der CFU-E und PEB
im Knochenmark in Abbildung 6.8 auf Seite 163 wegen der logarithmischen Auftragung
nicht mehr deutlich auf, wenn er auch existiert: die Verdoppelungszeit der CFU-E
betragt 11,6 h und die der PEB betrigt 9,3 h. In der Milz dagegen besteht in beiden
Situationen ein deutlicher Unterschied zwischen den Verdopplungszeiten der beiden
Kompartimente, der sich auch augenfillig in Abbildung 6.9 auf der vorherigen Seite zeigt.
Unter normalen Bedingungen betrigt die Verdoppelungszeit der CFU-E 18,9 h und die
der PEB 7 h. Bei maximaler Stimulation wird die Verdoppelungszeit der CFU-E auf
7 h reduziert und die der PEB auf 22 h erh6ht. Ebenfalls aufgrund der logarithmischen
Auftragung der Zelldichte ist beim Vergleich der Abbildungen 6.8 auf Seite 163 und 6.9
auf der vorherigen Seite mit den Abbildungen 3.5 auf Seite 86 und 3.6 auf Seite 87
die unterschiedlich hohe maximale Amplifikation der beiden Modelle, die insgesamt
innerhalb der CFU-E- und PEB-Kompartimente realisiert wird (Zcru—g - ZpEB), erst
bei genauerem Hinsehen erkennbar (KM: EModel = 814 & ApModell = 600; Milz:
EModel = 6786 & ApModell = 1224).
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6 Ergebnisse der Betrachtung der Apoptose

6.6.3 Der Effekt der Apoptose auf die Amplifikation im ApModell
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Abbildung 6.10: Diese Abbildung zeigt die Auswirkungen der fiir das ApModell ermittel-
ten Dosis-Wirkungs-Beziehungen auf das erythropoetische System im
Knochenmark, wobei angenommen wird, dass Apoptose nur beim Uber-
tritt der Zellen von einem Kompartiment in das nachfolgende stattfindet
und die apoptotischen Zellen sofort vernichtet werden. Bei dieser Art
der Darstellung treten die Effekte der Apoptose auf die proliferativen
Kompartimente deutlicher hervor.
Die vertikalen Linien reprisentieren die Grenzen zwischen den BFU-E / CFU-E,
CFU-E / PEB, PEB / MEB, MEB / RETR (von links nach rechts).

Die Abbildungen 6.10 und 6.11 auf der néchsten Seite zeigen den Effekt der Apoptose
auf die Amplifikation im ApModell unter der Annahme, dass die Apoptose nur beim
Ubertritt der Zellen von einem Kompartiment in das nachfolgende stattfindet und die
apoptotischen Zellen sofort vernichtet werden. Das bedeutet, dass es nur noch zwei
Typen von Stammbéumen gibt: einen, in welchem nicht eine Einzige der Tochterzellen

apoptotisch wird, und einen, der einfach keine Tochterzelle aufweist.

Wie in den zuvor gezeigten und besprochenen ApModell- und EModell-Abbildungen be-
schreibt die X-Achse die Lokalisation der Zellstufen in der erythropoetischen Entwicklungs-
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Abbildung 6.11: Diese Abbildung zeigt die Auswirkungen der fiir das ApModell ermit-
telten Dosis-Wirkungs-Beziehungen auf das erythropoetische System in
der Milz, wobei angenommen wird, dass Apoptose nur beim Ubertritt
der Zellen von einem Kompartiment in das nachfolgende stattfindet
und die apoptotischen Zellen sofort vernichtet werden. Bei dieser Art
der Darstellung treten die Effekte der Apoptose auf die proliferativen
Kompartimente deutlicher hervor.

Die vertikalen Linien représentieren die Grenzen zwischen den BFU-E / CFU-E,
CFU-E / PEB, PEB / MEB, MEB / RETR (von links nach rechts).
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6 Ergebnisse der Betrachtung der Apoptose

linie in Bezug auf die Zeit, die nach dem Eintritt der Zellen in das BFU-E-Kompartiment
verstrichen ist, und die Y-Achse die Zelldichte in logarithmischer Auftragung. Die Ska-
lierung der Y-Achse der Abbildungen 6.10 auf Seite 166 und 6.11 auf der vorherigen
Seite (0,1 bis 100 000) unterscheidet sich aber erheblich von der in den vorhergehenden
ApModell- und EModell-Abbildungen (0,1 bis 100), was aufgrund der logarithmischen

Skalierung einen erheblichen Einfluss auf die Darstellung hat.

Der Anteil (ea = eq;) der in ein Kompartiment (K;) einstromenden Zellen, der - unter
der oben genannten Voraussetzung bei maximaler Stimulation - nicht durch Apoptose

verloren geht, kann mit der Formel:

Z;

i genr Mingits)

(6.13)

€di = 2maa:(

berechnet werden. (Zur Erinnerung: Das Konzept der allein durch Apoptose gesteuerten
Erythropoese basiert u.a. auch auf der Annahme, dass die nicht apoptotischen Zellen
ein unveranderliches Teilungs-und Differenzierungsprogramm durchlaufen, was bedeutet,
dass dieses auch unabhéngig vom Mikroenvironment ist.) Der Einstrom (X, ), der unter

den genannten Annahmen realisiert wird, berechnet sich dann entsprechend der Formel:

Kiein == Kifl(ws(l — e(ll'). (614)

Zwei verschiedene Szenarien werden in jeder der beiden Abbildungen 6.10 auf Seite 166
und 6.11 auf der vorherigen Seite einander gegeniibergestellt. Beiden Szenarien liegen die

Parameter des ApModells zugrunde.

e Szenarium Nummer 1 (durchgezogene Linie) entspricht dem ApModell bei normaler

Stimulation.

e Szenarium Nummer 2 (unterbrochene Linie) entspricht dem ApModell bei maximaler

Stimulation.

In Abbildung 6.10 auf Seite 166 wird deutlich, dass im Knochenmark eine erhebliche
Reduktion der Anzahl der in das CFU-E-Kompartiment einstrémenden Zellen bei normaler
und maximaler Stimulation stattfindet. Der Anteil der Zellen, die nicht der Apoptose
unterliegen, betriagt bei maximalem EPO-Spiegel knapp 10% (bei normalem EPO-
Spiegel liegt der Anteil bei ca. 1,5%), oder in anderen Worten: 90 bzw. 98 % aller
im BFU-E-Kompartiment zuvor produzierten Zellen werden nach ihrem Ubertritt in
das CFU-E-Kompartiment vernichtet. Alle vom CFU-E-Kompartiment in das PEB-

Kompartiment tibergehenden Zellen kénnen bei normaler Stimulation ihr Teilungs- und

168
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Differenzierungsprogramm durchlaufen. Bei maximaler Stimulation jedoch werden 25 %

aller zuvor im CFU-E-Kompartiment produzierten Zellen wieder eliminiert.

In Abbildung 6.11 auf Seite 167 ist gut zu erkennen, dass die lienalen CFU-E bei
maximalem EPO-Spiegel das maximal mégliche Amplifikationspotential ausschépfen und
somit keine der aus dem BFU-E-Kompartiment in das CFU-E-Kompartiment wechselnden
Zellen der Apoptose unterliegen. Bei normalem EPO-Spiegel betrigt der Anteil der durch
Apoptose verloren gehenden Zellen knapp 97 %. Das gegenteilige Verhalten weist das PEB-
Kompartiment auf: bei normaler Stimulation findet keine Apoptose statt; bei maximaler
Stimulation werden 85 % der zuvor im CFU-E-Kompartiment produzierten Zellen wieder
vernichtet. (In der Abbildung wird dieses wegen der logarithmischen Auftragung nicht in

seinem ganzen Ausmaf deutlich.)

6.7 Ein Vergleich des ApModells mit dem EModell

Die Abbildungen 6.12 auf dieser Seite bis 6.17 auf Seite 172 vergleichen die Ergebnisse
der Modellberechnungen des ApModells mit denen des EModells. Analog zu den Ab-
bildungen 3.7 auf Seite 88 bis 3.11 auf Seite 91 werden die relativen Anderungen der
Zellzahlen in Knochenmark, Milz und peripherem Blut dargestellt.
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Abbildung 6.12: ApModell: CFU-E
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Abbildung 6.13: ApModell: proliferative Erythroblasten (PEB)

Abbildung 6.12 auf der vorherigen Seite stellt die relative Anderung der CFU-E und
Abbildung 6.13 die relative Anderung der proliferativen Erythroblasten dar. Die Ab-
bildungen zeigen, dass die beiden Modelle weitgehend {ibereinstimmende Ergebnisse

liefern.

Abbildung 6.14 auf der nichsten Seite demonstriert die relative Anderung der reifenden
Erythroblasten und Abbildung 6.15 auf der néichsten Seite stellt die relative Anderung der
Erythroblasten dar. Wenn sich auch beim Vergleich der reifenden Erythroblasten erste
Unterschiede finden, so liefern beide Modelle weitgehend iibereinstimmende Ergebnisse

fir die Erythroblasten in ihrer Gesamtheit.

Abbildung 6.16 auf Seite 172 zeigt die relative Anderung der RETC und der ERY. Aus
der Abbildung ergibt sich, dass die RETC-Werte, wie auch die ERY-Werte des ApModells

generell unterhalb der des EModells liegen, wenn Stimulation stattfindet.

In Abbildung 6.17 auf Seite 172, welche die Anderung des Himatokrits darstellt, zeigt
sich das gleiche Phidnomen. Auch hier liegen die HKT-Werte des ApModells nach 10

tégiger, konstanter Stimulation fiir jeden betrachteten EPO-Spiegel unterhalb der Werte
des EModells.
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Abbildung 6.14: ApModell: reifende Erythroblasten (MEB)
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Abbildung 6.15: ApModell: Erythroblasten (EB)
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Abbildung 6.16: ApModell: rote Blutzellen (RETC und ERY)

Héamatokrit

—— Tag 10 ApModell
..... Tag 100 ApModell
-—-- Tag 10 EModell

0.4 1

0.3F b

0.2 -

0.1F b

o . .
10° 10 10° 10°

EPO Spiegel

Abbildung 6.17: ApModell: Hamatokrit (HKT)

172



6.8 Diskussion: EModell versus ApModell

6.8 Diskussion der Ergebnisse des Vergleichs des EModells mit
dem ApModell

Der Parametersatz des ApModells unterscheidet sich deutlich von dem des EModells.
Trotzdem weisen beide Modelle eine vergleichbar gute Ubereinstimmung mit den expe-
rimentellen CFU-E, PEB und EB Werten auf. Insofern wére gegen das ApModell kein
Einwand zu erheben. Betrachtet man aber den Parametersatz des ApModells genauer, so

fallen einige Besonderheiten auf:

e Die Apoptose-Rate der CFU-E im Knochenmark fallt nicht auf 0 ab, wie in der
Milz, d.h. Apoptose findet im CFU-E Kompartiment des Knochenmarks auch bei

maximaler EPO-Stimulation statt.

e Die Amplifikation der proliferativen Erythroblasten der Milz geht von 16 auf 2,4
zuriick. Daraus ergibt sich (vgl. Tabelle 6.4 auf Seite 157), dass die Apoptose-Rate
im PEB Kompartiment der Milz mit zunehmender EPO-Stimulation von 0.0 auf 0.4
ansteigt. Die Erklarung des wesentlich moderateren Abfalls der Amplifikation der
proliferativen Erythroblasten der Milz (von 16 auf 8,5) im EModell (s. Kapitel 3
auf Seite 81) kann hier nicht tibernommen werden. Eine der Grundannahmen des
ApModells ist es ja schliellich, dass die proliferativen Zellen, die nicht der Apoptose
unterliegen, immer ein konstantes Teilungs- und Differenzierungsprogramm durch-
laufen (s. Abschnitt 6.3 auf Seite 147). Wenn aber die Apoptose-Rate der PE B ;.
mit zunehmendem EPO-Spiegel ansteigt, miisste es moglich sein, dieses Verhalten
unter geeigneten Bedingungen in vitro nachzuweisen. Eine solche Beobachtung ist
jedoch nicht in der entsprechenden Literatur verzeichnet worden, und sie wére auch

schwer zu deuten.

e Die Reaktion der erythropoetischen Zellen in der Milz auf Erythropoetin éndert sich
beim Ubertritt der Zellen vom CFU-E-Kompartiment in das PEB-Kompartiment:
die Apoptose-Rate der lienalen CFU-E féllt mit steigendem EPO-Spiegel von 0,33
auf 0 und die der lienalen PEB steigt von 0 auf 0,4 (vgl. Tabelle 6.3 auf Seite 156).

e Das erythropoetische System geht recht verschwenderisch mit den Ressourcen des
Organismus um: die mit Energie- und Materialverbrauch im lienalen CFU-E Kom-
partiment produzierten Zellen sterben zu ca. 85 % (1 — (2,4/16)) im nachfolgenden

PEB-Kompartiment, was wiederum den Einsatz von Energie erfordert.

Insbesondere kann festgehalten werden, dass es die dem ApModell zugrunde gelegten

Annahmen nicht erlauben ein System zu konstruieren, welches die experimentellen
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6 Ergebnisse der Betrachtung der Apoptose

Hamatokrit-Werte reproduzieren kann, wenn zugleich einen gute Ubereinstimmung mit

den experimentellen Daten zur Proliferation von CFU-E und Erythroblasten erzielt
werden soll (vgl. Abbildung 6.17 auf Seite 172).

Das Ergebnis des Modellvergleichs sollte zum Anlass genommen werden, die experimen-

tellen Daten noch einmal kritisch zu tberpriifen. Sind sie wirklich nur im Sinne des

ApModells zu deuten? Hat Erythropoetin keinen Einfluss auf die Zellzykluszeit und die

Anzahl der effektiven Zellteilungen einer erythropoetischen, proliferierenden Zelle? Im

Folgenden seien einige weitere Aspekte genannt, die dieses, ebenso wie die hier angestellten

Betrachtungen, zumindest fraglich erscheinen lassen:

1. Die Dosis des in die Kultur eingebrachten Erythropoetins (500 mU/ml) [56]

entspricht dem am Tag 1 nach einer 3-tdgigen TAP-Gabe in vivo gemessenen
Erythropoetin-Spiegel (500 mU/ml, in [50] wird ausgesagt, dass 50 mU/ml EPO in
vitro dem normalen Erythropoetin-Spiegel in vivo entsprechen). Da die untersuchten
CFU-E aus der Milz von mit TAP und Aderlass behandelten Tieren nach einer
Erholungsphase von drei bis vier Tagen gewonnen wurden, ergibt sich die Frage
nach dem zu diesem Zeitpunkt in vivo vorliegenden Erythropoetin-Spiegel. Sollte
dieser sich auf einem dhnlich hohem Niveau befinden, konnte das bedeuten, dass
die gewonnenen CFU-E bereits stimuliert sind und somit die zusétzliche Gabe von
Erythropoetin keinen Effekt auf die Zellzykluszeit und die Anzahl der effektiven
Zellteilungen mehr zeitigen kann. Des Weiteren ist zu bedenken, dass sich eventuell
die CFU-E der Milz anders verhalten als die des Knochenmarks.

. Die Uberpriifung der Erythropoetin-Abhingigkeit der Apoptose erfolgte in [130]

nach dem Alles-oder-Nichts-Prinzip: den untersuchten CFU-E-Kulturen wurde
entweder Erythropoetin oder kein Erythropoetin zugegeben, das heifit, das Verhalten

der Zellen in der Kultur wurde nur fir extreme Situationen untersucht.

Der normale Erythropoetin-Spiegel in vivo betrégt ca. 15 bis 30 mU/ml, und
ab einer Erythropoetin-Konzentration von 50 mU/ml in vitro fand sich nur sehr
wenig DNA mit niedrigem Molekulargewicht in den Zellkernen [56]. Kénnte nicht
eine Erythropoetin-Konzentration von 50 mU/ml in vitro vergleichbar mit dem
normalen Erythropoetin-Spiegel in vivo sein [50], und bedeuten dann nicht diese
Ergebnisse, dass unter normalen Bedingungen Apoptose nur selten auftritt? So
wird in [211] berichtet, dass sich in gesunden Ratten kein Hinweis aus Apoptose
von erythropoetischen Zellen erythroblastischer Inseln des Knochenmarks finden
lief3.

4. Modifizierte Kultur-Systeme ermoglichen es CFU-E bereits mit geringer
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Erythropoetin-Konzentration (0.003 mU/ml) zu stimulieren, ohne dass sich Hin-
weise fiir Apoptose finden lassen [215]. Es stellt sich damit die Frage, welche
Kultur-Systeme die Verhéltnisse in vivo am besten reprasentieren. Des Weiteren
zeigt dies, dass Interpretationen von in vitro Daten in Bezug auf die Verhéltnisse
in vivo eine gewisse Unsicherheit anhaftet. Auch der in [191] gefunden Unterschied
in der relativen Anzahl apoptotischer Zellen in vitro und in vivo und die in [24]
beschriebene Beobachtung, dass Erythropoetin in niedrigen Konzentrationen (0.05-
0.1 U/ml) Differenzierung induziert und in hohen Konzentrationen (0.5-10.0 U/ml)

zur Zellvermehrung anregt, eréffnen Interpretationsspielrdume.

. Erythropoetin und der Erythropoetin-Rezeptor sind essentiell fiir die irreversible
terminale Differenzierung embryonaler CFU-E in Erythrozyten, nicht aber fiir die
Produktion von BFU-E und CFU-E [205]. Vermittler dieser Funktion des Erythro-
poetins im Zusammenspiel mit dem Erythropoetin-Rezeptor konnte Bcl-XL sein.
In [191] und [148] wird fiir erwachsene Méuse mit defizitdrer Bel-XL-Exprimierung
gezeigt, dass sie nur bedingt zur terminale Differenzierung von Erythroblasten fahig
sind, wohl aber zur Bildung unreifen erythropoetischen Zelle in Kochenark und
Milz. Fir letztere finden sich erhohte Werte in Antwort auf die bestehende Anémie.
Bcl-XL vermittelt nicht die in vitro beobachteten antiapoptotischen Effekte von
Erythropoetin auf die frithen Bel-XL defizitdren Erythroblasten [148].

. Die erythropoetische Progenitorzell-Linie HCD-57 benétigt Erythropoetin fiir die
Proliferation und das Uberleben [175],[168]. Werden diese Zellen mit einem retro-
viralen Vector fir humanes Bcl-XL und Bcl-2 infiziert, so horen sie in Abwesenheit

von Erythropoetin auf zu proliferieren aber iiberleben [168].

. Um in vitro anhaltend zu proliferieren, bendtigen unreife 1/11-Bel-XL-
Erythroblasten Erythropoetin, Stem-Cell-Factor (SCF), Dexamethason (Dex) und
Insulin-dhnlichen Wachstumsfaktor (IGF-1) [39]. Die Bcl-XL exprimierende I/11-
Erythroblasten durchlaufen eine festgelegt terminale Differenzierung zu Erythrozy-
ten unabhéngig von jedweden exogenen Signalen. Dabei erfolgen drei Zellteilungen.
In sich erneuernden, priméren Erythroblasten wird Bcl-XL so gut wie nicht expri-
miert. In reifenden erythropoetischen Zellen wird die Exprimierung von Bcl-XL in
Abhéngigkeit von Erythropoetin stark erhéht. Primdre WT-Bcl-XL-Erythroblasten
bilden in vitro auch ohne Erythropoetin CFU-E-Kolonien in normaler Anzahl und
Grofle.

. FLI-1 (Friend Leukemia Integration 1 Transcription Factor) blockiert die Apoptose

von Erythroblasten, welche normalerweise nach Entzug von Erythropoetin einsetzt.
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Des Weiteren unterbindet FLI-1 die terminale Differenzierung von Erythroblasten
in Reaktion auf Erythropoetin und regt diese zur Proliferation an [140]. FLI-
1 ist in der Lage Erythroblasten von Erythropoetin-induzierter Differenzierung
auf Erythropoetin-induzierte Proliferation umzuschalten [216]. Es wird vermutet,
dass FLI-1 indirekt den Erythropoetin-Erythropoetin-Rezeptor Transduktionspfad
moduliert [216].

9. Verschiedene Studien unterstiitzen die Auffassung, dass die Expression von c-myc
eine wesentliche Rolle bei der Aktivierung der Proliferation und des programmierten
Zelltodes spielt [7], [208], [18].

Zusammenfassend lésst sich sagen, dass die genauen Mechanismen der Interaktion von
Zellen mit ihrem Mikroenvironment und mit ihren Wachstumsfaktoren noch immer nicht
vollstandig aufgeklért sind. Der Vergleich des EModells mit dem ApModell legt zumindest
eines nahe: Die Erythropoese ist eingebettet in ein komplexes Netzwerk, in welchem
Erythropoetin nicht nur die Rolle des Uberlebensfaktors spielt. Die erythropoetische Zellen
zeigen Erythropoetin gegeniiber kein bestimmtes Verhaltensschema, sondern variieren es

abhéngig von ihrem eigenen Zustand und dem Zustand des Mikroenvironments.

Die Ausgangsfrage fiir die in diesem Teil der Arbeit prasentierten Ergebnisse war, ob
die in [130] entwickelten Thesen zur Rolle der Apoptose bei der durch Erythropoetin
stimulierten Erythropoese haltbar sind (vgl. 6.1 auf Seite 143). Die Ergebnisse des
Modellvergleichs EModell vs. ApModell zeigen, dass dem nicht so ist.
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7 Diskussion

7.1 Experiment und Modellanalyse

FEine der wesentlichsten Schlussfolgerungen der priasentierten Analyse ist, dass experimen-
telle Untersuchungen der Auswirkungen einer gezielten Applikation von himatopoetischen
Wachstumsfaktoren zur Bestimmung von quantitativen regulatorischen Charakteristika
der hédmatopoetischen Kontrollmechanismen von groflem Nutzen sind, wenn die Er-
gebnisse eines solchen Experiments mittels eines mathematischen Modells ausgewertet
werden. Insbesondere zeigt die Modellanalyse, dass sich viele der experimentellen Daten
iiber Zellzahlen in den verschiedenen erythropoetischen Zellkompartimenten in Knochen-
mark und Milz in ein umfassendes Regelwerk einpassen lassen, in welchem sigmoidale
Dosis-Wirkungs-Charakteristika der Amplifikation, Generations- und Reifungszeiten
eine wesentliche Rolle spielen. Trotz der Unmoglichkeit der direkten Bestimmung durch
Experimente kénnen diese konzeptionell bedeutungsvollen Systemeigenschaften aus den

experimentell verfliigbaren Daten mittels eines mathematischen Modells abgeleitet werden.

7.2 Die Ergebnisse der Modellanalyse des erythropoetischen

Systems

Das Modell des erythropoetischen Systems der Maus konnte deutlich verbessert wer-
den. Verschiedene Modellaspekte wurden im Kontext der experimentellen Daten neu

interpretiert.
Die spezifischen Schlussfolgerungen fiir das erythropoetische System sind:
Erythropoetin induziert

e zuséatzliche zelluldre Amplifikation,

e eine Verkiirzung der Generationszeit der proliferativen Zellen und

e cine Verkiirzung der Reifungszeit der nicht-proliferativen Zellen.
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Alle diese Effekte sind dosis-abhéngig und zeigen ein Sattigungs-Phinomen mit einem re-
gulatorischen Fenster im Bereich von 1 bis 10 U rhEPO/Maus/Tag. Es deutet sich an, dass
der limitierende Faktor fiir die Amplifikation und ggf. die Fahigkeit zur Selbsterneuerung
nicht in den Zellen liegt.

Die Maxima der Dosis-Wirkungs-Kurven der Amplifikation in Knochenmark und Milz
unterscheiden sich deutlich. In der Milz liegt das Maximum wesentlich iiber dem des
Knochenmarks (ZMizmaz — 141 657 vs. ZKM-maz — 96,048 mit Zg/mz =1 und ZéfM =

1)).
Der Zugewinn an Amplifikation durch Erythropoetin wird hauptséchlich innerhalb des
CFU-E Kompartiments realisiert.

7.3 Unterschiede zu den vorangegangenen Modellen

Diese aus der Analyse der Gleichgewichts-Daten gewonnenen Schlussfolgerungen stehen in
guter Ubereinstimmung mit denen aus fritheren Analysen dynamischer Erholungsprozesse.
Im Vergleich zu den vorangegangenen Modellen ([198], [136], [109]) wurden in dem hier

vorgestellten Modell einige Anderungen vorgenommen.

e Die Interpretation und Repréasentation der Transitzeit proliferativer Kompartimente
wurde den biologischen Gegebenheiten angepasst. Ausgangspunkt der Betrach-
tungen ist nun die Verdoppelungszeit (s. Abschnitt 3.1.2 auf Seite 83). Es wird
angenommen, dass jede durchschnittliche Zellverdoppelung einer gewissen Zeit, der
Verdoppelungszeit, bedarf, welche Erythropoetin-abhéngig ist. Die Transitzeiten der
proliferativen Zellstadien berechnen sich nun aus der Anzahl der Zellverdoppelungen
und der Verdoppelungszeit. Sie sind damit indirekt vom Erythropoetin abhingig.
Es wird nicht mehr angenommen, dass die Transitzeit der CFU-E konstant und die
Transitzeiten der CFU-E sowie der proliferativen Erythroblasten in Knochenmark
und Milz identisch sind.

e War in den zuvor verdffentlichten Modellen der Einfachheit halber angenommen
worden, dass der Anteil der Milz konstant bei 5 % liegt, so induziert Erythropoetin
im neuen Modell dosis-abhéngig eine Migration von Stammzellen und BFU-E vom
Knochenmark in die Milz (s. Abschnitt 2.2.2.2.1 auf Seite 49). Der Anteil der Milz

an der Erythropoese variiert nun zwischen 3 % und 30 %.

e Die Netto-Amplifikation der proliferativen Erythroblasten der Milz scheint unter

Erythropoetin-Stimulation reduziert und nicht, wie bisher angenommen, konstant
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oder erhoht (s. Abschnitt 3.1.1 auf Seite 81). Dieses Milz-spezifische Phanomen kann
durch eine relative Verschiebung von Amplifikation in das CFU-E Kompartiment
zulasten des Kompartiments der proliferativen Erythroblasten erklart werden. Es
weist zudem daraufhin, dass spezifische Interaktionen zwischen der Zellentwicklung

und dem Mikroenvironment bestehen. !

e Die Normalwerte der erythropoetischen Gesamtamplifikation wurden nach unten
korrigiert, um eine bessere Ubereinstimmung mit den experimentellen Daten zu
erzielen (s. Kapitel 2.3.1 auf Seite 69).

e Die Apoptose als ein Steuerungselement der Erythropoese wurde eingefiihrt (s.
Kapitel 6 auf Seite 143).

7.4 Die Aussagekraft der Modellanalyse, einschrankende

Annahmen und Bedingungen

Bevor die einschriankenden Annahmen und Bedingungen néher betrachtet werden, sei

noch der folgende Hinweis gestattet:

Das Modellierungskonzept und damit das Modell erlauben es die Erythropoese der Maus
unter Beriicksichtigung der relevant erscheinenden Zellentwicklungsstufen zu modellieren.
Es ist in der Lage sowohl verschiedene Gleichgewichts- als auch verschiedene Stress-
Situationen ohne Parameterinderungen ? mit guter bis sehr guter Ubereinstimmung mit

den experimentellen Daten nachzubilden.
Es existieren eine Reihe von Einschrankungen in der prasentierten Modellanalyse.

Erstens basiert die Analyse auf der Annahme, dass die tagliche rhErythropoetin-Dosis
proportional zum effektiven Erythropoetin-Spiegel ist. Die Uberpriifung dieser Annahme
mittels eines Einkompartimentmodells der Pharmakokinetik des Erythropoetins liefert
einen Beleg dafiir, dass die Einfithrung eines Skalierungs- oder Proportionalitatsfaktors

als eine erste Ndherung an die tatsdchlichen Verhéltnisse gelten kann. Allerdings basiert

!Die Notwendigkeit der Wahl einer abfallenden Dosis-Wirkungs-Kurve fiir die Amplifikation der Erythro-
blasten erwuchs u.a. aus der Umdeutung der experimentellen Daten der Erythroblasten. War bisher
angenommen worden, dass die residualen Retikulozyten in die experimentell ermittelten Zellzahlen der
Erythroblasten eingingen, so wird nun angenommen, dass die experimentellen Erythroblastenzahlen
nur tatsdchliche Erythroblasten erfassen. Diese im neuen Modell beriicksichtigte Annahme entspricht
der der experimentell Forschenden.

2Gewisse Parameterianderungen sind selbstverstiandlich von N6ten. So zum Beispiel bei der Modellierung
eines einfachen Aderlasses. Hier ist der Startwert der Erythrozyten zu reduzieren (vgl 4.2.1 auf
Seite 102)
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das pharmakologische Modell noch auf unzureichenden Daten, so dass weitere experi-
mentelle Untersuchungen der Pharmakokinetik des exogen zugefithrten Erythropoetin
wiinschenswert sind. Um die mit einer fraktionierten Gabe von Erythropoetin verbunde-
nen Fluktuationen des Hormonspiegels zu vermeiden, bieten sich osmotische Pumpen an,
die es ermoglichen, einen kontinuierlichen, definierten Zustrom an Erythropoetin iiber
lange Zeit aufrechtzuerhalten mit der Folge eines (relativ) konstanten Hormonspiegels
fiir die Dauer des Experiments. Auch haben neuere Erkenntnisse iiber die Eliminierung
des Erythropoetins durch seine Zielzellen (insbesondere die CFU-E) [86], [26] keinen
Eingang in die hier gemachten Annahmen gefunden. Es bleibt also zukiinftigen Arbeiten
iiberlassen, dies nachzuholen. Nichtsdestotrotz kann aus der Analyse der dynamischen
Erholungsprozesse der Schluss gezogen werden, dass die im Rahmen dieser Arbeit ge-
fundenen Dosis-Wirkungs-Charakteristika des Erythropoetins die Modellierung von in
vivo Situationen mit hinreichender Ubereinstimmung mit den experimentellen Daten

ermoglicht.

Zweitens beschrinkt sich die Analyse des Gleichgewichtsexperiments auf Situationen einer
erh6hten Erythropoese. Die prasentierten Dosis-Wirkungs-Beziehungen der Amplifikation,
der Generations- und der Reifungszeit gelten nur in Féllen von Erythropoetinstimulation.
Zum jetzigen Zeitpunkt ist nicht klar, ob die gefundenen Dosis-Wirkungs-Kurven durch
Extrapolation auf den Bereich der reduzierten Erythropoese ausgedehnt werden kénnen.
Jedoch liegt die Annahme nahe, dass es einen minimalen Zustand der Erythropoese gibt,
welcher durch die im Mikroenvironment produzierten Wachstumsfaktoren - darunter

Erythropoetin - definiert wird.

Drittens konnen die absoluten Parameterwerte der zeitlichen Entwicklung (Zellzyklus-,
Generations- und Reifungszeiten) nur als grobe Schitzungen angesehen werden. Daraus
folgt, dass spezifische Experimente zur Untersuchung der Erythropoetin-abhangigen
Zellzyklusverdanderungen in vivo hilfreich wiren, um die Zusammenhénge noch besser

verstehen zu konnen.

Viertens wurde von der vereinfachten Annahme ausgegangen, dass der Gesamteinstrom
in die Erythropoese proportional zu der Gesamtzahl der BFU-E ist und die Verteilung
der BFU-E auf Knochenmark und Milz Erythropoetin-abhéingig variiert. Eine genauere
Beschreibung des Stammzell- und des BFU-E Kompartiments sowie der regulatorischen

Mechanismen der Migration ist wiinschenswert.

Fiinftens ist der Zugewinn an Amplifikation unter Stimulation eventuell unterschétzt
worden. Es gibt Hinweise [52], dass das Plasmavolumen sich moglicherweise mit anstei-

gender Anzahl roter Blutzellen erh6ht, um eine ausreichende Viskositdt des Blutes zu
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erhalten, oder dass die Lebensspanne der unter Stress gebildeten Erythrozyten um bis
zu 50 % reduziert ist [178]. Ein Modell, welches diese Effekte beriicksichtigt, wiirde eine

Korrektur der Amplifikationsmaxima in Richtung héherer Werte erfordern.

Sechstens unterschétzt das aktuelle Modell unter Umstédnden die Bedeutung der BFU-E
fiir die Realisation der zusédtzlichen Amplifikation unter Erythropoetinstimulation. Der
durch einen erhéhten Erythropoetin-Spiegel verursachte, amplifikatorische Gesamtgewinn
der Erythropoese bliebe von einer Anderung der Einschiitzung der Rolle der BFU-E
unberiihrt. Allein die Verteilung der Gesamtamplifikation auf die verschiedenen prolifera-
tiven Zellstadien miisste angepasst werden. Aufgrund der Berechnung der Transitzeiten
der proliferativen Kompartimente wire mit einer solchen Anpassung eine Anderung der

Transitzeiten der betroffenen Kompartimente verbunden.

Siebtens ist die Beschreibung der Altersstruktur der verschiedenen Kompartimente nicht
ganz addquat. Die Kompartimente werden nur durch eine gewohnliche, modifizierte
Differentialgleichung mit einem simplen Zufalls-Transitions-Term beschrieben. Diese Be-
schreibung impliziert, dass in jedem Modellkompartiment die Altersstruktur exponentiell
abfallend statt, wie es fiir eine wachsende Zellpopulation adidquat wére, exponentiell
ansteigend ist. Eine Folge dieser Beschreibung ist, dass sich Verdnderungen des Einstroms,

der Verdoppelungszeit und der Amplifikation zu schnell auf den Ausstrom auswirken.

Als letztes bleibt anzumerken, dass die Anpassung des Modells an die experimentellen
Daten nicht mittels eines formalen mathematischen Prozesses erfolgte. Das Ziel war, die
gemachten Annahmen iiber die funktionalen Beziehungen innerhalb des erythropoetischen

Systems zu begriinden und deren Potentiale zu demonstrieren.

Formale Prozeduren zur direkten Abschétzung unbekannter Parameter aus einem gegebe-
nen Datensatz mittels numerischer Algorithmen zur Losung von Parameteridentifikations-
problemen in gewthnlichen Differentialgleichungssystemen mit zusétzlichen algebraischen
Randbedingungen standen fiir diese Arbeit nicht zur Verfigung. Daher wurden hier (nur)

Sensitivitdtsanalysen durchgefiihrt.

7.5 Vorschlage fiir weitere experimentelle Untersuchungen des
erythropoetischen Systems

Die Ergebnisse der Analyse des Gleichgewichtsexperiments machen deutlich, dass die

experimentelle Untersuchung des erythropoetischen Systems nicht abgeschlossen ist;

viele Systemeigenschaften sind noch nicht hinreichend erforscht. Die durch das Modell
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vorhergesagte Abhingigkeit der Generations-, Reifungs- und (indirekt) Transitzeiten
vom Erythropoetin-Spiegel sollte experimentell in den postulierten Gréoflenordnungen
nachweisbar sein. Ein ideales Experiment wére, spezifisch markierte, erythropoetische
Zellkohorten wihrend ihrer Entwicklung von Stammzellen zu Erythrozyten zu beobachten.
Es wére interessant zu untersuchen, wie diese Zellkohorten wachsen und was die treibende

Kraft dieses Prozesses ist.

Die Entwicklung experimenteller Techniken zur direkten Bestimmung der Zellproduktion
pro Tag in vivo oder auch kiirzerer Zeitabschnitte wére ein groflien Fortschritt. Doppel-
Markierungs-Experimente im peripheren Blut, die in der Lage sind, die Zahl der innerhalb
eines kurzen Zeitabschnitts neu produzierten Erythrozyten zu bestimmen, kénnten eine

Losung darstellen.

Experimente mit Thiamphenicol, GCSF oder IL1 als Migrations-induzierenden Substanzen
bzw. Zytokine lassen vermuten, dass in der Maus die BFU-E in der Lage sind, vom
Knochenmark iiber die Blutbahn in die Milz auszuwandern und sich dort anzusiedeln. In
ihrem neuen Mikroenvironment, der Milz, sind sie nun in der Lage, pro Einzelzelle mehr

Erythrozyten zu bilden als zuvor im Knochenmark (Abbildung 3.1 auf Seite 82).

Die physiologische Rolle der Migration fiir die Maus ldsst sich an Hand der analysierten
Erholungsexperimente erkennen (Kapitel 4 auf Seite 99). Die Umverteilung eines Teils
der Erythropoese vom Knochenmark in die Milz erméglicht einen beschleunigten Aufbau
der roten Blutzellen und eine vergleichsweise rasche Erholung des Hamatokrits nach
Storungen wie Blutungen oder Applikation von Substanzen wie Thiamphenicol. Es
ist interessant, dass bei einer Reihe von genetisch anamischen Tieren, wie den LDH-
defizienten Mausen [35] und den W/WV-Méusen [166], ein extrem grofler Anteil der
Erythropoese in der Milz stattfindet. Auch andere Faktoren scheinen eine Migration der
Erythropoese induzieren zu kénnen. So wurde bei starker Stimulation der Granulopoese
durch prolongierte Applikation von GCSF eine Umverteilung der Erythropoese vom
Knochenmark in die Milz beobachtet [62]. Dieser Effekt der Gabe von GCSF mag darauf

beruhen,

e dass die Granulopoese iiber keinen der Milz vergleichbaren, im Bedarfsfalle zu
mobilisierenden Produktionsort verfiigt, somit also allein auf das Knochenmark

angewiesen ist, und,

e dass der der Himatopoese (Erythropoese + Granulopoese + Thrombopoese) zur

Verfiigung stehende Platz im Knochenmark Beschréankungen unterliegt.

Die Untersuchung der Rolle der Apoptose liefert interessante Einblicke in die der Regula-
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tion der Erythropoese zugrunde liegenden Mechanismen. Sie zeigt, dass die Annahme
eines genetisch determinierten, von jeder Zelle auf ihrem Weg von der Stammzelle zum
Erythrozyten zu durchlaufende Zellteilungsprogramm mit einer nur durch Apoptose zu
variierenden Amplifikation zu einem Modell der Erythropoese fiihrt, welches nicht mit
den experimentellen Daten in Ubereinstimmung gebracht werden kann (Abschnitt 6.7 auf
Seite 169). Das bedeutet, dass neben der Apoptose-Rate auch das zellinterne Teilungs- und
Differenzierungsprogramm Verédnderungen unterliegt, die vom Grad der erythropoetischen
Stimulation und der Lokalisation der Zellen abhéngen. Es wére eine lohnenswerte Aufgabe
zu untersuchen, wie das Mikroenvironment in Knochenmark und Milz das zellinterne
Amplifikationsprogramm (Apoptose und Zellteilungsverhalten) einer erythropoetischen

Zelle unterstiitzt bzw. modifiziert.

Die Erklarung der Reduktion der Amplifikation der proliferativen Erythroblasten der
Milz bei stimulierter Erythropoese (Abbildung 3.1 auf Seite 82) impliziert eine gewisse
Unabhéngigkeit des Reifungsgrades einer Zelle von der Anzahl der von ihr durchge-
fiihrten Zellteilungen. Eine Verschiebung von Zellteilungen vom PEB-Kompartiment in
das CFU-E-Kompartiment kénnte sonst nicht stattfinden. Ein extremes Beispiel fiir die
Konsequenz und die Funktion dieser relativen Entkopplung des Teilungsprogramms vom
Differenzierungsprogramm liefert das Stammzellkompartiment: die Selbsterneuerungs-
fahigkeit der CFU-S kann auch als vollkommene Entkopplung dieser Prozesse gedeutet
werden. Es wére sehr interessant experimentell zu erforschen, unter welchen Umstédnden
eine Stimulation der Reifung ohne oder mit nur minimaler Stimulation der Amplifikation
bzw. eine Stimulation der Amplifikation ohne Stimulation der Reifung méoglich ist. Solche
Fragen wurden bereits im Zusammenhang mit einem anderen, hierarchisch organisierten
zelluldren System, dem intestinalen Epithelium diskutiert [145], welches einfacher aufge-
baut ist. Sie spielen auch in der Diskussion iiber die Regulation der Stammzellen bzw. die
Organisation des Stammzell-Kompartiments [32], [150], [108] eine Rolle. Mit der Zunahme
unseres Wissens iiber die Kooperation der verschiedenen Zytokine, ihrer Rezeptoren,
deren Rezeptor-vermittelten Signale, der Zell-Zell- und Zell-Environment-Interaktionen
und die daraus erwachsenden Verhaltensmodifikationen der Zellen werden wir ein immer
klareres Bild von den grundlegenden Prinzipien der Selbstorganisation der einen Orga-
nismus bildenden Zellen zeichnen kénnen. So kénnen die in Abschnitt 6.2 vorgestellten
experimentellen Ergebnisse von [121] und [122] im Licht neuerer Erkenntnisse iiber die
"Signaling-Pathways’ und dem daran erkennbaren Zusammenwirken der verschiedenen
Zytokine ([20], [206], [101], [96] und [85]) besser eingeordnet werden. Gleichzeitig wird
aber auch immer deutlicher, dass die Regulation selbst eines prinzipiell eher einfachen

Teilsystems wie der Erythropoese durch ein auf den ersten Blick komplexes Netzwerk von
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Faktoren und deren Interaktionen erfolgt. Auch wird man sich wohl von der Vorstellung
l6sen miissen, dass ein bestimmter Faktor immer eine bestimmte Wirkung entfaltet,
vielmehr kann seine Wirkung durch den Kontext, in dem er seine Wirkung entfaltet,

modifiziert werden.

Das hier vorgestellte Modell der Erythropoese beinhaltet mehrere Implikationen fiir das
biologische Konzept von hierarchisch organisierten Zellpopulationen und erlaubt einige
Vorhersagen. Seine grundlegende Aussage ist, dass die Anzahl und die Geschwindigkeit
der im Zuge der Amplifikation stattfindenden Zellteilungenen durch Erythropoetin
im Rahmen der durch die Mikroenvironments gegeben Moglichkeiten modifiziert wird.
Erythropoetin kann die erythropoetische Differenzierung mit dem Ziel einer erhéhten
Amplifikation verzogern. Dies gilt zumindest fiir die CFU-E in der Milz. In den spéteren

Stadien der Differenzierungssequenz beschleunigt Erythropoetin hingegen die Reifung.

Man kann dariiber spekulieren, ob es eine fundamentale Wirkungsweise von Wachstums-
faktoren — wie z. B. Erythropoetin — ist, dass sie die zellphysiologischen Prozesse der
frithen Vorlduferzellen bei niedrigem Spiegel in Richtung Differenzierung und bei hohem
Spiegel in Richtung Amplifikation verschieben. In einem normalen System miissen jedoch
Grenzen fiir diese Effekte vorhanden sein, um zu garantieren, dass keine Amplifikation
ohne Reifung (Leukédmie) und keine Reifung ohne Amplifikation (aplastische Anémie)
stattfindet. Es steht also zu erwarten, dass ein genetischer Zusammenhang zwischen
Amplifikation und Reifung mit der M6glichkeit der quantitativen Feinabstimmung besteht.
Falls dieses Konzept Bestand hat, miisste man ein genetisch determiniertes Maximum
der zellularen Amplifikation der Zellen der Erythropoese annehmen, welches selbst unter
optimalen Bedingungen nicht {iberschritten werden kann. In vivo scheinen die Mikroen-
vironments dem zelluldren System zusétzliche Restriktionen aufzuerlegen. Diese fithren
zu den spezifischen Dosis-Wirkungs-Charakteristika mit ihren jeweiligen Maxima und

Minima.

Abbildung 7.1 auf der nédchsten Seite beschreibt die aktuelle Arbeitshypothese. Sie stellt
das Konzept des regulatorischen Fensters graphisch dar. Dieses Konzept basiert auf
den gefundenen Unterschieden der erythropoetischen Systemeigenschaften in Knochen-
mark und Milz. Ein regulatorisches Fenster erfasst die Anderung der Amplifikation in
Abhéngigkeit von der systemischen Erythropoetin-Konzentration. Wenn sich kein oder
wenig Erythropoetin in der Zirkulation befindet, generiert das Mikroenvironment eine
Grundamplifikation. Bei hohem systemischen Erythropoetin-Spiegel werden die Maxima,
entsprechend den durch das jeweilige Mikroenvironment auferlegten Grenzen, erreicht.

Die Mikroenvironments determinieren auch die genaue Form der Dosis-Wirkungs-Kurven.
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Abbildung 7.1: Das Konzept des regulatorischen Fensters in der Erythropoese
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Die Untersuchung der Mechanismen der Modulation der Dosis-Wirkungs-Kurven durch
Komponenten des Mikroenvironments ist lohnenswert. In diesem Kontext wird das Wissen
iiber Zellinteraktionen, die Regulation der Expression der Erythropoetinrezeptoren und
die Erythropoetinpriasentation sowie die rdumliche Interaktion von schnell expandierenden

Zellklonen in einem Mikroenvironment relevant sein.

Das Konzept eines regulatorischen Fensters (Abbildung 7.1 auf der vorherigen Seite) hat
praktische Implikationen. Wenn man den aktuellen Operationsstatus eines gegebenen
erythropoetischen Systems kennt, kann man folgern, wie viel Reserven zur weiteren
Stimulation noch verfiighar sind. Zum Beispiel wurde die These aufgestellt, dass die
Expansion des Plasmas bei dlteren Mausen die primére Ursache fiir die Andmie alter Mause
sei [107]: Diese fithre zu einer Stimulation des erythropoetischen Systems mit dem Ziel,
den Abfall des Himatokrits zu kompensieren. Infolgedessen liege der Operationsstatus auf
einem hoherem Niveau, die Amplifikation sei gesteigert, und in Situationen mit erhéhtem
Bedarf an neuen roten Blutzellen, z.B. nach einer Blutung, seien die bendtigten Reserven

reduziert.

Mit dem Konzept eines regulatorischen Fensters ldsst sich auch gut erklaren, warum
LDH-defiziente M&use erythropoetischen Stress nur schwer tolerieren kénnen [35]. Die
Erythrozyten dieser Tiere haben eine sehr kurze Lebensspanne von weniger als 2 Tagen.
Die Tiere iiberleben, weil der grofite Teil der Erythropoese in der Milz stattfindet.
Vorlaufige Modellanalysen zeigen, dass die Erythropoese der LDH-defizienten M&use
am Maximum ihrer lienalen Amplifikationskurve operiert, so dass keine Reserven zur

Verfligung stehen, um mit zusétzlichem Stress fertig zu werden.

Die Bestimmung der residualen regulatorischen Kapazititen hat eventuell auch klinische
Implikationen, da sie Konsequenzen fiir die therapeutische Strategie haben kann: Pa-
tienten mit einer groflen amplifikatorischen Reserve profitieren von einer Therapie mit
Wachstumsfaktoren, Patienten mit einer kleinen amplifikatorischen Reserve hingegen
bendtigten einen anderen therapeutischen Ansatz (z.B. Knochenmarktransplantation

anstelle von Wachstumsfaktoren).
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Das Verhalten eines Organismus wéhrend oder nach einer Stérung voraussagen und mog-
lichst gezielt beeinflussen zu kénnen, ist eine wichtige Voraussetzung fiir die medizinische

Diagnostik und eine effektive medizinische Therapie.

Im Rahmen dieser Arbeit wird daher die Regulation des Wachstums der erythropoe-
tischen Zellen in Abhéngigkeit von der Erythropoetin-Konzentration im Blut untersucht.
Dabei wird ein mathematisches Modell [109], [198], [136] u.a. zu einem erst nach dessen

Veroffentlichung durchgefithrten Experiment [56] in Beziehung gesetzt.

Das Experiment nutzt die Verfiigharkeit von rekombinantem Erythropoetin zur direkteren
Bestimmung von dessen Dosis-Wirkungs-Charakteristika in vivo. Mit rekombinantem
Erythropoetin kann das erythropoetische System in definierte Gleichgewichtszustédnde
gebracht und die sich einstellende Anzahl der erythropoetischen Vorlduferzellen, getrennt

fir Knochenmark und Milz, sowie der Hamatokrit systematisch bestimmt werden [56].

In dieser Arbeit werden Formen und Maxima der Dosis-Wirkungs-Kurven analysiert. Die
biologische Plausibilitdt des Modells konnte verbessert werden: Die Modellparameter wur-
den exakter festgelegt. Die Normalwerte wurden adjustiert und fiir ausgewéhlte Parameter
Sensitivitdtsanalysen durchgefiihrt. Ein neues Konzept der Erythropoetin-abhéngigen
Migration wurde erarbeitet. Es wird gezeigt, dass die Dynamik der Erythropoese mit der

neuen Variante des Modells besser modelliert werden kann als bisher.

Zudem wird die Apoptose erstmals auch fiir die Erythropoese aus systembiologischer Sicht
mathematisch modelliert. Anlass ist die Vorhersage des Modells, dass die determinierten,
proliferativen erythropoetischen Zellen iiber ein gewisses Mass an Plastizitdt — eine

Eigenschaft, die auch bei Stammzellen vermutet wird [150] — verfiigen.
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9 Anhang

9.1 Der komplette Parametersatz der Erythropoese des
EModell

Tabelle 9.1: Die Startwert- Zellzykluszeit- und ggf. Vorgabewerte der Stammzellen

Modell-Parameter Modell-Symbol Modell-Wert

KM Milz KM Milz
Startwert [% des 1 1
Normalwerts]
Zellzykluszeit (konstant) TCiyy TCiyp.
Vorgabewerte benutzen ‘off? ‘off?
Zeitachse fiir die [00.1] [00.1]
Vorgabewerte
Vorgabewerte '[S_BM__nor '[S_SP_nor

S_BM_ nor|’ S_SP_nor)’

Tabelle 9.2: Die Parameter fiir die proliferative Fraktion der Stammzellen

Modell-Parameter Modell-Symbol Modell-Wert

KM Milz KM Milz
min. Stimulation a;%j a:%;i 0.01 0.01
nor. Bedingungen a;" ao" 0.15 0.15
max. Stimulation a;i v aer 1 1
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Tabelle 9.3: Die Parameter fiir die Selbsterneuerungs-Wahrscheinlichkeit der Stammzellen

Modell-Parameter Modell-Symbol Modell-Wert

KM Milz KM Milz
min. Stimulation pl’ﬁ? plmk}lz 0.4 0.4
nor. Bedingungen Pirnr it 0.6 0.6

Tabelle 9.4: Die Migrations-Parameter der Stammzellen

Modell-Parameter Modell-Symbol Modell-Wert

KM Milz KM Milz
seeding efficiency 8€iens S€3 prus 0 0
Zeitachse fiir die [0 0.0001] [0 0.0001]
Vorgabewerte
Vorgabewerte fur die [00] [0 0]
Migrationsrate

Tabelle 9.5: Die Parameter fiir die Verteilung der aus dem Stammzell-Kompartiment
ausstromenden Zellen auf die verschiedenen Zell-Linien

Modell-Parameter Modell-Symbol Modell-Wert
KM Milz KM Milz
Anteil der im Knochenmark 0.15

lokalisierten Zellen, die in

die Erythropoese wechseln

Anteil der in der Milz 0.15
lokalisierten Zellen, die in

die Erythropoese wechseln

Anteil der im Knochenmark 0.8
lokalisierten Zellen, die in

die Granulopoese wechseln

Anteil der in der Milz 0.8
lokalisierten Zellen, die in

die Granulopoese wechseln
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9.1 Parametersatz des EModells

Tabelle 9.6: Die Startwert- und Verlustraten-Parameter der BFU-E

Modell-Parameter

Modell-Symbol

Modell-Wert

KM Milz KM Milz
Startwert [% des 1 1
Normalwerts]
Zeitachse fiir die [0 1] [0 1]
Vorgabewerte der
Zellverlustrate
(Kompartiment)
Vorgabewerte der [00] [0 0]
Zellverlustrate
(Kompartiment)
Zeitachse fiir die [0 1] [0 1]
Vorgabewerte der
Zellverlustrate (Einstrom)
Vorgabewerte der [00] [0 0]

Zellverlustrate (Einstrom)

Tabelle 9.7: Die Parameter fiir die proliferative Fraktion der BFU-E

Modell-Parameter

Modell-Symbol

Modell-Wert

KM Milz KM Milz
min. Stimulation ZZZ Z’Nl}? 0.3 0.3
nor. Bedingungen ol el 0.33 0.33
max. Stimulation a; " W 1 1
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Tabelle 9.8: Die Amplifikation-Parameter der BFU-E

Modell-Parameter Modell-Symbol Modell-Wert

KM Milz KM Milz
min. Stimulation zmin zmn 32 32
nor. Bedingngen VA VAL 32 32
max. Stimulation VA VA 32 32
Steigung im Wendepunkt PEZ;,,, PEZ;,,. 0.7 0.7
der Funktion (u.a.)
Verschiebung des normalen  FnorZ;,,, FnorZ;,,, 1 1
Arbeitspunktes

Tabelle 9.9: Die Transitzeit-Parameter der BFU-E

Modell-Parameter Modell-Symbol Modell-Wert

KM Milz KM Milz
min. Stimulation TDZ’:; TDZ’Z;LZ 40 40
nor. Bedingungen D" D} 40 40
max. Stimulation D" TD; ™ 40 40
Steigung im Wendepunkt PET;,,, PET;,,. 0.7 0.7
der Funktion (u.a.)
Verschiebung des normalen  FnorT;,,, FnorT;,,,. 1 1
Arbeitspunktes
Zellzykluszeit (T flag =1)  Tflag,,,, Tflag;,,.. 0 0
oder Transitzeit
(T flag # 1)

192



9.1 Parametersatz des EModells

Tabelle 9.10: Die Parameter fiir die Migrationsrate und ’seeding efficiency’ der BFU-E

Modell-Parameter

Modell-Symbol

Modell-Wert

KM Milz KM Milz
min. Stimulation mri%’} mrmz -0.1 0
nor. Bedingungen mri2" mriot 0 0
max. Stimulation mrit mryet 0.13 0
Steigung im Wendepunkt mrPEM ;xkpr mrPEM ., 0.8 0
der Funktion (u.a.)
Verschiebung des normalen  mrFnor;xy  mrFnor;pp, 1 1
Arbeitspunktes
min. Stimulation sejrin sejrm 0 -0.015
nor. Bedingungen ont il 0 0
max. Stimulation sej e it 0 1
Steigung im Wendepunkt sePEM;,,  sePEM,,. 0.7 0.75
der Funktion (u.a.)
Verschiebung des normalen  seFnor;xn — seFnoriu, 1 1

Arbeitspunktes
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Tabelle 9.11: Die Startwert- und Verlustraten-Parameter der CFU-E

Modell-Parameter Modell-Symbol Modell-Wert

KM Milz KM Milz
Startwert [% des 1 1
Normalwerts]
Zeitachse fiir die [0 1] [0 1]
Vorgabewerte der
Zellverlustrate
(Kompartiment)
Vorgabewerte der [00] [0 0]
Zellverlustrate
(Kompartiment)
Zeitachse fiir die [0 1] [0 1]

Vorgabewerte der

Zellverlustrate (Einstrom)

Vorgabewerte der [00] [0 0]
Zellverlustrate (Einstrom)

Tabelle 9.12: Die Parameter fiir die proliferative Fraktion der CFU-E

Modell-Parameter Modell-Symbol Modell-Wert

KM Milz KM Milz
min. Stimulation a;’ﬁ? a:’;jf 1 1
nor. Bedingungen a;" a;or 1 1
max. Stimulation an v aler 1 1
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9.1 Parametersatz des EModells

Tabelle 9.13: Die Amplifikation-Parameter der CFU-E

Modell-Parameter Modell-Symbol Modell-Wert

KM Milz KM Milz
min. Stimulation zmin zmin 1 1
nor. Bedingngen VA VAL 8 16
max. Stimulation Znar zpnas 44 510

Steigung im Wendepunkt PEZ
der Funktion (u.a.)

i PEZ;,,. 1.3 1.8

Verschiebung des normalen  FnorZ;,,, FnorZ;,,, 1 1
Arbeitspunktes

Tabelle 9.14: Die Transitzeit-Parameter der CFU-E
Modell-Parameter Modell-Symbol Modell-Wert

KM Milz KM Milz

min. Stimulation TDZL:; T DZ’Z;Z 7 7
nor. Bedingungen D" D} 11 11
max. Stimulation D" TD; " 25 25
Steigung im Wendepunkt PET;,,, PET;,,. 0.7 0.7
der Funktion (u.a.)
Verschiebung des normalen  FnorT;,,, FnorT;,,,. 1 1
Arbeitspunktes
Zellzykluszeit (T flag = 1)  Tflag,,,, Tflag;,,.. 1 1
oder Transitzeit
(T flag # 1)
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Tabelle 9.15: Die Startwert- und Verlustraten-Parameter der proliferierenden Erythro-

blasten

Modell-Parameter

Modell-Symbol

Modell-Wert

KM Milz KM Milz
Startwert [% des 1 1
Normalwerts]
Zeitachse fiir die [0 1] [0 1]
Vorgabewerte der
Zellverlustrate
(Kompartiment)
Vorgabewerte der [00] [0 0]
Zellverlustrate
(Kompartiment)
Zeitachse fiir die [01] [0 1]
Vorgabewerte der
Zellverlustrate (Einstrom)
Vorgabewerte der [0 0] [0 0]

Zellverlustrate (Einstrom)

Tabelle 9.16: Die Parameter fiir die proliferative Fraktion der proliferierenden Erythro-

blasten

Modell-Parameter

Modell-Symbol

Modell-Wert

KM Milz KM Milz
3 3 : min min
min. Stlmulatlon e e 1 1
nor. Bedingungen nor o 1 1
. N KM T Milz
max. Stimulation ma Lo 1 1
KM T Milz
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9.1 Parametersatz des EModells

Tabelle 9.17: Die Amplifikation-Parameter der proliferierenden Erythroblasten

Modell-Parameter

Modell-Symbol

Modell-Wert

KM Milz KM Milz
min. Stimulation i min 1 20
nor. Bedingngen ot ol 16 16
max. Stimulation Hivws VA 18.5 8.68
Steigung im Wendepunkt PEZ;,,, PEZ;,,. 0.95 0.44
der Funktion (u.a.)
Verschiebung des normalen  FnorZ;,,, FnorZ 1 1

Arbeitspunktes

 Milz

Tabelle 9.18: Die Transitzeit-Parameter der proliferierenden Erythroblasten

Modell-Parameter

Modell-Symbol

Modell-Wert

KM Milz KM Milz
min. Stimulation TDZL:; T DZ’Z;Z 7 7
nor. Bedingungen D" D} 11 11
max. Stimulation e e 25 25
Steigung im Wendepunkt PET;,,, PET;,,. 0.7 0.7
der Funktion (u.a.)
Verschiebung des normalen  FnorT},,, FnorT;,,,. 1 1
Arbeitspunktes
Zellzykluszeit (T flag = 1)  Tflag,,,, Tflag;,,.. 1 1

oder Transitzeit

(T'flag # 1)
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Tabelle 9.19: Die Startwert- und Verlustraten-Parameter der reifenden Erythroblasten

Modell-Parameter Modell-Symbol Modell-Wert

KM Milz KM Milz
Startwert [% des 1 1
Normalwerts]
Zeitachse fiir die [0 1] [0 1]
Vorgabewerte der
Zellverlustrate
(Kompartiment)
Vorgabewerte der [00] [0 0]
Zellverlustrate
(Kompartiment)
Zeitachse fiir die [0 1] [0 1]

Vorgabewerte der

Zellverlustrate (Einstrom)

Vorgabewerte der [00] [0 0]
Zellverlustrate (Einstrom)

Tabelle 9.20: Die Transitzeit-Parameter der reifenden Erythroblasten

Modell-Parameter Modell-Symbol Modell-Wert

KM Milz KM Milz
min. Stimulation Ty TT7" 2 2
nor. Bedingungen T T 6 6
max. Stimulation T T 7 7
Steigung im Wendepunkt PET;,,, PET;,,,. 1.17 1.17
der Funktion (u.a.)
Verschiebung des normalen  FnorT;,,, FnorT;,,,. 1 1

Arbeitspunktes
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9.1 Parametersatz des EModells

Tabelle 9.21: Die Startwert- und Verlustraten-Parameter der residualen Reticulozyten

Modell-Parameter

Modell-Symbol
KM Milz

Modell-Wert
KM

Milz

Startwert [% des
Normalwerts]

time vector of % for cells to
loose

Vorgabewerte der
Zellverlustrate
(Kompartiment)

time vector of % for inflow
to loose

Vorgabewerte der
Zellverlustrate (Einstrom)

[01] [0 1]

[0 1] [0 1]

Tabelle 9.22: Die Transitzeit-Parameter der residualen Reticulozyten

Modell-Parameter

Modell-Symbol

Modell-Wert

KM Milz KM Milz
min. Stimulation TZZS ZZZ 0.1 0.1
nor. Bedingungen T T 12 12
max. Stimulation TTYSY T 20 20
Steigung im Wendepunkt PET;,, PET;,,. 0.95 0.95
der Funktion (u.a.)
Verschiebung des normalen  FnorT FnorT;,,. 1 1

Arbeitspunktes

KM
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Tabelle 9.23: Die Startwert-, Transitzeit-, RETI%- und ggf. Verlustraten-Parameter der
zirkulierenden Reticulozyten

Modell-Parameter

Modell-Symbol

KM

Milz

Modell-Wert
KM Milz

Startwert [% des
Normalwerts]

Transitzeit bei nor.
Bedingungen

Anteil der Reticulozyten
and den RBC bei nor.
Bedingungen

Zeitachse fir die
Vorgabewerte der
Zellverlustrate
(Kompartiment)
Vorgabewerte der
Zellverlustrate
(Kompartiment)
Zeitachse fiir die
Vorgabewerte der
Zellverlustrate (Einstrom)
Vorgabewerte der
Zellverlustrate (Einstrom)

nor
TTRETC

RETC%™"

1
18

0.0175

[00]

[0 1]
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9.1 Parametersatz des EModells

Tabelle 9.24: Die Startwert-, Transitzeit-, Subkompartiment- und ggf. Verlustraten-

Parameter der Erythrozyten

Modell-Parameter

Modell-Symbol Modell-Wert

KM

Milz KM Milz

Startwert [% des
Normalwerts]

Transitzeit der alters
abhéngig abgebauten
Erythrozyten

Transitzeit der nicht alters
abhéngig abgebauten
Erythrozyten

Anzahl der
Subkompartiments
Zeitachse fiir die
Vorgabewerte der
Zellverlustrate
(Kompartiment)
Vorgabewerte der
Zellverlustrate
(Kompartiment)
Zeitachse fiir die
Vorgabewerte der
Zellverlustrate (Einstrom)
Vorgabewerte der
Zellverlustrate (Einstrom)

nor
TTERYa

nor
TTERYT

Nsub™"

1

1080

360

Tabelle 9.25: Die Parameter fiir den altersabhéngiger oder zufélliger Abbau der Erythro-

zyten
Modell-Parameter Modell-Symbol Modell-Wert
KM Milz KM Milz
Anteil der altersabhéngig SWITCH 1

abgebauten Erythrocyten
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0.2 Die Parameter des PModells, die von denen des EModells

abweichen

Tabelle 9.26: Die Parameter fiir die Migrationsrate und ’seeding efficiency’ der BFU-E

Modell-Parameter Modell-Symbol Modell-Wert

KM Milz KM Milz
min. Stimulation mryn mrjn 0 0
nor. Bedingungen et mr;" 0 0
max. Stimulation mr mrer 0 0
Steigung im Wendepunkt mrPEM;xp mrPEM v, 0 0

der Funktion (u.a.)

Verschiebung des normalen  mrFnor;gy  mrFnoriym, 1 1
Arbeitspunktes
: : : min min
min. Stlmulatlon sep sep 0 0
nor. Bedingungen seiror por 0 0
KM T Milz
3 3 maxr maxr
max. Stlrr.lulatlon seq sejne 0 0
Steigung im Wendepunkt sePEM;,,,  sePEM;,, 0 0
der Funktion (u.a.)
Verschiebung des normalen  seFnor;xan  seFnorinn, 1 1

Arbeitspunktes
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9.2 Die vom EModell abweichenden Parameter des PModells

Tabelle 9.27: Die Amplifikation-Parameter der CFU-E

Modell-Parameter Modell-Symbol Modell-Wert

KM Milz KM Milz
min. Stimulation ZZZ;? Zl’;‘j[" 1 1
nor. Bedingngen VA VAL 32 64
max. Stimulation Ze VA et 96 2096
Steigung im Wendepunkt PEZ; .\, PEZ;,,. 0.7 0.7
der Funktion (u.a.)
Verschiebung des normalen  FnorZ;,,, FnorZ;,,,. 1 1
Arbeitspunktes

Tabelle 9.28: Die Transitzeit-Parameter der CFU-E

Modell-Parameter Modell-Symbol Modell-Wert

KM Milz KM Milz
min. Stimulation D" D" 40 40
nor. Bedingungen D" D" 40 40
max. Stimulation D" TD;' " 40 40
Steigung im Wendepunkt PET;,., PET;,,. 0.7 0.7

der Funktion (u.a.)

Verschiebung des normalen  FnorT,,, FnorTy,,,. 1 1
Arbeitspunktes

Zellzykluszeit (T flag =1)  Tflag;,,, Tflag,,,,. 0 0
oder Transitzeit

(T flag # 1)
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Tabelle 9.29: Die Amplifikation-Parameter der proliferierenden Erythroblasten

Modell-Parameter Modell-Symbol Modell-Wert

KM Milz KM Milz
min. Stimulation &T Z;Lj[" 1 1
nor. Bedingngen VA VAl 64 64
max. Stimulation v Eid 96 96
Steigung im Wendepunkt PEZ;,., PEZ;,,.. 0.7 0.7
der Funktion (u.a.)
Verschiebung des normalen  FnorZ;,,, FnorZ;,,,. 1 1

Arbeitspunktes

Tabelle 9.30: Die Transitzeit-Parameter der proliferierenden Erythroblasten

Modell-Parameter Modell-Symbol Modell-Wert

KM Milz KM Milz
min. Stimulation :’Zfﬂ? T :7;7 27 27
nor. Bedingungen D! D" 54 54
max. Stimulation D" TD; " 65 65
Steigung im Wendepunkt PET;,., PET;,,. 0.7 0.7
der Funktion (u.a.)
Verschiebung des normalen  FnorT,,, FnorTy,,,. 1 1
Arbeitspunktes
Zellzykluszeit (T flag = 1)  Tflag;,,, Tflag;,,,. 0 0
oder Transitzeit
(T flag 1)
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9.2 Die vom EModell abweichenden Parameter des PModells

Tabelle 9.31: Die Transitzeit-Parameter der reifenden Erythroblasten

Modell-Parameter

Modell-Symbol

Modell-Wert

KM Milz KM Milz
min. Stimulation Ty TT7" 1 2
nor. Bedingungen T T 1 6
max. Stimulation T T 1 7
Steigung im Wendepunkt PET;,., PET;,,,. 1 1.17
der Funktion (u.a.)
Verschiebung des normalen  FnorT FnorT 1 1

Arbeitspunktes

KM

© Milz
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Tabelle 9.32: Die Transitzeit-Parameter der residualen Reticulozyten

Modell-Parameter

Modell-Symbol

Modell-Wert

KM Milz KM Milz
min. Stimulation TTZ’;ZI’ TTZL;Z 6 6
nor. Bedingungen T T 18 18
max. Stimulation T T 20 20
Steigung im Wendepunkt PET;,,, PET;,,. 0.7 0.7
der Funktion (u.a.)
Verschiebung des normalen  FnorT FnorT 1 1

Arbeitspunktes

KM © Milz
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9.3 Einfache Blutung

9.3 Einfache Blutung

9.3.1 Die zwecks Anpassung an eine einfache Blutung abgeanderten
Parameter des E- und PModells

Tabelle 9.33: Die Startwert-, Transitzeit-, RETI%- und ggf. Verlustraten-Parameter der
zirkulierenden Reticulozyten

Modell-Parameter

Modell-Symbol

KM

Milz

Modell-Wert
KM Milz

Startwert [% des
Normalwerts]

Transitzeit bei nor.
Bedingungen

Anteil der Reticulozyten
and den RBC bei nor.
Bedingungen

Zeitachse fiir die
Vorgabewerte der
Zellverlustrate
(Kompartiment)
Vorgabewerte der
Zellverlustrate
(Kompartiment)
Zeitachse fir die
Vorgabewerte der
Zellverlustrate (Einstrom)
Vorgabewerte der
Zellverlustrate (Einstrom)

nor
TTRETC

RETC%™"

1
18

0.0175

(0223

[00.700]

[01]
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Tabelle 9.34: Die Startwert-, Transitzeit-, Subkompartiment- und ggf. Verlustraten-
Parameter der Erythrozyten

Modell-Parameter Modell-Symbol Modell-Wert
KM Milz KM Milz

Startwert [% des 1
Normalwerts]

Transitzeit der alters TT Y5y a 1080
abhéngig abgebauten

Erythrozyten

Transitzeit der nicht alters  TT a7y, 360
abhéingig abgebauten

Erythrozyten

Anzahl der Nsub™" 5
Subkompartiments

Zeitachse fiir die 022 3]
Vorgabewerte der

Zellverlustrate

(Kompartiment)

Vorgabewerte der [0 0.7 0 0]
Zellverlustrate

(Kompartiment)

Zeitachse fiir die [0 1]
Vorgabewerte der

Zellverlustrate (Einstrom)

Vorgabewerte der [00]
Zellverlustrate (Einstrom)

9.3.2 Einfache Blutung - Kenndaten der verschiedene Zellkompartimente
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9.3 Einfache Blutung
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9.3 Einfache Blutung
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Abbildung 9.15: Einfache Blutung - Kenndaten der proliferative Erythroblasten: Transit-
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Abbildung 9.16: Einfache Blutung - Kenndaten der nicht proliferierenden Erythroblasten:

Transitzeit
RETR (BAN1)

25 T T T
— KM
N Milz

20

15

g

0 ! ! ! ! !

0 5 10 15 20 25 30
Tage

(a) EModell

RETR (BAN1)
25 T T T

20

10F

Transitzeit

0 ! ! ! !

0 5 10 15 20
Tage

(b) PModell

25

30

— KM

mnnn Milz

Abbildung 9.17: Einfache Blutung - Kenndaten der residualen Retikulozyten: Transitzeit
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9.4 Mehrfache Blutung

9.4 Mehrfache Blutung

9.4.1 Die zwecks Anpassung an eine mehrfache Blutung abgeanderten
Parameter des E- und PModells

Tabelle 9.35: Die Startwert-, Transitzeit-, RETI%- und ggf. Verlustraten-Parameter der
zirkulierenden Reticulozyten

Modell-Parameter

Modell-Symbol

Modell-Wert

KM Milz KM Milz
Startwert [% des 1
Normalwerts]
Transitzeit bei nor. TTReTc 18
Bedingungen
Anteil der Reticulozyten RETC%"™" 0.0175
and den RBC bei nor.
Bedingungen
Zeitachse fiir die [011334]
Vorgabewerte der
Zellverlustrate
(Kompartiment)
Vorgabewerte der 01504020
Zellverlustrate 0]
(Kompartiment)
Zeitachse fiir die [0 1]
Vorgabewerte der
Zellverlustrate (Einstrom)
Vorgabewerte der [00]

Zellverlustrate (Einstrom)
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Tabelle 9.36: Die Startwert-, Transitzeit-, Subkompartiment- und ggf. Verlustraten-
Parameter der Erythrozyten

Modell-Parameter Modell-Symbol Modell-Wert
KM Milz KM Milz
Startwert [% des 1
Normalwerts]
Transitzeit der alters TT Y5y a 1080
abhéngig abgebauten
Erythrozyten
Transitzeit der nicht alters  TT a7y, 360
abhéingig abgebauten
Erythrozyten
Anzahl der Nsub™°" 5
Subkompartiments
Zeitachse fiir die [011334]
Vorgabewerte der
Zellverlustrate
(Kompartiment)
Vorgabewerte der 01504020
Zellverlustrate 0]
(Kompartiment)
Zeitachse fiir die [0 1]

Vorgabewerte der

Zellverlustrate (Einstrom)

Vorgabewerte der [00]
Zellverlustrate (Einstrom)

9.4.2 Mehrfache Blutung - Kenndaten der verschiedene Zellkompartimente
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Abbildung 9.29: Mehrfache Blutung - Kenndaten der CFU-E: Transitzeit
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Abbildung 9.30: Mehrfache Blutung - Kenndaten der proliferative Erythroblasten:
Apoptose-Rate
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Abbildung 9.31: Mehrfache Blutung - Kenndaten der proliferative Erythroblasten: Am-
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Abbildung 9.32: Mehrfache Blutung - Kenndaten der proliferative Erythroblasten: Ver-
doppelungszeit
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Abbildung 9.33: Mehrfache Blutung - Kenndaten der proliferative Erythroblasten: Tran-
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9.5 PHZ-induzierte hamolytische Andmie

9.5 PHZ-induzierte hamolytische Anamie

9.5.1 Die zwecks Anpassung an eine PHZ-induzierte hamolytische Anamie

abgednderten Parameter des E- und PModells

Tabelle 9.37: Die Startwert-, Transitzeit-, RETI%- und ggf. Verlustraten-Parameter der
zirkulierenden Reticulozyten

Modell-Parameter

Modell-Symbol

KM

Milz

Modell-Wert
KM Milz

Startwert [% des
Normalwerts]

Transitzeit bei nor.
Bedingungen

Anteil der Reticulozyten
and den RBC bei nor.
Bedingungen

Zeitachse fir die
Vorgabewerte der
Zellverlustrate
(Kompartiment)
Vorgabewerte der
Zellverlustrate
(Kompartiment)
Zeitachse fiir die
Vorgabewerte der
Zellverlustrate (Einstrom)
Vorgabewerte der
Zellverlustrate (Einstrom)

nor
TTRETC

RETC%"™"

1
18

0.0175

011445

[010.50.400]
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Tabelle 9.38: Die Startwert-, Transitzeit-, Subkompartiment- und ggf. Verlustraten-
Parameter der Erythrozyten

Modell-Parameter Modell-Symbol Modell-Wert
KM Milz KM Milz

Startwert [% des 1
Normalwerts]

Transitzeit der alters TT Y5y a 1080
abhéngig abgebauten

Erythrozyten

Transitzeit der nicht alters  TT a7y, 360
abhéingig abgebauten

Erythrozyten

Anzahl der Nsub™" 5
Subkompartiments

Zeitachse fiir die 01144 5]
Vorgabewerte der

Zellverlustrate

(Kompartiment)

Vorgabewerte der [010.50.400]
Zellverlustrate

(Kompartiment)

Zeitachse fiir die [0 1]
Vorgabewerte der

Zellverlustrate (Einstrom)

Vorgabewerte der [00]
Zellverlustrate (Einstrom)

9.5.2 PHZ-induzierte hamolytische Anamie - Kenndaten der verschiedenen
Zellkompartimente
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Abbildung 9.38: PHZ-induzierte hdmolytische Andmie - Kenndaten der BFU-E: Amplifi-
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Abbildung 9.48: PHZ-induzierte hdmolytische Andmie - Kenndaten der proliferative
Erythroblasten: Apoptose-Rate
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Abbildung 9.52: PHZ-induzierte hémolytische Andmie - Kenndaten der nicht proliferie-
renden Erythroblasten: Transitzeit
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9.6 TAP-induzierte Anamie

9.6 TAP-induzierte Anamie

9.6.1 Die zwecks Anpassung an eine TAP-induzierte Anamie abgeanderten

Parameter des EModells

Tabelle 9.39: Die Startwert- und Verlustraten-Parameter der CFU-E

Modell-Parameter

Modell-Symbol

Modell-Wert

KM Milz KM Milz
Startwert [% des 1 1
Normalwerts]
Zeitachse fiir die 033 5] [0335]
Vorgabewerte der
Zellverlustrate
(Kompartiment)
Vorgabewerte der [0 300 0 0] [0 320 0]
Zellverlustrate
(Kompartiment)
Zeitachse fiir die [01] [0 1]
Vorgabewerte der
Zellverlustrate (Einstrom)
Vorgabewerte der [0 0] [0 0]

Zellverlustrate (Einstrom)
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Tabelle 9.40: Die Startwert- und Verlustraten-Parameter der proliferierenden Erythro-

blasten

Modell-Parameter

Modell-Symbol

Modell-Wert

KM Milz KM Milz
Startwert [% des 1 1
Normalwerts]
Zeitachse fiir die 035 6] [0335]
Vorgabewerte der
Zellverlustrate
(Kompartiment)
Vorgabewerte der [020 0] [000 0]
Zellverlustrate
(Kompartiment)
Zeitachse fiir die [0 1] [01]
Vorgabewerte der
Zellverlustrate (Einstrom)
Vorgabewerte der [0 0] [0 0]

Zellverlustrate (Einstrom)

Tabelle 9.41: Die Startwert- und Verlustraten-Parameter der reifenden Erythroblasten

Modell-Parameter

Modell-Symbol

Modell-Wert

KM Milz KM Milz
Startwert [% des 1 1
Normalwerts]
Zeitachse fiir die [0335] [03 3 5]
Vorgabewerte der
Zellverlustrate
(Kompartiment)
Vorgabewerte der [0200] [000 0]
Zellverlustrate
(Kompartiment)
Zeitachse fiir die [0 1] [0 1]
Vorgabewerte der
Zellverlustrate (Einstrom)
Vorgabewerte der [0 0] [0 0]

Zellverlustrate (Einstrom)
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Tabelle 9.42: Die Startwert- und Verlustraten-Parameter der residualen Reticulozyten

Modell-Parameter

Modell-Symbol
KM Milz

Modell-Wert
KM Milz

Startwert [% des
Normalwerts]

time vector of % for cells to
loose

Vorgabewerte der
Zellverlustrate
(Kompartiment)

time vector of % for inflow
to loose

Vorgabewerte der
Zellverlustrate (Einstrom)

033 5] (033 5]

1 1

[0400] (0000

Tabelle 9.43: Die Startwert-, Transitzeit-, RETI%- und ggf. Verlustraten-Parameter der
zirkulierenden Reticulozyten

Modell-Parameter

Modell-Symbol
KM Milz

Modell-Wert
KM Milz

Startwert [% des
Normalwerts]

Transitzeit bei nor.
Bedingungen

Anteil der Reticulozyten
and den RBC bei nor.
Bedingungen

Zeitachse fiir die
Vorgabewerte der
Zellverlustrate
(Kompartiment)
Vorgabewerte der
Zellverlustrate
(Kompartiment)
Zeitachse fiir die
Vorgabewerte der
Zellverlustrate (Einstrom)
Vorgabewerte der
Zellverlustrate (Einstrom)

nor
TTRETC

RETC%"™"

1
18

0.0175

(033 5]

[0100]

(033 5]

[01.800]
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Tabelle 9.44: Die Startwert-, Transitzeit-, Subkompartiment- und ggf. Verlustraten-
Parameter der Erythrozyten

Modell-Parameter Modell-Symbol Modell-Wert
KM Milz KM Milz

Startwert [% des 1
Normalwerts]

Transitzeit der alters TT Y5y a 1080
abhéngig abgebauten

Erythrozyten

Transitzeit der nicht alters  TT a7y, 360
abhéingig abgebauten

Erythrozyten

Anzahl der Nsub™" 5
Subkompartiments

Zeitachse fiir die 055 6]
Vorgabewerte der

Zellverlustrate

(Kompartiment)

Vorgabewerte der [00.100]
Zellverlustrate

(Kompartiment)

Zeitachse fiir die [0 1]
Vorgabewerte der

Zellverlustrate (Einstrom)

Vorgabewerte der [00]
Zellverlustrate (Einstrom)

9.6.2 Die zwecks Anpassung an eine TAP-induzierte Anamie abgeanderten
Parameter des PModells

246



9.6 TAP-induzierte Anamie

Tabelle 9.45: Die Startwert- und Verlustraten-Parameter der CFU-E

Modell-Parameter

Modell-Symbol

Modell-Wert

KM Milz
Startwert [% des 1 1
Normalwerts]
Zeitachse fiir die 033 5] [0335]
Vorgabewerte der
Zellverlustrate
(Kompartiment)
Vorgabewerte der [0 170 0 0] [0 350 0]
Zellverlustrate
(Kompartiment)
Zeitachse fiir die [0 1] [0 1]
Vorgabewerte der
Zellverlustrate (Einstrom)
Vorgabewerte der [00] [0 0]

Zellverlustrate (Einstrom)

Tabelle 9.46: Die Startwert- und Verlustraten-Parameter der proliferierenden Erythro-

blasten

Modell-Parameter

Modell-Symbol

Modell-Wert

KM Milz
Startwert [% des 1 1
Normalwerts]
Zeitachse fiir die 035 6] [03 3 5]
Vorgabewerte der
Zellverlustrate
(Kompartiment)
Vorgabewerte der [01.700] [0 0.4 0 0]
Zellverlustrate
(Kompartiment)
Zeitachse fiir die [0 1] [0 1]
Vorgabewerte der
Zellverlustrate (Einstrom)
Vorgabewerte der [0 0] [0 0]

Zellverlustrate (Einstrom)
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Tabelle 9.47: Die Startwert- und Verlustraten-Parameter der reifenden Erythroblasten

Modell-Parameter

Modell-Symbol

Modell-Wert

KM Milz KM Milz
Startwert [% des 1 1
Normalwerts]
Zeitachse fiir die [0335] [0335]
Vorgabewerte der
Zellverlustrate
(Kompartiment)
Vorgabewerte der [01.700] [000 0]
Zellverlustrate
(Kompartiment)
Zeitachse fiir die [01] [0 1]
Vorgabewerte der
Zellverlustrate (Einstrom)
Vorgabewerte der [0 0] [0 0]

Zellverlustrate (Einstrom)
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Tabelle 9.48: Die Startwert-, Transitzeit-, RETI%- und ggf. Verlustraten-Parameter der

zirkulierenden Reticulozyten

Modell-Parameter Modell-Symbol

KM Milz

Modell-Wert
KM Milz

Startwert [% des

Normalwerts]

Transitzeit bei nor. TT S 5re
Bedingungen

Anteil der Reticulozyten
and den RBC bei nor.
Bedingungen

Zeitachse fiir die
Vorgabewerte der
Zellverlustrate
(Kompartiment)
Vorgabewerte der
Zellverlustrate
(Kompartiment)
Zeitachse fiir die
Vorgabewerte der
Zellverlustrate (Einstrom)
Vorgabewerte der
Zellverlustrate (Einstrom)

RETC%"™"

1
18

0.0175

(033 5]

[0100]

033 5]

[01.68 0 0]
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Tabelle 9.49: Die Startwert-, Transitzeit-, Subkompartiment- und ggf. Verlustraten-
Parameter der Erythrozyten

Modell-Parameter

Modell-Symbol
KM Milz

Modell-Wert
KM

Milz

Startwert [% des
Normalwerts]

Transitzeit der alters
abhéngig abgebauten
Erythrozyten

Transitzeit der nicht alters
abhéingig abgebauten
Erythrozyten

Anzahl der
Subkompartiments
Zeitachse fiir die
Vorgabewerte der
Zellverlustrate
(Kompartiment)
Vorgabewerte der
Zellverlustrate
(Kompartiment)
Zeitachse fiir die
Vorgabewerte der
Zellverlustrate (Einstrom)
Vorgabewerte der
Zellverlustrate (Einstrom)

nor
TTERYa

nor
TTERYT

Nsub™"

1

1080

055 6]

[00.09 0 0]

360

9.6.3 Die zwecks Anpassung an eine TAP-induzierte Anamie abgeanderten

Parameter des EModells unter der Annahme, dass TAP das

Migrationsverhalten der BFU-E verandert

Die zusétzlich gedinderten Parameter des EModells zur Simulation der Auswirkungen

der Gabe von Thiamphenicol unter der Annahme, dafl TAP das Migrationsverhalten der

BFU-E verdandert.
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9.6 TAP-induzierte Anamie

Tabelle 9.50: Die Parameter fiir die Migrationsrate und ’seeding efficiency’ der BFU-E

Modell-Parameter

Modell-Symbol

Modell-Wert

KM Milz KM Milz
min. Stimulation mri%’} mrmz -5e-015 0
nor. Bedingungen mri2" mriot 0 0
max. Stimulation mrit mryet 1 0
Steigung im Wendepunkt mrPEM ;xkpr mrPEM ; v, 44.55 0
der Funktion (u.a.)
Verschiebung des normalen  mrFnor;xy  mrFnor;pp, 1 1
Arbeitspunktes
min. Stimulation sejrin sejrm 0 -5e-014
nor. Bedingungen ont il 0 0
max. Stimulation sej e it 0 1
Steigung im Wendepunkt sePEM;,,  sePEM,,. 0.7 45
der Funktion (u.a.)
Verschiebung des normalen  seFnor;xn — seFnoriu, 1 1

Arbeitspunktes
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9.6.4 Die zwecks Anpassung an eine TAP-induzierte Anamie abgeanderten
Parameter des PModells unter der Annahme, dass TAP das

Migrationsverhalten der BFU-E verandert

Die zusétzlich gednderten Parameter des PModells zur Simulation der Auswirkungen

der Gabe von Thiamphenicol unter der Annahme, dal TAP das Migrationsverhalten der

BFU-E verandert.

Tabelle 9.51: Die Parameter fiir die Migrationsrate und ’seeding efficiency’ der BFU-E

Modell-Parameter

Modell-Symbol

Modell-Wert

KM Milz KM Milz
min. Stimulation mr:%: er”MT -5e-015 0
nor. Bedingungen et il 0 0
max. Stimulation mr e mrer 1 0
Steigung im Wendepunkt mrPEM ;xkpr mrPEM ; v, 45.3 0
der Funktion (u.a.)
Verschiebung des normalen  mrFnor;gy  mrFnoriym, 1 1
Arbeitspunktes
min. Stimulation se:’}(x} ZZZ 0 -5e-014
nor. Bedingungen se; ol ol 0 0
max. Stimulation st sejy 0 1
Steigung im Wendepunkt sePEM;,,  sePEM,;,. 0.7 45
der Funktion (u.a.)
Verschiebung des normalen  seFnor;xan  seFnorian, 1 1

Arbeitspunktes
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9.6.5 Die zwecks Anpassung an eine TAP-induzierte Anamie abgeanderten
Parameter des EModells bei Vorgabe der CFU-S-Werte

Die zusétzlich gednderten Parameter des EModells zur Simulation der Auswirkungen der

Gabe von Thiamphenicol, wobei die CFU-S-Werte vorgegeben werden.

Tabelle 9.52: Die Startwert- Zellzykluszeit- und ggf. Vorgabewerte der Stammzellen
Modell-Symbol Modell-Wert

Modell-Parameter

KM Milz KM Milz
Startwert [% des 1 1
Normalwerts]
Zellzykluszeit (konstant) TC TC 8 8
Vorgabewerte benutzen ‘on’ ‘on’
Zeitachse fiir die 03456789 [03456789
Vorgabewerte 11131718 19] 11 13 17 19 20]
Vorgabewerte [1*S_BM_nor ’[ 1*S_SP_nor

0.59*S _BM_ nor
0.79*S_ _BM_ nor
0.63*S_BM_nor
0.39*S_BM_ nor
0.16*S_ BM_ nor
0.28*S BM_ nor
0.39*S_BM_ nor
0.88*S BM _nor
1.11*S_ BM_ nor
1.05*S BM nor
1.00*S_ BM_nor

0.58*S_SP_nor
2.40*S SP nor
4.23*S_SP_nor
18.24*S SP_nor
32.26*S_SP_nor
20.81*S SP_ nor
9.35*S_SP_nor
2.65*S SP nor
1.81*S SP nor
1.58*S SP nor
1.00*S_SP_ nor

1.00*S_BM_ nor|’ 1.00*S_SP_ nor]’
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Tabelle 9.53: Die Parameter fiir die Migrationsrate und ’seeding efficiency’ der BFU-E

Modell-Parameter Modell-Symbol Modell-Wert

KM Milz KM Milz
min. Stimulation mr}’;(f:} mrl’;z 0 0
nor. Bedingungen mri" mrio 0 0
max. Stimulation mrit mryt 0 0
Steigung im Wendepunkt mrPEM ;xkpr mrPEM ;5. 0 0
der Funktion (u.a.)
Verschiebung des normalen  mrFnor;xy  mrFnor;pp, 1 1
Arbeitspunktes
min. Stimulation sejrin sejrm 0 0
nor. Bedingungen se;rd” ser 0 0
max. Stimulation sej e it 0 0
Steigung im Wendepunkt sePEM;,,  sePEM,,. 0.7 0
der Funktion (u.a.)
Verschiebung des normalen  seFnor;xyn — seFnorju, 1 1

Arbeitspunktes
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9.6.6 Die zwecks Anpassung an eine TAP-induzierte Anamie abgeanderten

Parameter des PModells bei Vorgabe der CFU-S-Werte

Die zusétzlich gednderten Parameter des PModells zur Simulation der Auswirkungen der

Gabe von Thiamphenicol, wobei die CFU-S-Werte vorgegeben werden.

Tabelle 9.54: Die Startwert- und Verlustraten-Parameter der CFU-E

Modell-Parameter

Modell-Symbol

Modell-Wert

KM Milz KM Milz
Startwert [% des 1 1
Normalwerts]
Zeitachse fiir die 033 5] [0335]
Vorgabewerte der
Zellverlustrate
(Kompartiment)
Vorgabewerte der [0 170 0 0] [0 350 0]
Zellverlustrate
(Kompartiment)
Zeitachse fiir die [0 1] [0 1]
Vorgabewerte der
Zellverlustrate (Einstrom)
Vorgabewerte der [00] [0 0]

Zellverlustrate (Einstrom)
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Tabelle 9.55: Die Startwert- und Verlustraten-Parameter der proliferierenden Erythro-

blasten

Modell-Parameter

Modell-Symbol

Modell-Wert

KM Milz KM Milz
Startwert [% des 1 1
Normalwerts]
Zeitachse fiir die 035 6] [0335]
Vorgabewerte der
Zellverlustrate
(Kompartiment)
Vorgabewerte der [01.700] [0 0.4 0 0]
Zellverlustrate
(Kompartiment)
Zeitachse fiir die [0 1] [01]
Vorgabewerte der
Zellverlustrate (Einstrom)
Vorgabewerte der [0 0] [0 0]

Zellverlustrate (Einstrom)

Tabelle 9.56: Die Startwert- und Verlustraten-Parameter der reifenden Erythroblasten

Modell-Parameter

Modell-Symbol

Modell-Wert

KM Milz KM Milz
Startwert [% des 1 1
Normalwerts]
Zeitachse fiir die [0335] [03 3 5]
Vorgabewerte der
Zellverlustrate
(Kompartiment)
Vorgabewerte der [0 1.7 0 0] [000 0]
Zellverlustrate
(Kompartiment)
Zeitachse fiir die [0 1] [0 1]
Vorgabewerte der
Zellverlustrate (Einstrom)
Vorgabewerte der [0 0] [0 0]

Zellverlustrate (Einstrom)
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Tabelle 9.57: Die Startwert-, Transitzeit-, RETI%- und ggf. Verlustraten-Parameter der

zirkulierenden Reticulozyten

Modell-Parameter Modell-Symbol

KM Milz

Modell-Wert
KM Milz

Startwert [% des

Normalwerts]

Transitzeit bei nor. TT S 5re
Bedingungen

Anteil der Reticulozyten
and den RBC bei nor.
Bedingungen

Zeitachse fiir die
Vorgabewerte der
Zellverlustrate
(Kompartiment)
Vorgabewerte der
Zellverlustrate
(Kompartiment)
Zeitachse fiir die
Vorgabewerte der
Zellverlustrate (Einstrom)
Vorgabewerte der
Zellverlustrate (Einstrom)

RETC%"™"

1
18

0.0175

(033 5]

[0100]

033 5]

[01.68 0 0]
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Tabelle 9.58: Die Startwert-, Transitzeit-, Subkompartiment- und ggf. Verlustraten-
Parameter der Erythrozyten

Modell-Parameter Modell-Symbol Modell-Wert
KM Milz KM Milz

Startwert [% des 1
Normalwerts]

Transitzeit der alters TT Y5y a 1080
abhéngig abgebauten

Erythrozyten

Transitzeit der nicht alters  TT a7y, 360
abhéingig abgebauten

Erythrozyten

Anzahl der Nsub™" 5
Subkompartiments

Zeitachse fiir die 055 6]
Vorgabewerte der

Zellverlustrate

(Kompartiment)

Vorgabewerte der [0 0.09 0 0]
Zellverlustrate

(Kompartiment)

Zeitachse fiir die [0 1]
Vorgabewerte der

Zellverlustrate (Einstrom)

Vorgabewerte der [00]
Zellverlustrate (Einstrom)

0.7 TAP-induzierte Anamie - Kenndaten der verschiedenen

Zellkompartimente
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Abbildung 9.55: TAP-induzierte Andmie - Kenndaten der BFU-E: Szenarium 1: Standard-
Migrationsparameter der Milz, Szenarium 2: modifizierte Migrationsparameter der
Milz, Szenarium 3: Vorgabe der Gréfle der Stammzell-Kompartimente
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Abbildung 9.56: TAP-induzierte Andmie - Kenndaten der BFU-E: Szenarium 1: Standard-
Migrationsparameter der Milz, Szenarium 2: modifizierte Migrationsparameter der
Milz, Szenarium 3: Vorgabe der Grofle der Stammzell-Kompartimente
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Abbildung 9.58: TAP-induzierte Andmie - Kenndaten der BFU-E: Szenarium 1: Standard-
Migrationsparameter der Milz, Szenarium 2: modifizierte Migrationsparameter der
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Abbildung 9.59: TAP-induzierte Andmie - Kenndaten der BFU-E: Szenarium 1: Standard-
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Abbildung 9.60: TAP-induzierte Andmie - Kenndaten der BFU-E: seeding effiency: Szena-
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Abbildung 9.62: TAP-induzierte Anédmie - Kenndaten der CFU-E: Apoptose-Rate: Szenari-
um 1: Standard-Migrationsparameter der Milz, Szenarium 2: modifizierte Migrations-
parameter der Milz, Szenarium 3: Vorgabe der Gréfle der Stammzell-Kompartimente
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Abbildung 9.63: TAP-induzierte Andmie - Kenndaten der CFU-E: Amplifikation: Szenari-
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1: Standard-Migrationsparameter der Milz, Szenarium 2: modifizierte Migrationspa-
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Abbildung 9.68: TAP-induzierte Anédmie - Kenndaten der proliferative Erythroblasten:
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Abbildung 9.69: TAP-induzierte Andmie - Kenndaten der proliferative Erythroblasten:

Transitzeit: Szenarium 1: Standard-Migrationsparameter der Milz, Szenarium 2:
modifizierte Migrationsparameter der Milz, Szenarium 3: Vorgabe der Gréfle der
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Abbildung 9.70: TAP-induzierte Andmie - Kenndaten der nicht proliferierenden Ery-
throblasten: Transitzeit: Szenarium 1: Standard-Migrationsparameter der Milz,
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Szenarium 2: modifizierte Migrationsparameter der Milz, Szenarium 3: Vorgabe der
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Abbildung 9.71: TAP-induzierte Anémie - Kenndaten der residualen Retikulozyten: Tran-
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