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Das Verständnis der Thrombopoese ist neben dem der Erythropoese und Granulopoese
ein weiterer Schritt, der zu einem umfassenden Einblick in die menschliche Hämatopoese
beitragen soll. Modelle können dieses Verständnis unterstützen, indem sie die komple-
xe Dynamik der Hämatopoese beschreiben oder das Systemverhalten nach Störungen
quantifizieren, wie es zum Beispiel bei Chemotherapien auftritt und Therapievorhersa-
gen ermöglichen. Daher soll in der vorliegenden Arbeit mit Hilfe eines mathematischen
Kompartimentmodells die Thrombopoese abgebildet werden.

Die Dynamik beteiligter Zellstufen wird durch Differentialgleichungen beschrieben.
Betrachtet werden dabei die Zellstufen beziehungsweise die Kompartimente der pluri-
potenten Stammzellen, koloniebildende Einheiten der Megakaryozyten, Megakaryozyten,
Thrombozyten und das Zytokin Thrombopoetin. Das Modell beschreibt biologische Vor-
gänge der Differenzierung und Amplifikation, die einen Übergang von der pluripotenten
Stammzelle über die verschiedenen Zellstufen zu den Thrombozyten gewährleisten. Als
wesentlicher Rückkopplungsmechanismus wird der des Wachstumsfaktors Thrombopoe-
tin beschrieben, welches durch eine konstante Produktion, Stimulierung des Wachstums
bestimmter Zellstufen und einem sowohl rezeptorspezifischem als auch rezeptorunspezi-
fischem Abbau charakterisiert wird.

Beim Menschen liegen nur wenige Daten über die Dynamik des Knochenmarks und
anschließenden Störungen der Thrombopoese vor. Andererseits sind aus Literatur und
Studien größere Datenmengen zu peripheren Thrombozytenzahlen und Thrombopoe-
tinspiegeln nach Störungen wie Chemotherapie oder Thrombopherese verfügbar. Es ist
deshalb möglich, unbekannte Parameter des Modells (speziell zur Knochenmarksdyna-
mik) aus den peripheren Daten zu schätzen. Dies erfolgt mit Evolutionsstrategien. Eine
Datenextraktion aus grafischen Darstellungen wird durchgeführt, wenn keine Rohdaten
verfügbar sind.

Das Modell zeigt eine gute Übereinstimmung mit medianen Thrombozytenverläufen
und Thrombopoetinspiegeln unter vier verschiedenen Chemotherapien und nach Throm-
bopherese. Weiterhin zeigen die Schätzungen einiger physiologischer Parameter gute
Übereinstimmung mit anderen Modellen, was die Konsistenz des vorgestellten Modells
mit früheren Modellen bekräftigt.

Zukünftig ist geplant, das Modell so zu erweitern, daß sich weitere Chemotherapien si-
mulieren lassen und eine Unterteilung nach Risikogruppen bei der Vorhersage ermöglicht
wird.
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1. Zielstellung

1.1. Motivation

Thrombozytopenie (starke Reduktion der Plättchenzahl im Blut) ist eine häufige Kom-
plikation bei der Behandlung von Hämatologie- und Onkologiepatienten insbesondere bei
zytotoxischen Chemotherapien. So traten zum Beispiel die Thrombopeniegrade 3 oder
4 (Plättchenzahl WHO Grad 3: ≥ 25 und < 50, Grad 4: < 25 · 103/mm3) bei eska-
lierter BEACOPP Chemotherapie (Standard für Morbus Hodgkin im fortgeschrittenen
Stadium) bei 70% der Patienten ([DFP+03]) und bei CHOP14 (Standard für aggressi-
ve Non-Hodgkin-Lymphome) bei 50,8% der älteren Patienten auf ([PTK+04]). Zudem
ist die bei Multiagenten- oder bei intensivierten Therapien als Nebenwirkung auftreten-
de Thrombopenie häufig dosislimitierend ([KB02], [WKR+03]), was möglicherweise zu
schlechteren Ergebnissen der Therapie durch notwendige Dosisreduktion führt. Der Be-
darf an Blutplättchen-Transfusionen steigt beständig (Vereinigte Staaten: 4 Millionen
Einheiten 1982 und 8 Millionen Einheiten 1992 übertragen, [VRMBR+97]), um schwere
Thrombozytopenien kontrollieren zu können. Verbunden ist dieser Anstieg auch mit Fort-
schritten bei Organ- und Knochenmarkstransplantationen oder Herzchirurgie. Obwohl
solche Transfusionen das Risiko für therapiebedingte Spontanblutungen senken, steigt
das Risiko für eine Übertragung bakterieller und viraler Erreger, Immunreaktionen oder
anderer transfusionsbezogener Nebenwirkungen. Weiterhin tragen die Transfusionen zu
beträchtlichen Kosten für das Gesundheitssystem und Unannehmlichkeiten für die Pati-
enten bei. Der Bedarf an Blutreserven wächst außerdem ständig.

Deshalb ist es im Vorfeld von Therapien von Vorteil, die Dynamik der Thrombopoese
nach Störungen zu verstehen, um z.B. einen Anstieg der Thrombozyten zu bewirken
oder eine Thrombozytopenie zu verhindern, abzuschwächen oder rechtzeitig zu erkennen.
Damit kann das Risiko für den Patienten und die Kosten reduziert werden. Weiterhin
können Risikokollektive berücksichtigt und besonders behandelt werden.

Seit 1994 besteht die Möglichkeit zwei rekombinante Formen von Thrombopoetin, dem
Wachstumsfaktor der Thrombopoese herzustellen, nämlich rhTPO (recombinant human
thrombopoietin) und PEG-rHuMGDF (pegylated recombinant human megakaryocyte
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growth and development factor). Aufgrund unerwünschter Nebenwirkungen wurde PEG-
rHuMGDF 1998 in den Vereinigten Staaten wegen Sicherheitsbedenken aus klinischen
Studien zurückgezogen. Es besteht Klärungsbedarf, ob die Anwendung von künstlich
hergestelltem Thrombopoetin trotz aller positiven Einsatzmöglichkeiten ein zu großes
Risiko darstellt ([KB02],[SBFL+02]).

Modelle, die die wesentlichen biologischen Vorgänge erfassen und die dazugehörigen
experimentellen Daten erklären, können einen Beitrag für die klinische Forschung lei-
sten, indem sie ein grundlegendes Verständnis ermöglichen, Vorhersagen zulassen und
die Optimierung von Therapien unterstützen. Daher soll speziell für Chemotherapie und
Thrombopherese ein Modell für den Menschen entwickelt werden.

1.2. Problemstellung

Ziel dieses Modells soll es sein, ein verständliches physiologisches und quantitatives Mo-
dell der Thrombopoese zu konstruieren. Dabei sind wesentliche Regulationsmechanismen,
insbesondere thrombopoetinvermittelte, in Form eines Differentialgleichungsmodells zu
beschreiben. Über bisher nicht oder wenig untersuchte biologische Effekte wie die Wir-
kung des Thrombopoetin auf verschiedene Zellstufen der thrombopoetischen Zellreihe
werden Hypothesen formuliert. Diese sollen durch Konsistenz mit experimentellen Daten
bekräftig oder widerlegt werden.

Ausgehend von einem Thrombopoesemodell der Maus ([Kli01]) soll überprüft werden,
ob die dort identifizierten Regulationsmechanismen auf den Menschen übertragbar sind.
Dabei sollen jedoch entsprechend den damaligen Annahmen nicht die modellierten Regu-
lationsmechanismen der Thrombopoese, sondern möglichst nur deren Parameter verän-
dert werden. Außerdem wird geprüft, ob das entstandene Modell mit einem verfügbaren
Parametersatz eines älteren Thrombopoesemodells ([Wic84]) konsistent ist. Insbesonde-
re soll ein Kompartiment für die Milz im Modell vorgesehen werden, um die altersab-
hängige Thrombozyten-Umverteilung der Milz und peripheren Blut zu berücksichtigen
([Wic84], [FAK77]). Ferner soll geprüft werden, ob die Kompartimente (z.B. CFU-Mk
oder Prothrombozyten) des Mausmodells zum Verständnis der Dynamik notwendig sind
oder ob es genügt die Thrombopoetinregulation zu modifizieren. Falls diese Zellstufen
zu berücksichtigen sind, ist die Wirkung des Thrombopoetin auf diese zu modellieren.
Ebenso soll die Dynamik des Thrombopoetin analysiert werden.
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1.3. Ziele und Anwendung

Ziel soll es sein, ein Modell zu konstruieren, das konsistent ist mit Chemotherapiedaten
aus Studien und Daten aus der Literatur. Weiterhin soll sich das Modell dazu eignen,
Chemotherapie und Thrombopherese als Störungen der Thrombopoese zu beschreiben.

Nach Abschluß der Modellarbeiten können durch Modellsimulationen Vorhersagen über
Thrombozytenverläufe getroffen werden, um so beispielsweise das Risiko thrombozyto-
penischer Zustände für Patienten zu senken und zeit- und kosteneffizient zu arbeiten.
Hierbei sollen perspektivisch Simulationen für unerprobte Therapieszenarien durchge-
führt und die Knochenmarkstoxizitäten bestimmter Chemotherapien verglichen werden.

Insbesondere sind durch das Modell Vorhersagen über zu erwartende Thrombozyten-
verläufe im Rahmen von Chemotherapien zu treffen. Zu solchen Therapien zählen kon-
ventionelle Chemotherapien, die entweder schon etabliert oder noch in Entwicklung sind.
Verwendet werden die im Modell formalisierten biologischen Kenntnisse und Hypothe-
sen über Toxizitäten bestimmter Substanzen auf thrombopoetische Zellstufen. Damit
besteht die Möglichkeit der Quantifizierung dieser Toxizitäten. Es ist ebenso möglich, die
Thrombozytenerholung wie zum Beispiel bei Spendern nach Thrombopherese vorherzu-
bestimmen.
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2. Einleitung

2.1. Biologische Grundlagen

2.1.1. Blut

Eine besondere Rolle im Organismus nimmt das Blut wahr, denn es übernimmt zahlreiche
lebensnotwendige Aufgaben und läßt sich aufgrund seiner funktionell-morphologischen
Eigenschaften als flüssiges Organ bezeichnen ([BR93]). Darüber hinaus verknüpft es in
ständiger Zirkulation die übrigen Organe des Organismus miteinander. Zu den wichtigen
zellulären Bestandteilen, die im Blutplasma schwimmen, zählen Erythrozyten, die den
Gastransport (O2 und CO2) sicherstellen, Leukozyten, die die zelluläre Abwehr gewähr-
leisten und Thrombozyten, die die Blutgerinnung sichern. Zum weiteren Aufgabenbereich
des Blutes gehört der Transport von Stoffwechselprodukten und humoraler Substanzen,
Wärmetransport, die Beteiligung an der humoralen Abwehr und die Aufrechterhaltung
von Isotonie und Isohydrie. In dieser Arbeit sind im folgenden die Thrombozyten und
deren Entstehung, die sogenannte Thrombo(zyto)poese von Interesse. In der Literatur
([BR93]) wird häufig zwischen der Megakaryopoese, der Entwicklung der Megakaryozy-
ten, und der Thrombopoese, der Bildung der Blutplättchen, unterschieden. In der vorlie-
genden Arbeit wird unter Thrombopoese der Gesamtprozeß der Blutplättchenentstehung
ausgehend von der pluripotenten Stammzelle verstanden.

2.1.2. Thrombopoese

Beginnend bei der pluripotenten Stammzelle werden durch Mechanismen der Differen-
tiation und Amplifikation verschiedene Zellstufen durchlaufen, die am Ende dieser Kette
funktionsfähige Blutplättchen, die Thrombozyten, hervorbringen. Dargestellt wird dies
in Abbildung 2.1. An der Regulation der Thrombopoese sind zahlreiche Zytokine betei-
ligt wie beispielsweise Interleukin 3 (IL-3), Interleukin 6 (IL-6), Interleukin 11 (IL-11),
Granulozyten Makrophagen koloniestimulierender Faktor (GM-CSF), Megakaryozyten
koloniestimulierender Faktor (Mk-CSF) und Thrombopoetin (TPO) ([BR93]). Jedoch
zeigte sich in präklinischen Studien, daß Thrombopoetin als das wirksamste Zytokin
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Polyploidiegrad

Stammzelle2N

BFU-MK (Burst Forming Unit of Megakaryocytes)2N

CFU-MK (Colony Forming Unit of Megakaryocytes)2N

LD-CFU-MK (Light Density Colony Forming Unit Megakaryocytes)2N

Übergangszelle / Prämegakaryoblast2N – 4N

Megakaryoblast8N

16N

32N

Stadium II Stadium III Stadium IV ThrombozytenStadium I

64N Megakaryozyten

Abbildung 2.1.: Thrombopoese (modifiziert nach [BR93])
Die im Modell berücksichtigten Zellstufen und -stadien sind dunkel dargestellt

bezüglich der Thrombozytenerholung anzusehen ist ([WHL+01],[vG03]). Das beweisen
auch weitere Studien ([IMT+96], [HKW+97]), in denen sich eine stark inverse Korrela-
tion zwischen Thrombozyten- und Thrombopoetinkonzentration zeigt. Andere Zytokine
hingegen wie IL-3, IL-6 oder IL-11 lassen hierbei keine direkte Korrelation und damit kei-
nen zentralen Einfluß an der Thrombopoese erkennen. Nachfolgend wird die Entstehung
der Thrombozyten aus den Vorläuferzellen und die Regulation durch den Wachstums-
faktor Thrombopoetin beschrieben.

Megakaryozytäre Vorläuferzellen

Die Beschreibung ist weitestgehend entnommen von [BR93]. Der Ursprung jeder Zellreihe
des Blutes liegt bei der hämatopoetischen Stammzelle im Knochenmark, einem Organ
mit sehr hoher Proliferationsrate. Dabei wird die Entwicklung jeder Zellreihe durch ein
komplexes Regulationsnetzwerk aus stimulierenden und hemmenden Wachstumsfaktoren
gesteuert. Die genaue hierarchische Ordnung der Vorläuferzellen sowie die Festlegung ei-
ner einheitlichen Terminologie sind noch umstritten. Zudem sind die Differenzierungsvor-



2.1 Biologische Grundlagen 6

gänge und Regulationsmechanismen noch nicht ausreichend verstanden beziehungsweise
nur qualitativ erfaßt. Experimentelle Daten hierzu stammen aus in vitro- oder Tierex-
perimenten. Einig ist man sich weitestgehend (das sogenannte Stammzellkonzept) über
die Existenz eines gemeinsamen Ursprungs der Zellen, nämlich dem der (omni-, toti-)
pluripotenten Stammzelle, was theoretisch und experimentell belegt ist. Ausgezeichnet
ist die pluripotente Stammzelle, die morphologisch nicht identifiziert werden kann, durch
die Fähigkeit der Selbsterneuerung und Differenzierung.

Unter dem Einfluß von Wachstumsfaktoren differenziert dieser Typ Stammzellen wahr-
scheinlich zufällig in determinierte Stammzellen einer bestimmten Zellreihe des Blutes.
Im Fall der Thrombopoese sind es die megakaryozytären Vorläuferzellen CFU-Mk (colony
forming units of megakaryocytes), die sich bereits optisch erkennen lassen.

Das Bindeglied zu den morphologisch erkennbaren Megakaryozyten stellen die mo-
nonukleären, polyploiden (Vielfache des normalen, zweifachen Chromosomensatzes einer
Zelle) Prämegakaryocytoblasten dar. Damit befindet sich hier der Übergang von einer rei-
nen Zellteilungsphase zur Endomitosephase der Megakaryozyten. Die Endomitose, auch
Endoreduplikation, bezeichnet den Vorgang, bei dem sich nur der Zellkern aber nicht das
Zytoplasma teilt.

Die aus den Übergangszellen entstehenden Megakaryozyten lassen sich nach morpho-
logischen Kriterien in vier Stadien einteilen. Die Megakaryoblasten (Stadium I) zeichnen
sich durch einen kompakten, gelappten Kern aus. Außerdem ist ein beginnendes De-
markationsmembransystem (DMS) nachweisbar. Die Promegakaryozyten (Stadium II)
besitzen einen hufeisenförmigen Kern und ein stärker ausgeprägtes DMS. Die granulä-
ren Megakaryozyten (Stadium III), charakterisiert als große Zellen mit multilobulärem
Kern, sind mit 60 bis 70% die häufigste Subpopulation im Knochenmark. Der reife Mega-
karyozyt (Stadium IV) hingegen besitzt einen stark gelappten, aber kompakten Kern.
Der Polyploidiegrad der Megakaryozyten ist nicht ausschlaggebend dafür, ob die DNA
Synthese beendet wird und Blutplättchen gebildet werden. Megakaryozyten besitzen un-
ter Normalbedingungen den 16fachen Chromosomensatz (16N, entspricht 8 Kernlappen)
[Wic84],[Cor89],[SGM+01]) und eine Transitzeit von 6 Tagen ([Wic84], [MFI+99]).

Thrombozyten

Die Thrombozyten oder auch Blutplättchen sind kleine kernlose Zytoplasmafragmente
der Megakaryozyten, den Riesenzellen im Knochenmark. Über die Art und Weise der
Thrombozytenbildung gibt es drei Hypothesen. Die erste Hypothese geht davon aus,
daß das Plasma der Megakaryozyten durch das DMS aufgeteilt wird, danach Zytoplas-
mafortsätze entstehen, diese vom Blut in Thrombozyten fragmentiert werden und die
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Blutplättchen in die Zirkulation gelangen. Nach der zweiten Hypothese zerfallen die
Megakaryozyten im Knochenmark und bilden so Thrombozyten. Die letzte Hypothe-
se jedoch beschreibt eine aktive Bewegung der Megakaryozyten in die Zirkulation. Die
Megakaryozyten bleiben dabei in den Lungenkapillaren wie in einem Netz hängen und
durch die Scherkräfte des vorbeiströmenden Blutes werden Thrombozyten abgeschnürt.
So entstehen aus einem Megakaryozyt mehrere tausend Thrombozyten (rund 2000-3000
nach [BR93], 400 bis 8000 aus 10 Quellen mit Median 1400 nach [SL89]).

Die in der Literatur angegebenen Normalwerte für Thrombozyten sind stark abwei-
chend, wahrscheinlich begründet durch die verwendete Zählmethode und der Auswahl
des Patientenkollektivs. Weiterhin unterliegen die Thrombozytenwerte beim Erwachse-
nen starken physiologischen Schwankungen. Die Konzentration im peripheren Blut be-
trägt 150000−400000 Thrombozyten pro µl ([BR93], [SGM+01]). Der Durchmesser wird
angegeben mit 1,5 − 3,5 µm, das Volumen mit 5-10 fl ([BR93]) und die Lebensdauer
mit rund 10 Tagen ([BR93], [SGM+01]). Ungefähr ein Drittel der Thrombozyten wird
beim Menschen in der Milz gehalten ([FAK77]), wo diese bei Bedarf schnell ausgeschüttet
werden können. Hauptsächlich finden sich junge Thrombozyten, die sogenannten Mega-
thrombozyten, in der Milz.

Thrombopoetin

Thrombopoetin (TPO) wird als das Zytokin betrachtet, daß die Megakaryopoese und
Thrombopoese hauptsächlich reguliert. Dabei unterstützt es die Differenzierung und
Proliferation der Stammzellen, Vorläuferzellen der Megakaryozyten und anderer Zelli-
nien im Zusammenwirken mit weiteren Zytokinen oder allein ([SBR+98]). Aus Tierex-
perimenten weiß man, daß es die Thrombozytenproduktion, die Anzahl der Endomito-
sen beziehungsweise die Größe und Anzahl von Megakaryozyten und deren Vorläufern
enorm steigern kann ([Kau02]). Die Produktion von Thrombopoetin erfolgt in Leber,
Niere, Knochenmarksstroma und zahlreichen anderen Geweben ([Kau03]). Unter Nor-
malbedingungen ist die Produktion konstant, wobei diese durch die Leber dominiert
wird ([TvdSVZ04],[JK04]). Die Plasmakonzentration hingegen wird hauptsächlich regu-
liert durch einen Abbau nach Bindung an Zellen, die einen entsprechenden Rezeptor, den
c-Mpl Rezeptor (c-myeloproliferative leukemia virus, benannt nach der Entdeckung), ex-
primiert haben ([TvdSVZ04]). Belegen läßt sich das durch eine verlängerte Thrombopoe-
tinhalbwertszeit bei c-Mpl Rezeptor knock-out Mäusen ([FGS+96]). Daher wird Throm-
bopoetin auch als c-Mpl Ligand bezeichnet. Zu Zellen mit c-Mpl Rezeptoren zählen Mega-
karyozyten und Thrombozyten ([vG03], [BLS+97]). Auch Chemotherapien, die einen star-
ken Verlust an Megakaryozyten, Thrombozyten und damit von c-Mpl rezeptorausbilden-
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den Zellen haben, führen zu hohen Thrombopoetinspiegeln ([ELFS99]),[STN+98]). Diese
Beobachtungen sprechen gegen die Hypothese, daß eine Regulierung des Thrombopoe-
tinspiegels auf Genexpression-Level stattfindet. Denn in Tierexperimenten mit throm-
bozytopenischen Mäusen ([SWS96]) oder c-Mpl-Rezeptor knock-out Mäusen ([FGS+96])
waren keine erhöhten TPO mRNA Level trotz erhöhtem TPO-Spiegel feststellbar.

Seit der künstlichen Herstellung von Thrombopoetin im Jahr 1994 stehen zwei rekom-
binante Varianten rhTPO (recombinant human thrombopoietin) und PEG-rHuMGDF
(pegylated recombinant human megakaryocyte growth and development factor) zur Ver-
fügung. Jedoch traten in klinischen Studien (beispielsweise [LYX+01]) bei wenigen Per-
sonen neutralisierende Antikörper auf. Diese Antikörper bildeten sich gegen PEG-rHu-
MGDF, das mit endogenem Thrombopoetin reagierte. Dabei wurde die pharmakologische
Wirkung beider aufgehoben und es folgte eine Thrombozytopenie. Aufgrund dieser Ne-
benwirkungen wurde PEG-rHuMGDF aus klinischen Studien in den Vereinigten Staaten
1998 zurückgezogen. Die Gründe für die Nebenwirkung von PEG-rHuMGDF im Gegen-
satz zu rhTPO könnten darin liegen, daß PEG-rHuMGDF gekürzt, nicht glykolisiert,
pegylisiert ist und subkutan appliziert wurde. Bisher sind keine Fälle bekannt, daß neu-
tralisierende Antikörper bei intravenös applizierten rhTPO aufgetreten sind ([KB02]).
Ähnliches zeigen auch Studien (zum Beispiel [SBFL+02]) über die Wirkung von PEG-
rHuMGDF, bei denen keine Antikörper festgestellt wurden. Daher ist der Einsatz von
rekombinantem Thrombopoetin, das damit verbundene Risiko aber auch die Vorteile
weiterhin zu diskutieren.

2.1.3. Chemotherapie

Zur Behandlung von onkologischen Krankheiten werden verschiedene Therapien einge-
setzt. Hierzu zählen beispielsweise operative Therapien, Strahlentherapie, Immuntherapie
oder (konventionelle oder hochdosierte) Zytostatikatherapie. In dieser Arbeit ist es von
Interesse zu verstehen, wie bestimmte Zytostatika im Rahmen einer konventionellen Che-
motherapie wirken. Die Chemotherapie wird als Primärtherapie kurativ, adjuvant oder
palliativ eingesetzt.

Zytostatika sind eine heterogene Gruppe von Substanzen, welche das Zellwachstum
hemmen oder Zellen absterben lassen. Anhand der Art und Weise wie diese Substanzen
auf Tumorzellen wirken, können diese in eine Vielfalt von Gruppen unterteilt werden. So
gibt es beispielsweise

• Alkylantien wie Cyclophosphamid, die Alkylgruppen in die DNA einbauen und
damit die Zellteilung verhindern und die Zellen zerstören.
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• Anthrazykline wie Doxorubicin, die an die DNA binden, die Nukleinsäuresynthese
hemmen und die Zellteilung blockieren.

• Vinca-Alkaloide wie Vincristin, die an das Protein Tubulin binden, die Ausbildung
von Mikrotubuli hemmen und dadurch die Zellteilung unterbrechen.

• Epipodophyllotoxine wie Etoposid, die die Topoisomerase II inhibieren, die Zyto-
kinese unterdrücken und die Zellen in das Stadium der Apoptose führen.

Jedoch zieht die Anwendung von Zytostatika zahlreiche Nachteile mit sich. Darunter
fallen eine sehr heterogene Chemosensitivität bezüglich verschiedener Turmorentitäten,
unspezifische Wirkung, geringe therapeutische Breite und zahlreiche dosislimitierende
Nebenwirkungen wie Übelkeit, Myelo-, Neuro-, Kardio- oder Hämatotoxizität wie zum
Beispiel Thrombopenie.

2.1.4. Thrombopherese

Die Thrombopherese beschreibt den Vorgang, durch den Thrombozyten aus dem Blut
eines Blutplättchenspenders extrahiert werden. Dies geschieht mit einer Zentrifuge, die
das Blut in seine Bestandteile auftrennt und daraufhin einen kleinen Teil an Blutplättchen
filtert. Auf diese Weise werden rund 5 l Blut kontinuierlich verarbeitet und ca. 4 · 1011

Thrombozyten gefiltert ([DHK+98]).
Die gewonnenen Thrombozyten können später im klinischen Einsatz als Transfusionen

zur Verfügung gestellt werden, um beispielsweise Spontanblutungen zu stoppen.

2.2. Grundlagen mathematischer Modelle

Einen Einblick zum Grundverständnis der Modellierung liefert die Veröffentlichung von
[WLH+83]. Die darin gewonnen Erkenntnisse sind jedoch nicht nur auf die Hämatologie
beschränkt, sondern finden ebenso Anwendung für die Modellierung anderer biologischer
Systeme. Ziel ist es, die komplexen Regelmechanismen wie sie zum Beispiel bei der Blut-
bildung auftreten, durch möglichst einfache Gleichungssysteme quantitativ zu erfassen.

Die Beschreibung solcher Regelmechanismen erfolgt insbesondere bei zeitlich variablen
Größen häufig mit einem Differentialgleichungssystem, das sowohl lineare Differential-
gleichungen als auch solche mit Zeitverzögerung enthalten kann. Um ein physiologisches,
d.h. biologisch interpretierbares System aufstellen zu können, werden jedoch biologische
Informationen wie Zellzahlen in bestimmten Zuständen (Kompartiment), Aufenthalts-
dauer und Anzahl der Teilungen unter Stimulation (minimal, im Normalzustand, ma-
ximal) benötigt. Informationen zu den Rückkopplungshormonen wie zum Beispiel die
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Halbwertzeiten sind ebenso erforderlich. Darüber hinaus ist die Art des Abbaus der Zel-
len oder der Übergang von einen Zustand in den nächsten wesentlich, zum Beispiel ob
der Abbau alters- oder zufallsabhängig erfolgt. Mithilfe dieser Informationen kann das
biologische Wissen in eine mathematische Form überführt werden.

Dieses Vorgehen erlaubt eine Vielzahl von Anwendungen. So lassen sich zum Beispiel
Experimente mit veränderten Anfangswerten der Zellzahlen durchführen, um die Auswir-
kungen auf die anderen Kompartimente und das weitere Systemverhalten zu beobachten.
Oder es werden Experimente mit veränderten Umweltbedingungen bzw. Umweltpara-
metern durchgeführt, die charakteristischerweise einen neuen Gleichgewichtszustand der
Zellzahlen zu Folge haben.

Dabei soll die Übereinstimmung des Modells mit den experimentellen Daten ein Maß
für die Qualität des Modells sein. So müssen vorhandene Daten reproduziert werden
und die Anzahl der Kompartimente, in denen diese Daten abgebildet werden können,
möglichst hoch sein. Bei wachsender Anzahl von Umwelteinflüssen sollten so wenig wie
möglich Modellparameter geändert werden. Zudem sollen so viel wie möglich Modellpara-
meter Interpretationen biologischer Größen sein und die Zahl der übrigen freien Parameter
möglichst klein sein. Daher reduzieren solche freien Parameter den Wert des Modells, weil
die Interpretation der Modelldaten verschoben wird auf die Interpretation spekulativer
Modellparameter. Darüber hinaus sollten Modelle möglichst einfach sein und sich in ihrer
Komplexität am biologischen Wissen orientieren. Modelle dienen dabei der Simulation
einer Klasse von Experimenten und wiederum jedes Experiment aus dieser Klasse muß
durch das Modell beschreibbar sein. Das bedeutet eine (eindeutige) Abbildung zwischen
Modell und einer Menge von Experimenten.

Mathematische Modelle eignen sich daher für eine kompakte Zusammenstellung rele-
vanter Regeleinflüsse in der Hämatologie. Denn es können Hypothesen über unbekannte
Sachverhalte formuliert und deren Konsequenzen berechnet werden. Daraus kann auf
richtige Hypothesen geschlossen und falsche verworfen werden. Weiterhin ist es möglich
mit einem Modell Vorhersagen zu treffen, was in der Planung neuer Experimente und
zur Optimierung von Versuchen Verwendung findet. Deshalb ist die Modellierung ein
wichtiger Schritt zum Ordnen von medizinischem Wissen und Erarbeiten neuer Frage-
stellungen.
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3. Modell der Thrombopoese

3.1. Modellbildung

Der Aufbau, die Anpassung und die Validierung des Modells umfassen fünf Schritte

1. Aus der Literatur wird das notwendige (biologische) Wissen entnommen, um ein
Thrombopoesemodell zu entwickeln. Das schließt ältere Modelle (zum Beispiel
[Kli01],[Wic84]) zu diesem Thema und zu anderen Zellinien der Hämatopoese wie
die Erythropoese ([Mey04]) und Granulopoese ([ESL04],[SEL04]) mit ein.

Daten von Experimenten, die das Modell erklären soll, werden aus Studien (Chemo-
therapie) beziehungsweise aus der Literatur (Thrombopherese) entnommen. Daten
aus der Literatur werden mit dem entwickelten C++ Tool WinScale aus Diagram-
men extrahiert, wenn keine Rohdaten vorhanden sind.

Über noch nicht ausreichend verstandene Mechanismen (Aufbau der Modellglei-
chungen) werden Hypothesen gebildet. Fehlende Parameterwerte (Anpassung der
Modellgleichungen) werden mit Evolutionsstrategie ([Rec73]) geschätzt.

2. Die Pharmakokinetik von Thrombopoetin wird abgebildet. Dazu wird die Vorher-
sage der Zytokinspiegel von Patienten aus [ELFS99] an deren Thrombozytenwerte
angepaßt. Dabei werden zwei Möglichkeiten untersucht. Einerseits wird die em-
pirische loglineare Abhängigkeit von Thrombopoetin und Thrombozyten und an-
dererseits eine Differentialgleichung zur Beschreibung der zeitlichen Dynamik des
Zytokins untersucht. Das Ergebnis ist die Pharmakokinetik von Thrombopoetin
und ein durch Evolutionsstrategie geschätzter Parametersatz.

3. Das vollständige Pharmakokinetik/Pharmakodynamik-Modell (PK/PD-Modell)
bestehend aus den Kompartimenten der Stammzellen, CFU-Mk, Megakaryozyten,
Thrombozyten und Thrombopoetin wird mit den Thrombozytenspiegeln aus der
NHL-B Studie ([PTK+04]) aufgestellt. Insbesondere werden aufgrund des geringen
Wissens über die CFU-Mk zahlreiche Hypothesen überprüft. Auch der Einfluß ei-
nes zusätzlichen Kompartiments, dem der Prothrombozyten wird untersucht. Das
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Thrombopoetinkompartiment wird hierbei nicht verändert. Am Ende dieses Ent-
wicklungsprozesses liegt ein Modell der Thrombopoese vor, das den Thrombozy-
tenspiegel und die Wirkung von Chemotherapien (CHOP14, CHOEP14, CHOP21
und CHOEP21) simulieren kann.

4. Das aufgestellte Modell wird daraufhin geprüft, ob es ausreichend ist, um ande-
re Störungen der Thrombopoese wie die Thrombopherese vorhersagen zu können.
Dazu wird ein Pool aus Thrombozyten- und Thrombopoetinspiegeln ([WSW+01],
[WFG+99], [DHK+98]) von Thrombozytenspendern mit den Vorhersagen des Mo-
dells verglichen.

5. Im letzten Schritt wird eine Sensitivitätsanalyse der Modellparameter durchge-
führt. Weiterhin wird das Modell dazu verwendet, Vorhersagen über die Throm-
bopoetinspiegel der vier bekannten Chemotherapien und der Thrombozyten- und
Thrombopoetinverläufe hypothetischer Chemotherapiersysteme zu treffen.

3.2. Grundlagen

Differentialgleichungen der Modellkompartimente

Zur Beschreibung des Verhaltens der an der Thrombopoese beteiligten Zellstufen sollen
Differentialgleichungen verwendet werden. Mit Hilfe solcher Gleichungen ist es für jede
Zellstufe beziehungsweise Zellkompartiment möglich, die zeitliche Dynamik zu beschrei-
ben. Unter einem Kompartiment versteht man ein räumlich oder auch nur funktionell
abgegrenztes Gebilde, dem ein Gehalt (z.B. Zellzahl oder Konzentration) sowie eine ein-
heitliche Kinetik zugeordnet ist. Die einfachste Form einer solchen linearen Gleichung
für den Kompartimentinhalt Ci des Kompartiments i besteht aus dem Zustrom Cout

i−1,
welcher gerade dem Abstrom der davor liegenden Zellstufe und dem eigenen durch eine
bestimmte Transitzeit Ti festgelegten Abstrom Cout

i entspricht. Die Transitzeit ist defi-
niert als der Erwartungswert der Aufenthaltszeit einer Zelle in der Zellstufe. Im weiteren
wird es von Interesse sein, die relative Größe eines Kompartiments Crel

i zu verwenden, die
aus dem Quotienten der Kompartimentgröße und der Größe unter Normalbedingungen
besteht.

Aufspaltung der Amplifikation

Die einfache lineare Form einer Differentialgleichung genügt jedoch meist nicht, um die
Kinetik eines Kompartiments ausreichend zu beschreiben. Denn es kann notwendig sein,
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eine bestimmte auf die Zellstufe Ci wirkende Amplifikation Ai (Zellvermehrung durch Tei-
lung) zu berücksichtigen. Die Amplifikation ist hierbei biologisch über die verschiedenen
Altersstufen eines Zellkompartiments verteilt. Berücksichtigt man diese Gesamtamplifi-
kation aber nur auf einer Altersstufe, so führt dies zu einer unrealistischen, sofortigen
Änderung des Kompartiments und dessen Abstroms. Um aber eine verzögerte Reaktion
des Systems auf Änderungen der Amplifikation zu erreichen, bedient man sich dem Auf-
spalten der Amplifikation (amplification splitting), das in [WL85], [SEL04] beschrieben
und begründet ist. Man zerlegt hierbei die Gesamtamplifikation Ai in zwei multiplikative
Anteile Ain

i und Aout
i , die auf den Ein- bzw. Ausstrom des Kompartiments aufmultipliziert

werden.

Z-Funktion

In einigen Kompartimenten kann zudem nicht von einer konstanten Amplifikation der
zu modellierenden Zellen ausgegangen werden. Vielmehr wird diese beeinflußt durch ein
Zytokin, das die Fähigkeit besitzt, die Amplifikation zu erhöhen oder zu verringern. Im
Modell selbst wird das Zytokin Thrombopoetin zur Beschreibung dieses Einflußes her-
angezogen. Ähnliches gilt für die Transitzeit, denn diese kann ebenso durch die Konzen-
tration des Wachstumsfaktors geregelt werden. Mathematisch läßt sich ein funktionaler
Zusammenhang zwischen (relativer) Konzentration des Zytokins Crel

X (Dosis, zum Bei-
spiel X=TPO) und dessen Wirkung mit Hilfe einer sogenannten Z-Funktion Z(Crel

X )

beschreiben. Eine wesentliche Eigenschaft der Z-Funktion ist die Sättigungscharakteri-
stik für hohe Dosen. Der Grund hierfür ist, daß ein biologisches System nicht unbegrenzt
viel eines Stoffes produzieren oder abbauen kann oder eine Reifung nicht beliebig schnell
abläuft und das System mit der Zeit erschöpft. Neben der Z-Funktion muß noch die inver-
se Z-Funktion Z inv(Crel

X ) untersucht werden. Denn im Gegensatz zur Amplifikation, die
häufig durch eine monoton steigende Dosis-Wirkungs-Beziehung gekennzeichnet ist, gilt
für die Transitzeit meist die Umkehrung. Wird nämlich die Transitzeit in einem Kom-
partiment durch ein Zytokin geregelt, so kann eine höhere Zytokinkonzentration eine
kleiner werdende Transitzeit bedeuten. Hier gibt es ebenso eine Sättigungscharakteri-
stik, die durch eine untere Schranke gekennzeichnet ist. Eine Eigenschaft der Z-Funktion
und inversen Z-Funktion besteht darin, daß in Abhängigkeit von der relativen Zytokin-
menge bestimmte, für diese Funktionen charakteristische Punkte durchlaufen werden.
So beginnt der Funktionsgraph beider Funktionen in (0,Zmin) bzw. (0,Zmax), durchquert
den Normalwert (1,Znor) und konvergiert im Grenzüberganz gegen Zmax bzw. Zmin. Der
Normalwert der Z-Funktion bei 1 ist erklärt durch den relativen Zytokinspiegel im Nor-
malzustand. Ein Sensitivitätsparameter b beeinflußt den Anstieg des Funktionsgraphen
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der Funktion beziehungsweise die Geschwindigkeit, in der die Sättigung erreicht wird. Die
Zusammenhänge sind anhand der Abbildungen 3.1a und 3.1b verdeutlicht (Gleichungen
siehe Anhang). Eine Möglichkeit, die inverse Z-Funktion zu bilden, besteht darin, die
Werte von Zmin und Zmax der Z-Funktion zu vertauschen. Der sich daraus ergebende
funktionale Zusammenhang ist äquivalent dem der inversen Z-Funktion.
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Abbildung 3.1.: Z-Funktion (a) und inverse Z-Funktion (b)
Exemplarisch werden die Amplifikationsparameter (Zmin,Znor,Zmax) = (4,8,16)
und b ∈ {0,5; 1; 2} verwendet

Michaelis-Menten Kinetik

Ähnlich der Z-Funktion läßt sich eine Dosis-Wirkungs-Beziehung mit Sättigungscharak-
ter auch anders beschreiben. Die Michaelis-Menten Kinetik M(d) stellt eine sehr ein-
fache Möglichkeit dar, eine biologische Wirkung M in Abhängigkeit einer Dosis d zu
beschreiben. Dieser Zusammenhang ist für die Beschreibung des spezifischen Thrombo-
poetinabbaus von Nutzen. Im Gegensatz zur Z-Funktion beginnt der Funktionsgraph
der Michaelis-Menten Kinetik immer im Koordinatenursprung und konvergiert im Un-
endlichen gegen eine Schranke Mmax. Ein Sensitivitätsparameter Mk steuert dabei die
Geschwindigkeit der Konvergenz. Die Abbildung 3.2 soll das veranschaulichen.

Charakteristische Chemotherapiefunktion

Um die toxische Wirkung einer Chemotherapie auf eine bestimmte Zellstufe zu modellie-
ren, verwendet man in der Differentialgleichung des betroffenen Kompartiments Ci einen
zusätzlichen Abstrom Ckill

i . Dieser besteht aus dem Kompartiment Ci, das mit einer cha-
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Abbildung 3.2.: Michaelis-Menten Kinetik
Beispielhaft werden die Parameter Mk ∈ {0,1; 0,5; 2} und Mmax = 8 benutzt

rakteristischen Konstante kCX
i für die Zellstufe i und Substanz CX der Chemotherapie

gewichtet wird (Verlust erster Ordnung). Vereinfachend wird angenommen, daß der Ein-
fluß der Chemotherapie auf das Kompartiment nicht länger als einen Tag anhält. Um dies
zu erreichen, benutzt man die charakteristische Chemotherapiefunktion ΨCX

i ([SEL04]),
die als dritter Faktor im Abstrom Ckill

i auftritt. Die Wirkung unterschiedlicher chemoto-
xischer Substanzen wird als unabhängig und additiv im Abstrom berücksichtigt.

Fitnessfunktion

Zur Beurteilung der Güte der Anpassung des Modells an Daten (Fitness des Parame-
tersatzes in der Evolutionsstrategie) findet die Summe der quadratischen Abweichungen
ff1(Y ) der Modellvorhersagen yi von den Daten Y(ti) zu den Zeitpunkten ti Verwendung.
Das Ziel der Anpassung ist hierbei eine Simulationskurve die nahe am Mittelwert der Da-
ten auf einer kartesischen Skala liegt. Eine Alternative besteht darin, die Fitnessfunktion
als Summe der absoluten Abweichungen ff2(Y ) der Logarithmen der Vorhersagen yi von
den Daten Y(ti) zu definieren. Diese Art der Definition hingegen, soll die Anpassung an
eine Simulationskurve nahe am Median auf einer logarithmischen Skala ermöglichen. Das
hat den Vorteil für Messungen unterschiedlicher Größenordnung wie bei den Thrombo-
poetinspiegeln eine bessere gemeinsame Anpassung zu erhalten.

3.3. Daten

Die verwendeten experimentellen Daten sollen einerseits der Anpassung noch unbekann-
ter (biologischer) Parameter und andererseits der Validierung des Modells dienen. Die
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Evolutionsstragie beschrieben in [Rec73] wird als Algorithmus zur Anpassung mehrpa-
rametrischer Optimierungsprobleme eingesetzt. Daten, die nur als Grafiken vorliegen,
werden mit dem Tool WinScale extrahiert und in einen Datensatz überführt.

3.3.1. Thrombopoetin

Zur Untersuchung der Pharmakokinetik des Thrombopoetin werden die Thrombopoe-
tinspiegel und Thrombozytenverläufe aus [ELFS99] nachfolgend beschriebener Patienten
verwendet. Zudem wird die in der Publikation beschriebene empirische loglineare Abhän-
gigkeit von Thrombopoetin und Thrombozyten im Modell angewendet.

Patient 1 Patient 2 Patient 3
Alter, Geschlecht 57, männlich 39, männlich 32, weiblich
Chemotherapie CHOEP21 BEACOPP21 eskaliert BEACOPP14

3.3.2. Chemotherapie

Um den Einfluß der Chemotherapie zu untersuchen, dienen Patientendaten der NHL-B
Studie der Deutschen Studiengruppe Hochmaligne Non-Hodgkin-Lymphome (DSHNHL)
wie beispielsweise in [PTK+04] publiziert. Diese Studie wird am Institut für Medizini-
sche Informatik, Statistik und Epidemiologie (IMISE) biometrisch betreut und die Daten
werden von der DSHNHL freundlicherweise zur Verfügung gestellt. Diese umfassen die
Thrombozytenspiegel von insgesamt 1475 Patienten im Alter zwischen 18 und 75 Jah-
ren aus den Therapien CHOP14 (362 Patienten), CHOEP14 (374), CHOP21 (370) und
CHOEP21 (369). Bestimmt wurden der mediane Thrombozytenspiegel und der dazu-
gehörige Quartilsbereich für jeden Therapietag der 6 Zyklen zu den oben genannten 4
Armen. Nachfolgend ist das für jeden Zyklus identische Behandlungsprotokoll der Sy-
steme dargestellt, das vom Modell in dieser Arbeit simuliert werden kann. Die CHOPtt
Protokolle mit einer Zyklusdauer von tt Tagen unterscheiden sich von den CHOEPtt Pro-
tokollen nur dadurch, daß zusätzlich Etoposid am Tag 1-3 in jedem Zyklus verabreicht
wird.
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Substanz Dosisierung Applikation Dosis und Zeit
C Cyclophosphamid mg/m2/Tag i.v. 750, Tag 1
H Doxorubicin mg/m2/Tag i.v. 50, Tag 1
O Vincristin mg/Tag i.v. 2, Tag 1
E Etoposid mg/m2/Tag i.v. 100, Tage 1-3
P Prednison mg/Tag p.o. 100, Tage 1-5

Die Verteilung von insgesamt 7305 Therapiezyklen auf die Arme und Zyklen ist in fol-
gender Tabelle dargestellt.

Messungen pro Zyklus
Chemotherapie 1 2 3 4 5 6
CHOP14 342 324 320 303 282 246
CHOEP14 358 336 322 312 298 266
CHOP21 348 320 311 290 275 231
CHOEP21 351 323 320 295 287 245
Gesamtanzahl pro Zyklus 1399 1303 1273 1200 1142 988

3.3.3. Thrombopherese

Zur Thrombopherese werden Daten aus den Publikationen [DHK+98], [WSW+01] und
[WFG+99] entnommen. Dabei werden die Daten zu Thrombopoetinspiegel, Thrombo-
zytenwert und die zugehörigen Standardabweichungen von Thrombozytenspendern aus
diesen Quellen zu einem Pool zusammengefaßt, indem der Mittelwert der vorhandenen
Meßwerte zu jedem Zeitpunkt bestimmt wird. Zur Berechnung der Gesamtstandardab-
weichung zu einem Zeitpunkt wird angenommen, daß die Mittelwerte der Messungen
normalverteilt sind.

Alter Spenderanzahl Tage nach Spende
Quelle Bereich Median weiblich männlich 0 1 2 3 4 7
[DHK+98] Frauen∗ 21-44 26 12 • • • • •
[DHK+98] Männer∗ 21-44 26 11 • • • • •
[WSW+01] 25-54 34 5 7 • • • •
[WFG+99] 19-58 30 21 • • • •
Gesamtspenderanzahl 56 56 56 44 23 35 33
• Meßwert zum Zeitpunkt vorhanden

* Altersangaben beziehen sich auf das Kollektiv aus Männer und Frauen
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3.4. Struktur

Es besteht die Vorstellung, daß die an der Thrombopoese beteiligten Zellstufen, näm-
lich die der (pluripotenten) Stammzellen, koloniebildende Einheiten der Megakaryozyten
(CFU-Mk), Megakaryozyten und Thrombozyten kaskadenartig durchlaufen werden. Das
Modell wird deshalb durch nachfolgende Struktur beschrieben

• Im Knochenmark werden ausgehend von den pluripotenten Stammzellen durch Dif-
ferenzierung die Zellen der CFU-Mk gebildet. Die Thrombopoetinkonzentration
bewirkt hierbei eine Amplifikation der CFU-Mk, die durch Aufspaltung der Am-
plifikation (amplification splitting) in eine Ein- und Ausgangsamplifikation sowohl
auf den Einstrom aus dem Stammzellkompartiment als auch auf den Ausstrom in
das Megakaryozytenkompartiment aufmultipliziert wird. Bei den Megakaryozyten
führt ein erhöhter Thrombopoetinspiegel zu einer Erhöhung der Masse, die wie-
derum multiplikativ mit dem Ein- und Ausstrom in das beziehungsweise aus dem
Kompartiment berechnet wird. Zudem resultiert eine erhöhte Thrombopoetinkon-
zentration in einer verkürzten Transitzeit der Megakaryozyten. Zuletzt erfolgt eine
Rückkopplung der Kompartimentgrößen der CFU-Mk und Megakaryozyten auf die
Stammzellen, die den Bedarf des hämatopoetischen Systems repräsentiert (siehe
Stammzellregulation in [WL85]).

• Der größere Anteil des Ausstroms des Megakaryozytenkompartiments führt in das
Thrombozytenkompartiment der Milz, in dem hauptsächlich junge Thrombozyten
gespeichert sind. Ausgehend von jedem Subkompartiment der Milz fließen Throm-
bozyten in die Subkompartimente gleichen biologischen Alters ins periphere Blut.
Der Abbau dieser Thrombozyten erfolgt altersspezifisch, indem jeder Thrombozyt
jedes Subkompartiment durchwandert und nach Verlassen des letzten Subkompar-
timents als abgebaut betrachtet wird.

• Der kleinere Anteil des Megakaryozytenausstroms hingegen gelangt direkt in das
periphere Blut als Zirkulationsthrombozyten, die beim Durchlauf aller Subkompar-
timente altersspezifisch abgebaut werden.

• Die Produktion von Thrombopoetin erfolgt konstant, wobei es im peripheren Blut
spezifisch und unspezifisch abgebaut wird. Der spezifische Abbau erfolgt abhängig
von den Konzentrationen der Megakaryozytenmasse und der Thrombozyten im
peripheren Blut.

• Die Substanzen der Chemotherapie, die über das periphere Blut alle Komparti-
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mente erreichen, bewirken bei den Stammzellen, CFU-Mk und Megakaryozyten
eine akute Zellvernichtung.

Die Abbildung 3.3 soll die Modellstruktur verdeutlichen.

S CM MKC

TPO

Akute Zellvernichtung
CX

Chemotherapie

Spezifischer Abbau

Spezifischer und
unspezifischer Abbau

Erhöht Proliferation Erhöht Masse und
beschleunigt Reifung

Konstante Produktion

Selbsterneuerung
und Ausschüttung

Knochenmark

Zellfluß

Zytokinfluß

Regulation

Zellvernichtung

PL
…

PL
…

Milz

Peripheres Blut

Leber, Niere

…

Abbildung 3.3.: Modellstruktur
Überblick der Kompartimentstruktur des Thrombopoesemodells

3.5. Modellannahmen

3.5.1. Kompartimente

Ausgehend von den biologischen Grundlagen und dem Vorwissen werden im folgenden
die Annahmen für jedes Kompartiment des Modells dargestellt.

Stammzellkompartiment

Die Regulation für das Stammzellkompartiment wird aus dem Modell für die Granulo-
poese ([ESL04],[SEL04]) basierend auf den Überlegungen von [WL85] übernommen. Dort
wurde festgelegt

• Der proliferative Anteil a von Stammzellen wird als Funktion mit folgenden Argu-
menten festgelegt

a = F (Crel
S ,Crel

E ,Crel
G ; amin,anor,aint,amax,ωS,ωE,ωG)
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Dabei wichten ωS = 1, ωE = 0,3 und ωG = 0,1 die Stärke des Einflußes auf die Pa-
rameterfestlegung für das Stammzellkompartiment CS, Erythrozytenkompartiment
CE und Granulozytenkompartiment CG. Hingegen stellen amin = 0,01, anor = 0,15,
aint = 0,45 und amax = 1 die Parameter für den minimalen, normalen, intensivier-
ten und maximalen proliferativen Anteil dar.

• Die Selbsterneuerungswahrscheinlichkeit p der Stammzellen wird reguliert durch
den Bedarf des gesamten hämatopoetischen Knochenmarksystems. Die Wahr-
scheinlichkeit p wird dabei aufgefaßt als Funktion mit folgenden Parametern

p = F (Crel
S ,Crel

E ,Crel
G ; pδ,ϑE,ϑG)

Die Parameter ϑE = −2, ϑG = −8 wichten die dazugehörigen Kompartimente.
Ferner ist definiert pδ = pnor − pmin = pmax − pnor = 0,1 und beschreibt die
Abweichung von der Erneuerungswahrscheinlichkeit pnor = 0,5 im Gleichgewicht.

• Anstatt einer Transitzeit TS wird die Zellzykluszeit τS = 8h der Stammzellen ver-
wendet, um die zeitliche Dynamik der Zellteilungen zu beschreiben.

• Da es im reinen Thrombopoesemodell keine Kompartimente für Erythrozyten CE

und Granulozyten CG gibt, muß für die Rückkopplung auf das Stammzellkomparti-
ment eine andere Möglichkeit in Betracht gezogen werden. So wird stattdessen eine
Rückkopplung des Knochenmarkpools bestehend aus der relativen Gesamtzahl von
CFU-Mk und Megakaryozyten auf die Stammzellen benutzt.

Kompartiment der koloniebildenden Einheiten der Megakaryozyten

Da genaue Angaben wie beispielsweise Transitzeit oder die Wirkung von Thrombopoetin
auf diese Zellstufe für den Menschen noch nicht bekannt sind, wurde durch folgende An-
nahmen bei kleinstmöglicher Parameterzahl eine gute Anpassung der Modellvorhersage
an die Chemotherapiedaten erreicht.

• Thrombopoetin bewirkt eine Amplifikation der CFU-Mk. Diese Amplifikation wird
mit einer Z-Funktion ACM = Z(Crel

TPO) modelliert. Die zugehörigen Parameter
Amin

CM, Anor
CM, Amax

CM der Minimal-, Normal-, Maximalamplifikation und der Sensi-
tivitätsparameter bACM werden durch Evolutionsstrategie ([Rec73]) geschätzt.

• Die CFU-Mk besitzen eine feste Transitzeit TCM, die gleichfalls durch Evolutions-
stragie geschätzt wird.
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Megakaryozytenkompartiment

Basierend auf der Modellgleichung von [Wic84] wird die zeitliche Dynamik der Megaka-
ryozytenmasse beschrieben. Ein Unterschied besteht darin, daß der Einstrom in dieses
Kompartiment dem Ausstrom der CFU-Mk entspricht und nicht wie im älteren Modell
dem der Stammzellen. Es wird angenommen

• Thrombopoetin bewirkt eine Amplifikation der Megakaryozyten, was mit einer Z-
Funktion AMKC = Z(Crel

TPO) beschrieben wird. Ausgehend davon, daß eine Zelle
der CFU-Mk einen Ploidiegrad von 2N und ein Megakaryozyt unter Normalbe-
dingungen von 16N besitzt, wird die Normalamplifikation von Anor

MKC = 8 abgelei-
tet. Nimmt man weiterhin an, daß bei fehlender Anregung ein Megakaryozyt eine
Endomitose weniger beziehungsweise bei Anregung eine mehr ausführt ([Wic84]),
werden die Minimal- Amin

MKC = 4 und Maximalamplifikation Amax
MKC = 16 bestimmt.

Der Sensitivitätsparameter bAMKC wird angepaßt.

• Ein höherer beziehungsweise niedrigerer Thrombopoetinspiegel verkürzt bezie-
hungsweise verlängert die Transitzeit TMKC der Megakaryozyten. Dargestellt wird
dieser Sachverhalt mit einer inversen Z-Funktion TMKC = Z inv(Crel

TPO). Die Para-
meterwerte Tmin

MKC = 96h, T nor
MKC = 144h, Tmax

MKC = 168h der Minimal-, Normal-,
Maximalamplifikation werden aus der Arbeit ([Wic84]) übernommen und der Sen-
sitivitätsparameter bTMKC geschätzt. Die Angaben entstehen aus der Überlegung,
daß die normale Transitzeit 6d=144h beträgt, unter Anregung durch Thrombopoe-
tin um zwei Tage verkürzt und bei fehlender Stimulierung um einen Tag verlängert
ist.

• Die Alterstruktur der Megakaryozyten wird vernachlässigt und angenommen, daß
eine Zelle nach Durchlauf des Megakaryozytenkompartiments in Thrombozyten zer-
fällt.

Thrombozytenkompartiment

Folgende Annahmen werden für dieses Kompartiment getroffen

• Das Verhältnis der Thrombozyten in der Milz (Kompartiment PLS) und Zirkulation
(PLC) ist entsprechend der Menge enthaltener Blutplättchen als 1:2 zu modellieren.
Weiterhin befinden sich in der Milz hauptsächlich junge Thrombozyten ([Wic84],
[FAK77]). Diese Überlegung wird sich in der Berechnung der Flußkonstanten ksci
des Thrombozytenstroms von Milz in die Zirkulation im Subkompartiment i wie-
derfinden. Der Wert für den relativen Anteil g1 der Zirkulationsthrombozyten am
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ersten Subkompartiment muß aufgrund von Randbedingungen größer als 1
3 und

möglichst klein sein, weil junge Thrombozyten hauptsächlich in der Milz vertreten
sind. Er wird deshalb auf den Wert g1 = 0,34 gesetzt. Der relative Anteil in des
Einstroms der Megakaryozyten in die Zirkulation und entsprechend 1 − in in die
Milz muß durch Randbedingungen kleiner g1 sein und wird geschätzt.

• Die Kompartimente der Milz und Zirkulation werden in Subkompartimente unter-
teilt, die das biologische Alter der Thrombozyten widerspiegeln sollen. Die Anzahl n
der Subkompartimente wird angepaßt. Weiterhin ist in [SEL04] dargestellt, daß für
jedes Subkompartiment eine exponentialverteilte Transitzeit mit Erwartung T sub

PL

angenommen wird. Die Gesamttransitzeit ist dann gammaverteilt mit Erwartung
TPL = 240h und wird festgesetzt.

• Der Normalwert der Thrombozytenspiegel für die Normierung der Modellergebnisse
der Chemotherapie wird auf Cnor

PL = 275000/µl gesetzt (Mittelwert der Angaben
aus [BR93], Median der Thrombozytenspiegel vor Therapie aus NHL-B Studie:
265000/µl).

• Gemessene Thrombozytenspiegel beziehen sich auf das Zirkulationskompartiment.

Thrombopoetinkompartiment

Zur Modellierung des Thrombopoetinkompartiments werden zwei verschiedene Möglich-
keiten untersucht. Einerseits durch einen empirischen loglinearen Zusammenhang zwi-
schen relativen Thrombopoetinspiegel und relativer Thrombozytenkonzentration wie er
in [ELFS99] beschrieben ist. Andererseits wird eine Differentialgleichung zur Beschrei-
bung der relativen Thrombopoetinkonzentration verwendet. In beiden Fällen sind keine
Parameterwerte aus der Literatur bekannt, so daß diese durch Evolutionsstrategie ge-
schätzt werden.

• Im ersten Fall besitzt die Gleichung nur einen freien Parameter kTPO zur Beschrei-
bung des Einflußes der Thrombozyten auf den Thrombopoetinspiegel.

• Im zweiten Fall sind fünf Parameter zu bestimmen. Diese Parameter umfassen die
Produktionsrate α, die Transitzeit TTPO für den unspezifischen Abbau, den Sensiti-
vitätsparameter K der Michael-Menten Kinetik und die Wichtungsfaktoren wMKC

der relativen Megakaryozytenmasse und wPL des relativen Thrombozytenspiegels
für den rezeptorspezifischen Abbau.
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• Zur Bestimmung der Pharmakokinetik-Parameter des Thrombopoetin werden die
gemessenen Thrombozytenwerte mit Hilfe einer Interpolationsfunktion stückwei-
se linear abgebildet. Zusätzlich ist es notwendig, die relative Megakaryozyten-
masse zu schätzen, für die keine Meßwerte vorliegen. Man nimmt dabei für die
Megakaryozyten- und Thrombozytenverläufe eine zeitversetzte Dynamik mit Zeit-
verschiebung tMKC an. Dieses Vorgehen ist jedoch nur für eine alleinige Vorhersage
des Zytokinspiegels aus den Thrombozytenwerten (PK-Modell) relevant und wird
im vollständigen PK/PD-Modell nicht benötigt.

3.5.2. Chemotherapie

Ähnlich den biologischen Annahmen eines etablierten Granulopoesemodells der Chemo-
therapie (vgl. [ESL04]) soll gelten

• Zytotoxische Substanzen führen zu einem sofortigen Abfall der Zellzahlen im be-
troffenen Knochenmarkskompartiment.

• Die Menge von Zellen, die pro Zeiteinheit eliminiert wird, ist proportional zur
Zellzahl im Kompartiment. Ein Proportionalitätsfaktor kCX

i (Toxizitätskoeffizient)
charakterisiert dabei die Stärke der Toxizität. Dieser Koeffizient ist spezifisch für
jede Zellstufe i und hängt ab vom Wirkstoff und der Dosis der chemotoxischen
Substanz CX.

• Es wird kein eigenes Pharmakokinetikmodell für die zytotoxischen Substanzen und
deren Metabolisierung verwendet. Stattdessen wird die Zellverlustrate in der Diffe-
rentialgleichung in Verbindung mit der Charakteristischen Chemotherapiefunktion
beschrieben. Der Zellverlust wird aufgrund der geringen Halbwertszeiten der zyto-
toxischen Substanzen auf 24 Stunden beschränkt und als konstant angenommen.

• Darüber hinaus wird kein verlängerter oder irreversibler Schaden an der hämato-
poetischen Zellinie betrachtet. Die Parameter der ungestörten Thrombopoese wer-
den nicht verändert.

• Die Effekte unterschiedlicher Substanzen werden als unabhängig und additiv mo-
delliert.

• Die Substanzen der Chemotherapien CHOP14, CHOEP14, CHOP21 und
CHOEP21 wirken auf die Zellkompartimente der Stammzellen, CFU-Mk und Mega-
karyozyten. Für diese Kompartimente ist damit ein zusätzlicher Abstrom Ckill

i in
den Differentialgleichungen zu berücksichtigen, der den Zellverlust quantifiziert.
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In Analogie zum Granulopoesemodell ([SEL04]) wird angenommen, daß die auf die
CFU-Mk wirkende Chemotoxizität näherungsweise der der Stammzellen entspricht.
Deshalb werden speziell für das Thrombopoesemodell vier Toxizitätsparameter an-
gepaßt, nämlich zwei Parameter für das Stammzell- und Megakaryozytenkomparti-
ment: kCHO

S , kCHO
MKC für die CHOP Therapie. Die CHOP Bestandteile werden hierbei

den ersten Tag pro Zyklus verabreicht und als eine Substanzgruppe modelliert. Im
Fall der CHOEP Therapie wird zusätzlich Etoposid eingesetzt (Tag 1-3 pro Zyklus),
für welches zwei weitere Parameter kES , kEMKC benötigt werden.

3.5.3. Thrombopherese

• Es erfolgt keine Änderung des Modells (selbe Parameter, selbe Gleichungen)

• Der Startwert der zirkulierenden Thrombozyten ist verhältnisgetreu auf den er-
sten gemessenen Thrombozytenspiegel abzusenken. Das heißt, daß der Quotient
des Thrombozytenspiegels unmittelbar nach Thrombopherese und dem vorher ge-
messenen Normalspiegel gerade dem Startwert des relativen Thrombozytenkom-
partiments entspricht.

• Vereinfachend werden die Startwerte aller Subkompartimente zirkulierender
Thrombozyten CPLCi(0) auf den gleichen Wert gesetzt.

• Weil aber der erste Thrombozytenmeßwert ebenso wie alle anderen Meßwerte mit
einer Unsicherheit versehen ist, wird ein Korrekturfaktor k0 für den Startwert be-
ziehungsweise die Startwerte eingeführt und angepaßt.
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4. Technische Umsetzung

4.1. Modellierung mit Matlab Simulink

Das Modell wurde programmiert mit MATLAB Version 7.0.4.365 (Release 14) und der
mitgelieferten SIMULINK Toolbox Version 6.2. Die numerische Integration des Differen-
tialgleichungssystems erfolgt mit variabler Schrittweitensteuerung und der Methode von
Adams (Option ode113) innerhalb von SIMULINK.

4.2. Datenanpassung mit Evolutionsstrategie

Zur Datenpassung soll die in [Rec73] beschriebene Methode der Evolutionsstragie Ver-
wendung finden. Die Idee besteht darin, die Prinzipien der biologischen Evolution zur
Optimierung technischer Systeme zu verwenden. Es wird die Hypothese aufgestellt, daß
die biologische Evolution eine optimale Strategie zur Anpassung von Lebewesen an ihre
Umwelt bedeutet. Begründet wird dies durch die schnellere Umweltanpassung von Orga-
nismen mit verbesserten Vererbungsmechanismen. Sehr stark abstrahiert läßt sich dabei
das Evolutionsgeschehen in zwei Stufen gliedern. Erstens die Erzeugung zufälliger Varia-
tionen eines Lebewesens und zweitens die Aussonderung der unvorteilhaften Varianten
durch natürliche Auslese. Dabei werden folgende Parallelen gezogen

1. Der Genpool eines Lebewesens entspricht dem Parameterraum des technischen Sy-
stems

2. Der Genotyp ist mit einem bestimmten Parametersatz vergleichbar, der das kon-
krete Verhalten, den Phänotyp, des technischen Systems beschreibt.

3. Die Vitalität des Lebewesens in einer Umgebung soll korrespondieren mit der Qua-
lität (Güte der Anpassung oder Fitness) des technischen Systems unter den vorge-
gebenen Randbedingungen (hier Simulationsszenarien).

Hinzu kommt die Überlegung, daß die Evolutionsstrategie schneller konvergiert, wenn
die Mutationsschrittweiten selbständig in einem Lernprozess variiert werden.
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Genau diese Prinzipien lassen sich für die Optimierung von Modellen verwenden, indem
der ’Phänotyp’ des Modells durch einen bestimmten Parametersatz festlegt wird. Die
Güte der Umweltanpassung des Modells, also die Anpassung an die Daten, hingegen wird
durch eine Fitnessfunktion ff ausgedrückt. Die maximale Fortschrittsgeschwindigkeit der
Anpassung soll durch Vererbung und Mutation der Varianz jedes Parameters erreicht
werden. Als Vererbungsmechanismus zum Erzeugen eines neuen Parametersatzes soll
eine Zufallsfunktion Zf zum Einsatz kommen, die ausgehend von den alten Parametern
neue bestimmt.

Der zur Parameteroptimierung benutzte Algorithmus in MATLAB wird weitestgehend
aus den Arbeiten zum Granulopoesemodell ([SEL04]) übernommen und sieht formal wie
folgt aus

1. Initialisiere den Elternparametersatz

a) Lege für jeden Parameter einen plausiblen Anfangswert fest

b) Setze die Varianz eines jeden Parameters auf einen plausiblen Anfangswert

2. Erzeuge n Kinderparametersätze, wobei für jeden Parameter jedes Kinderparametersat-
zes gelten soll

a) Würfele eine neue Varianz durch Veränderung der Varianz des Elternparameters
mit einer bestimmten Schrittweite (feste Varianz der Varianz)

b) Würfele einen neuen Parameter durch Veränderung des Parameters der Eltern mit
der eben gewürfelten Varianz

c) Überprüfe, ob der Parameter in einem Intervall gültiger Werte liegt, sonst gehe zu
2a zurück

3. Bestimme für jedes Kind die Fitness (Güte der zugehörigen Modellanpassung) durch
Simulation

4. Das Kind mit der besten Fitness (kleinster Fitnesswert) wird zum Elter, wenn die Fitness
besser ist, als die des Elters

5. Gehe zu 2 so oft, bis wenigstens m Generationen erzeugt wurden

Für die Initialisierung der Varianzen, Parameter, n und m gibt es keine festen Regeln,
sondern handelt es sich vielmehr um Erfahrungswerte und dem Wissen, daß m mit der
Parameteranzahl linear korreliert bei gleichem Fitnessanspruch.
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4.3. Datenextraktion mit WinScale

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zur Datenextraktion aus Diagrammen das in C++ pro-
grammierte Tool WinScale entwickelt, das aus Grafiken Datenpunkte rückberechnet, für
die keine Rohwerte verfügbar sind. Damit können alle Grafiken, die sich unter Micro-
soft Windows auf dem Bildschirm anzeigen lassen, verarbeitet werden. Dies kann da-
zu verwendet werden, die Meßwerte aus elektronisch verfügbaren Publikationen in der
Simulationsumgebung zu benutzen. Hierzu genügt es, durch Klicken auf die Koordina-
tenachsen jeweils zwei Punkte und deren Koordinaten festzulegen. Für jeden weiteren
Klick auf dem Bildschirm, wird dann durch Vektoroperationen ein Koordinatenpaar be-
züglich der Achsenfestlegung berechnet. Denn durch vier Pixel auf dem Bildschirm wird
ein Koordinatensystem bestimmt. Für einen beliebigen fünften Pixel, werden daraus die
Koordinaten dieses Punktes bestimmt. Durch diese Berechnung in der Vektorebene ist
es möglich, verzerrte und gedrehte Diagramme, wie sie zum Beispiel durch Einscannen
entstehen, zu verwenden. Denn die Berechnungs- und Klickfehler sind sehr viel kleiner
als durch Ablesen mit dem Auge oder unter Zuhilfenahme eines Lineals. Zudem wird mit
Hilfe des Programms eine schnelle und komfortable Extraktion größerer Datenmengen
unterstützt. Die Ausgabe der extrahierten Koordinaten, erfolgt in einem zweidimensio-
nalen MATLAB-kompatiblen Array, um die Daten primär dort weiterzunutzen. Die Ab-
bildung 4.1 zeigt einen Bildschirmausschnitt mit Diagramm und dem WinScale-Fenster.
Die mathematischen Grundlagen sind im Anhang erläutert.

Abbildung 4.1.: WinScale und ein Beispieldiagramm
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5. Modellergebnisse

5.1. Chemotherapie

Im ersten Schritt werden mit Hilfe einer großen Datensammlung von Patientendaten
der Therapien CHOP14, CHOEP14, CHOP21 und CHOEP21 die noch unbekannten
Parameter des Thrombopoesemodells bestimmt. Deshalb ist es zunächst erforderlich, die
Pharmakokinetik des Thrombopoetin zu erfassen und die zugehörigen freien Parameter
zu schätzen. Dies soll unter Zuhilfenahme von Daten zweier Patienten geschehen, für
die sowohl die Thrombozyten- als auch die Thrombopoetinspiegel im zeitlichen Verlauf
gemessen wurden.

5.1.1. Zytokinspiegel

Loglineare Beziehung

Eine Möglichkeit die Pharmakokinetik des Thrombopoetin abzubilden, stellt die empiri-
sche Proportionalität zwischen den logarithmierten Thrombopoetinspiegeln und Throm-
bozyten dar ([ELFS99]). Die drei Grafiken der Abbildung 5.1 zeigen Einzelanpassungen
des Einparametermodells dreier Patienten. Der dritte Patient nimmt aufgrund seiner
Meßwerte eine Sonderstellung ein, was nach Rücksprache mit dem Autor im kritischen
Therapieverlauf dieses Patienten begründet liegt. Daher wird der dritte Patient von der
weiteren Betrachtung ausgeschlossen.

Die gleichzeitige Beschreibung der Thrombopoetinspiegel der beiden ersten Patienten
mit einem Proportionalitätsfaktor ist allerdings unzureichend, wie man Abbildung 5.2
entnehmen kann. Daher soll eine Differentialgleichung für Thrombopoetin anstelle einer
expliziten Abhängigkeit von den Thrombozyten benutzt werden.

Beschreibung mit Differentialgleichung

Bessere Ergebnisse für eine gemeinsame Anpassung der beiden Patienten erhält man mit
einer mehrparametrischen Differentialgleichung. Im Gegensatz zur Gleichung mit expli-
ziter Abhängigkeit des Thrombopoetinspiegels von den Thrombozyten wird der Einfluß
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der Megakaryozyten mit betrachtet. Die Größen der relativen Thrombozytenzahl und
der relativen Megakaryozytenmasse werden benötigt, um in der Differentialgleichung für
das Thrombopoetin den spezifischen Abbau zu modellieren. In Abbildung 5.3 ist die
gemeinsame Anpassung der beiden Patienten dargestellt. Die Differentialgleichung soll
anstelle der expliziten Form für die Beschreibung der Pharmakokinetik des Thrombopoe-
tin im Gesamtmodell eingesetzt werden. Denn unter Verwendung dieser Gleichung ist es
möglich, den Thrombopoetinverlauf beider Patienten, der durch unterschiedlich starke
Schwankungen gekennzeichnet ist, quantitativ genau abzubilden.

5.1.2. Dynamik der Thrombopoese

Im zweiten Schritt soll das Pharmakokinetikmodell und die damit bestimmten Parameter
ohne Modifikationen in das vollständige PK/PD-Modell übernommen werden. So wird
für das vollständige Modell die Thrombopoetin beschreibende Differentialgleichung aus
dem Pharmakokinetikmodell mit den dort angepaßten Parametern verwendet. Zusätz-
lich werden noch einige für die Pharmakodynamik spezifische Parameter bestimmt, die
größtenteils das CFU-Mk Kompartiment umfassen, für welche keine Parameterangaben
in der Literatur zu finden sind (vgl. Kapitel 3.5). Die Abbildungen 5.4 und 5.5 zeigen
den Vergleich der Modellsimulation mit den Patientendaten. Die Simulationen der The-
rapien mit Zweiwochenzyklus (CHOP14, CHOEP14) sind in den letzten Zyklen ungenau,
wohingegen für die beiden Therapien mit Dreiwochenzyklus (CHOP21, CHOEP21) eine
recht gute Übereinstimmung erreicht wurde.
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Abbildung 5.1.: Thrombopoetinverlauf nach Einzelanpassung
Darstellung der loglinearen Abhängigkeit des Thrombopoetin von den Throm-
bozytenwerten dreier Patienten mit Hilfe jeweils eines Proportionalitätsfaktors
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Abbildung 5.2.: Thrombopoetinverlauf nach gleichzeitiger Anpassung
Darstellung der loglinearen Abhängigkeit des Thrombopoetin von den Throm-
bozytenwerten der ersten beiden Patienten mit Hilfe eines gemeinsamen Pro-
portionalitätsfaktors
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Abbildung 5.3.: Gemeinsame Anpassung des Thrombopoetinspiegels
Darstellung der Abhängigkeit des Thrombopoetin von den Thrombozyten der
ersten beiden Patienten mit Hilfe einer Differentialgleichung und eines gemein-
samen Parametersatzes
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Abbildung 5.4.: Modellvorhersage der Therapien CHOP14 und CHOEP14
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Abbildung 5.5.: Modellvorhersage der Therapien CHOP21 und CHOEP21
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5.2. Thrombopherese

Die Thrombopherese ist dadurch charakterisiert, daß Spendern Thrombozyten entnom-
men werden und sich dadurch deren zirkulierender Thrombozytenspiegel nach der Spende
auf ein bestimmtes Niveau absenkt. Dieses Niveau soll als Startwert für die Simulati-
on herangezogen werden. Zunächst soll jedoch das pharmakokinetische Verhalten des
Thrombopoetin untersucht werden.

5.2.1. Zytokinspiegel

Verwendet man für die Differentialgleichung des Thrombopoetinspiegels die anhand der
zwei Patienten aus dem Modell mit Chemotherapie abgebildete Gleichung, erhält man
den in Abbildung 5.6 dargestellten Kurvenverlauf, bei dem das initiale Maximum der
Simulation durch die Daten nicht erklärt, aber auch nicht ausgeschlossen werden kann.
Selbst eine eigene Anpassung der Gleichung an die Daten wie dargestellt in Abbildung
5.7, ermöglicht nicht den Verlauf der Simulationskurve durch alle Meßwerte.

5.2.2. Dynamik der Thrombopoese

Da sowohl das Pharmakokinetikmodell des Thrombopoetin als auch das Pharmako-
dynamikmodell der Chemotherapie eine gute Beschreibung der zugehörigen Daten er-
möglicht, wird dieses Modell und die dort gefundenen Parameter zur Beschreibung der
Thrombopherese benutzt. Wie alle Meßwerte unterliegt auch der erste Meßwert der
Thrombozytenmessung einer großen Ungenauigkeit. Nach Anpassung dieses Startwertes
und Verwendung der pharmakokinetischen und -dynamischen Parameter der Chemothe-
rapie ergibt sich das in Abbildung 5.8 dargestellte Modellverhalten. Die Vorhersage liegt
hierbei im Fehlerbereich der Meßwerte.
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Abbildung 5.6.: Pharmakokinetiksimulation der Thrombopherese mittels Parametersatz
der Chemotherapie
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Abbildung 5.7.: Pharmakokinetiksimulation der Thrombopherese nach Anpassung des
Modells an die Daten
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Abbildung 5.8.: Thrombopheresesimulation mit dem Parametersatz der Chemotherapie
Einzig der Startwert der Thrombozytenkurve wurde durch Anpassung nach
oben verschoben
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5.3. Sensitivitätsanalyse

Ziel der Sensitivitätsanalyse ist es zu entscheiden, welche Parameter besonders stark
das Modellverhalten beeinflussen. So genügt bei bestimmten Parameterwerten eine ge-
ringfügige Änderung, um die Vorhersagefähigkeit des Modells, also die Güte des Mo-
dells bezüglich der Daten, sehr stark zu verschlechtern. Zur Überprüfung werden alle
wichtigen Modellparameter unabhängig voneinander um 25% verkleinert beziehungswei-
se vergrößert und die relative Fitness des Modells bestimmt. Dies ist in Abbildung 5.9
veranschaulicht. Dabei werden die Parameter vom 0,75 bis 1,25fachen ihres Ausgangs-
wertes mit einer Schrittweite von 5 · 10−3 durchlaufen. Eine Ausnahme bilden bestimmte
Parameter, die aufgrund von Randbedingungen des Modells nicht so stark verkleinert
beziehungsweise vergrößert werden dürfen. Für diese Parameter wurde die Modellfitness
vom kleinst- bis zum größtmöglichen Parameterwert bestimmt und in der Abbildung
gekennzeichnet. Hierzu zählen beispielsweise die Minimal-, Normal- und Maximalwerte
der Z-Funktionen, die der Größe nach geordnet sein müssen. Nähern sich zudem diese
Werte in ihrer Größe sehr stark an, wird das Modellverhalten sehr anfällig für kleine
Änderungen, wie anhand der Amplifikationsparameter Amin

CM(6), Anor
CM(7) der CFU-Mk

oder der Transitparameter T nor
MKC(16), Tmax

MKC(17) der Megakaryozyten im Diagramm zu
sehen ist. Für das Thrombopoetin Kompartiment stellen sich die Produktionsrate α(1),
die Michaelis-Menten Konstante K(3) und die Wichtungskonstante der Thrombozyten
wPL(5) des spezifischen Abbaus als empfindlich heraus. Neben den bereits genannten Am-
plifikationsparametern des CFU-Mk Kompartiments nimmt der dazugehörige Sensitivi-
tätsparameter bACM(9) eine wichtige Rolle ein. Im Thrombozytenkompartiment hingegen
beeinflußt eine Änderung der Transitzeit TPL(21) der Thrombozyten das Systemverhalten
stark. Weiterhin stellen sich die Toxizitätsparameter kCHO

S (22) und kES (24), die beide auf
das Stammzellkompartiment wirken, als sensibel heraus. Denn ein schwacher Einfluß auf
das Stammzellkompartiment hat zur Folge, daß sich dieses Kompartiment schnell erholen
kann, was nur eine schwache toxische Wirkung auf das Gesamtsystem bedeutet. Umge-
kehrt erzielt eine zu große Stammzelltoxizität einen zu starken Abfall im Kompartiment
und dadurch eine lange und schwere Störung der Thrombopoese im Gesamten.
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Abbildung 5.9.: Sensitivitätsanalyse des Thrombopoesemodells
Hellgraue Balken zeigen die relative Modellfitness für eine Verkleinerung des
Parameterwertes um 25% und schwarze Balken für eine Vergrößerung um 25%.
Eine Ausnahme bilden Balken für Parameter, die mit einem Stern gekennzeich-
net sind, hier wird aufgrund von Randbedingungen des Modells die Fitness des
kleinst- bzw. größtmöglichen Parameterwertes bestimmt

1 α frei 6 Amin
CM frei 11 Amin

MKC gesetzt 16 T nor
MKC gesetzt 21 TPL gesetzt

2 TTPO frei 7 Anor
CM frei 12 Anor

MKC gesetzt 17 Tmax
MKC gesetzt 22 kCHO

S frei
3 K frei 8 Amax

CM frei 13 Amax
MKC gesetzt 18 bTMKC frei 23 kCHO

MKC frei
4 wMKC frei 9 bACM frei 14 bAMKC frei 19 in frei 24 kE

S frei
5 wPL frei 10 TCM frei 15 Tmin

MKC gesetzt 20 n frei 25 kE
MKC frei
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5.4. Modellvorhersagen

5.4.1. Thrombopoetinspiegel bekannter Chemotherapien

Zu den im Kapitel 5.1.2 simulierten Therapien CHOP14, CHOEP14, CHOP21 und
CHOEP21 werden in den Abbildungen 5.10 und 5.11 Vorhersagen zum Thrombopoetin-
spiegel gemacht. Zu diesen Therapien sind nur Thrombozytenverläufe vorhanden, so daß
ein Vergleich von Vorhersage und Thrombopoetinmeßwerten nicht möglich ist. Erkennbar
ist das charakteristische Verhalten von Thrombopoetin zu den Thrombozytenzahlen, was
sich durch einen umgekehrten Anstieg und Abfall der Kurven auszeichnet. Gleichzeitig
bedeutet eine höhere Toxizität bezüglich der Thrombozyten ein höheres Maximum des
TPO-Spiegels wie an den Therapien CHOEP14 und CHOEP21 erkennbar ist.

5.4.2. Hypothetische Chemotherapiesysteme

Aufbauend auf den bereits untersuchten Chemotherapiesystemen sollen zwei hypothe-
tische Systeme untersucht werden, nämlich CHOP12 und CHOEP12. Als einziger Un-
terschied zu den vier anderen Therapien wird die Zyklendauer auf 12 Tage reduziert.
In Abbildung 5.12 sind die Simulationskurven des Thrombozytenverlaufs und Thrombo-
poetinspiegels von CHOP12 abgebildet. Das Modellverhalten ähnelt dem von CHOP14.
Hingegen zeigt die Simulation von CHOEP12 in Abbildung 5.13 ein ganz anderes Ver-
halten. Denn aufgrund der Zeitintensivierung und dem zusätzlich verabreichten Etoposid
hat das System innerhalb eines Zyklus nicht genügend Zeit, sich zu erholen und zeigt eine
sehr starke kumulative Toxizität.
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Abbildung 5.10.: Vorhersage des Thrombopoetinspiegels von CHOP14 und CHOEP14
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Abbildung 5.11.: Vorhersage des Thrombopoetinspiegels von CHOP21 und CHOEP21
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Abbildung 5.12.: Vorhersage der Therapie CHOP12
Die obere Abbildung zeigt den Thrombozytenverlauf und die untere Abbil-
dung den Zytokinspiegel von Thrombopoetin während einer Therapie mit
einer Zyklendauer von nur 12 Tagen
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Abbildung 5.13.: Vorhersage der Therapie CHOEP12
Die obere Abbildung zeigt den Thrombozytenverlauf und die untere Abbil-
dung den Zytokinspiegel von Thrombopoetin während einer Therapie mit
einer Zyklendauer von 12 Tagen mit Etoposid
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6. Diskussion

6.1. Vergleich mit früheren Modellarbeiten

Die nachfolgende Tabelle zeigt eine Zusammenfassung weiterer Modellarbeiten zur
Thrombopoese.

Autor/ Gruppe Referenzen Konventionelle
Chemotherapie

Hochdosis
Chemotherapie

Klinische Daten
(Mensch)

Wichmann
Löffler et al.

[Wic84]
[WLH+83]

Nein Nein Ja

Mackey
Mahaffy et al.

[SMBM00] Nein Nein Ja

Agur et al. [SHI+03] Nein Nein Nein
Gruppe
sowjetischer
Wissenschaftler

[SL86] Nein Nein Nein

Obeyesekere [OBSK04] Nein Ja Ja
Harker [HRM+00] Nein Nein Ja
Diese Gruppe Ja Nein Ja

Das in dieser Arbeit entwickelte Modell der Thrombopoese beim Menschen unter Che-
motherapie soll frühere Arbeiten der Gruppe von Löffler zur menschlichen Erythropoese
([Mey04]) und Granulopoese ([ESL04], [SEL04]) ergänzen. Das Modell entstand durch
Anlehnung an ein älteres Modell der Thrombopoese von Wichmann ([Wic84]), wobei
zahlreiche Veränderungen gemacht wurden wie beispielsweise

• Auf Differentialgleichungen mit Zeitverschiebung wurde der Einfachheit wegen ver-
zichtet.

• Das Stammzellkompartiment wird durch ein komplexeres System ähnlich dem neue-
rer Modellarbeiten (z.B. Granulopoese) beschrieben. Die Rückkopplung auf das
Stammzellkompartiment erfolgt nicht durch den Wachstumsfaktor Thrombopoetin
sondern über einen Pool von Knochenmarkszellen.
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• Ein Kompartiment der CFU-Mk wird eingeführt.

• Die Umverteilung von Plättchen und Milz erfolgt ähnlich dem Modell von Wich-
mann, jedoch im Modell der vorliegenden Arbeit mit einer Vielzahl von Subkom-
partimenten, um den Altersprozeß zu simulieren.

• Der Thrombopoetinspiegel wird nicht allein durch den Thrombozytenspiegel son-
dern durch eine konstante Produktion und einen spezifischen Abbau von Thrombo-
poetin durch c-Mpl Rezeptoren auf Megakaryozyten und Thrombozyten reguliert.

Die Arbeitsgruppe um Mackey zeichnet sich durch eine Vielzahl von Modellen aus, die
speziell zur Beschreibung hämatologischer Erkrankungen entwickelt wurden. Die Gruppe
von Agur hingegen erarbeitete ein Modell zur Thrombopoese, dessen kritische Validie-
rung mangels klinischer Daten bisher nicht möglich war. Zudem wurde der Einfluß von
Chemotherapie in den Modellen beider Gruppen nicht berücksichtigt. Eine Arbeitsgrup-
pe bestehend aus russischen Wissenschaftlern beschäftigt sich mit Modellierungsarbeiten,
die Schäden durch Bestrahlung beim Menschen beschreiben, sich nicht auf klinische Daten
stützen und Chemotherapie nicht einbeziehen. Das Modell von Obeyesekere ist komplex
und beinhaltet viele Parameter, allerdings gibt es kaum klinische Daten zur Validierung.
Zuletzt das Modell von Harker ist ein kombiniertes PK/PD-Modell für PEGrHu-MGDF,
was jedoch den Einfluß von Chemotherapie nicht einbezieht.

Im Vergleich dazu besitzt das in dieser Arbeit vorgestellte Modell eine überschauba-
re Anzahl von Parametern, beschreibt den Einfluß konventioneller Chemotherapie und
stützt sich auf einen umfangreichen Satz klinischer Daten. Weiterhin wird die Dynamik
der Thrombozyten nach Chemotherapie und Thrombopherese im Rahmen eines Modells
beschrieben.

6.2. Allgemeine Anpassungsprobleme

Während der Parameteranpassung mittels Evolutionsstrategie konnte nicht erreicht wer-
den, daß mit unterschiedlichen Startwerten eines Parametersatzes die Anpassung gegen
einen einheitlichen Parametersatz konvergierte. Das gilt sowohl für die pharmakokine-
tische als auch die pharmakodynamische Anpassung mehrparametrischer Modelle. Viel-
mehr gibt es verschiedene Parametersätze ähnlich guter Fitness. Zum einen ist ein Teil
der Parameter nicht sensitiv, das heißt selbst große Änderungen dieser Parameter füh-
ren nur zu geringen Änderungen des Modellverhaltens. Aber auch sensitive Parameter
können bei der Modellanpassung verschiedene Werte annehmen, wenn sich das Modell-
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verhalten durch andere sensitive Parameter bis zu einem bestimmten Grad kompensieren
läßt.

Durch zahlreiche Modellmodifikationen wurde versucht, die Übereinstimmung der Mo-
dellkurven mit den Daten zu verbessern. So wurden zum Beispiel eine thrombopoe-
tinabhängige Transitzeit der CFU-Mk überprüft, das Verhalten bei Hinzunahme eines
(thrombopoetinabhängigen) Prothrombozytenkompartiments untersucht, eigene Toxizi-
tätsparameter für das CFU-Mk Kompartiment verwendet oder verschiedene Differential-
gleichungen für das Thrombopoetin angepaßt. Diese Modifikationen führten trotz wach-
sender Parameterzahl nur zur geringfügigen Verbesserungen der Anpassung und wurden
deswegen verworfen.

6.3. Chemotherapie

Beginnend mit dem empirischen Zusammenhang von Thrombopoetin- und Thrombozy-
tenkonzentration in Form einer empirischen loglinearen Abhängigkeit ([ELFS99]) wird
die Pharmakokinetik von Thrombopoetin beschrieben. Dabei wird eine einparametri-
sche Gleichung unabhängig für jeden der drei Patienten aus dieser Publikation an die
Thrombozyten- und Thrombopoetinmeßwerte angepaßt (Abbildung 5.1). Die Vorher-
sagen der ersten beiden Patienten ergeben eine gute Übereinstimmung mit den expe-
rimentellen Daten. Eine gemeinsame Anpassung der Thrombopoetingleichung an den
Thrombozytenverlauf der ersten beiden Patienten zeigt einen starkes Überschießen der
Vorhersage beim ersten Patienten (Abbildung 5.2). Das zeigt, daß nur ein Parameter
für die Beschreibung der heterogenen Thrombopoetinschwankungen zu wenig ist und die
Pharmakokinetik mit der dazugehörigen Gleichung nicht ausreichend genau beschrieben
werden kann. Daher erfolgt stattdessen eine gemeinsame Anpassung einer mehrparame-
trischen, physiologisch motivierten Differentialgleichung für Thrombopoetin an die Meß-
werte der beiden Patienten (Abbildung 5.3). Hierdurch wird eine gute Übereinstimmung
der Vorhersagen mit den Thrombopoetinspiegeln erzielt.

Unter Beibehaltung der Differentialgleichung und der Parameter zur Beschreibung der
TPO-Kinetik werden die Differentialgleichungen des vollständigen Modells an die Daten
der Therapien CHOP14, CHOEP14, CHOP21 und CHOEP21 angepaßt. Alle vier Vor-
hersagen für den Thrombozytenverlauf liegen hierbei im Quartilsbereich der Meßwerte.
Die Simulationskurven der Therapien CHOP14 und CHOEP14 (Abbildung 5.4) sind in
den letzten Zyklen ungenau, d.h. es gibt eine stärkere Abweichung vom Median als sonst.
Andererseits sinken die Anzahl der Messungen in den höheren Zyklen. Die Modellkurven
für CHOP21 und CHOEP21 (Abbildung 5.5) zeigen eine gute Übereinstimmung.
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Der Sensitivitätsparameter bAMKC = 0,0466 der Z-Funktion für die Amplifikation der
Megakaryozytenmasse durch das Thrombopoetin ist klein. Das deutet darauf hin, daß die
Amplifikation nur schwach um den Normalwert T nor

MKC = 144h schwankt. Die in diesem
Modell geschätzte Stammzelltoxizität (kCHO

S = 0,1904) der CHOP Therapien stimmt mit
den Schätzungen des Granulopoesemodells ([SEL04]) (junge Patienten kCHO

S = 0,1775,
alte Patienten kCHO

S = 0,1951) überein. Im Thrombopoesemodell werden alte und junge
Patienten nicht unterschieden. Eine Abweichung zeigt jedoch die Toxizitätskonstante für
das Etoposid (kES = 0,0396) der CHOEP Therapien im Gegensatz zu den Werten des
Granulopoesemodells (junge Patienten kES = 0,003, alte Patienten kES = 0,005), die viel
höher ausfällt, was zur klinischen Einschätzung paßt.

6.4. Thrombopherese

Als erstes wurde das identifizierte PK-Modell für Thrombopoetin überprüft mittels
Thrombozytenverlauf der Thrombopherese. Obwohl zu jedem Zeitpunkt die Vorhersa-
ge im Fehlerbereich der Meßwerte (Standardabweichung der Mittelwerte) liegt, ergibt
sich ein Verlauf der Simulationskurve (Abbildung 5.6), die qualitativ vom Verlauf der
Meßwerte abweicht. Einerseits weist die Simulation ein Maximum in den ersten Stunden
nach Thrombopherese und nicht wie bei den Daten erst am Tag 2 auf. Dieses könnte
jedoch physiologisch sein, wofür jedoch ein experimenteller Nachweis fehlt, da die er-
ste und zweite Messung im Abstand von einem Tag durchgeführt wurden. Weiterhin
fällt in den letzten Tagen die Simulationskurve ab, obwohl entsprechend der Meßwerte,
der Thrombopoetinspiegel relativ erhöht und konstant bleibt. Gründe hierfür könnten
die Vereinfachungen sein, die bei der Modellkonstruktion gemacht wurden, insbesondere
die lineare Interpolation der Thrombozytenkurven. Die aus der Literatur entnommenen
Thrombopheresedaten ([DHK+98], [WSW+01], [WFG+99]) sind dadurch gekennzeich-
net, daß es nur wenige Messungen gibt (vier oder fünf pro Kollektiv) und diese minde-
stens einen Tag auseinander liegen. Außerdem weisen die Meßwerte eine große Streuung
auf und die Anzahl der Messungen nimmt zum Ende hin ab. Selbst eine neue Anpassung
der Pharmakokinetikparameter des Thrombopoetin erreicht keinen Verlauf der Simulati-
onskurve durch alle Meßwerte (Abbildung 5.7), obwohl das initiale Maximum nicht mehr
so groß ist. Das Maximum der Meßwerte am zweiten Tag bleibt ebenso unerreicht und
auch das Abflachen der Simulationskurve in den letzten Tagen ist unverändert. Weiterhin
hat die geschätzte Wichtungskonstante der Megakaryozyten wMKC nach der Anpassung
den Wert null, was jedoch nicht plausibel ist. Da diese neue Anpassung nicht zu einem
besseren Ergebnis führt, wird der mittels Chemotherapiedaten geschätzte Parametersatz
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beibehalten und die pharmakodynamischen Parameter ebenso übernommen.
Thrombozyten sind nach Filtration im Rahmen der Thrombopherese nicht in ihrer

funktionalen Integrität, in vivo Erholung oder Überleben gestört ([BPZH+90]). Deshalb
kann ausgeschlossen werden, daß die verbleibenden Spenderthrombozyten durch die Fil-
tration beim Thrombopheresevorgang (kurzzeitig) in ihrer Funktion eingeschränkt und
damit die Abweichungen beim Verlauf des Thrombopoetinspiegels zum Beispiel durch
verzögerten spezifischen Abbau entstanden sind. Weiterhin ist die Art und Weise der
Messung des Thrombopoetinspiegel fehleranfällig. Solchen Messungen erfolgen mit ei-
nem sogenannten Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA), das auf der Erken-
nung von biomolekularen Substanzen (Zytokine wie Thrombopoetin) mittels enzyma-
tischer Farbreaktion basiert. Für die Messungen ist aber zu beachten ([FvdBR+97]),
daß die TPO-Konzentration im Blutserum vielfach höher ist als im Plasma und die zu
messenden Konzentrationen sehr stark interindividuell schwanken zum Beispiel aufgrund
unterschiedlicher Thrombopoetinproduktion und -abbau eines Patienten. Weiterhin kön-
nen Messungen relativ zu Referenz rhTPO Molekülen stark abweichend ausfallen, was
in unterschiedlichen, herstellungsbedingten rhTPO Varianten begründet sein mag. Denn
hierfür fehlen noch Standardisierungen. Ebenso kann die (untere) Meßwertgrenze eines
ELISA zu Problemen führen, wenn diese beispielsweise höher liegt als der Normalspiegel
eines Patienten.

Bei einer Simulation des vollständigen Modells erreicht man für eine Vorhersage der
Thrombopherese eine gute Übereinstimmung. Denn zu allen Meßzeitpunkten liegt die
Vorhersage im Fehlerbereich der Messungen des Thrombopoetin und der Thrombozyten
(Abbildung 5.8). Da der erste Meßwert für die Initialisierung der Modellsimulation ent-
scheidend ist und ebenfalls einem Fehler unterliegt wurde der Startwert durch Anpassung
nach oben verschoben und für den Thrombozytenverlauf eine bessere Übereinstimmung
der Simulationskurve mit dem Daten erreicht.

6.5. Modellvorhersagen

Die Meßwerte der Thrombopoetinspiegel der untersuchten Chemotherapien CHOP14,
CHOEP14, CHOP21 und CHOEP12 sind nicht vorhanden, so daß deren Vorhersage
in Kapitel 5.4.1 (Abbildungen 5.10, 5.11) nicht mit experimentellen Werten verglichen
werden kann. Jedoch zeigt sich charakteristisch bei den CHOEP Therapien, daß die TPO-
Schwankungen sehr viel größer als bei den dazugehörigen CHOP Therapien sind, was am
stärkeren Absinken der Thrombozytenkurve liegt.

Die Vorhersagen des Thrombozyten- und Thrombopoetinverlauf von CHOP12 (Abbil-
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dung 5.12) ähneln denen von CHOP14. Aufgrund der Zeitintensivierung ist die Chemo-
therapie mit 12 tägiger Zyklendauer leicht toxischer, was an dem etwas höheren Throm-
bopoetinspiegel in jedem Zyklus zu erkennen ist. Hingegen zeigen die Simulationskurven
für CHOEP12 (Abbildung 5.13) aufgrund der Zeitintensivierung und dem zusätzlich ap-
plizierten Etoposid eine so große Toxizität, daß das zu einem Zusammenbrechen des
Systems führt. Denn innerhalb eines Zyklus erschöpft das Thrombozytenkompartiment
so stark, daß es sich bis zum darauf folgenden Zyklus nicht erholen kann und beständig
abfällt.

6.6. Rezeptorspezifischer und -unspezifischer Abbau

Abschließend soll der von den relativen Größen des Thrombozyten- und Megakaryo-
zytenkompartiment abhängende rezeptorspezifische Abbau des Thrombopoetin disku-
tiert werden. Durch gemeinsame Anpassung der Zytokinspiegel zweier Patienten aus
[ELFS99] an deren Thrombozytenverlauf, wurden die Wichtungsfaktoren wPL = 2,1069

und wMKC = 1,1564 geschätzt. Die daraus resultierenden Anteile des Thrombozyten- und
Megakaryozytenkompartiments am spezifischen Abbau verhalten sich damit wie 1,8:1.

Betrachtet man nun die in der Literatur verfügbaren Angaben, daß jeder Megakaryozyt
rund 1400 Thrombozyten bildet ([SL89]), die Rezeptordichte pro Thrombozyt zu Mega-
karyozyt 30:48000 ist ([BLS+97]) und die Lebenszeit von Thrombozyten TPL=240h und
Megakaryozyten TMKC=144h unter Normalbedingungen beträgt. Dann erhält man rech-
nerisch ein Verhältnis der relativen Kompartimentgrößen der Thrombozyten und Mega-
karyozyten am rezeptorspezifischen Abbau von 1,5:1. Das kommt dem mit dem Modell
geschätzten Verhältnis nahe. Allerdings sind die aus verschiedenen Quellen zusammen-
gefaßten Angaben in [SL89] zur Anzahl der gebildeten Thrombozyten sehr ungenau.
Darüber hinaus ist das Verhältnis entstehender Thrombozyten gegenüber der Megaka-
ryozytenanzahl im Modell nicht abgebildet. Denn einerseits gibt es nur ein Kompartiment
für die Megakaryozytenmasse und andererseits ist im Ausstrom des Megakaryozytenkom-
partiments ein entsprechender Faktor nicht enthalten und auch nicht notwendig, da mit
relativen Werten gearbeitet wird.

Das Verhältnis von rezeptorspezifischem zu -unspezifischen Abbau beträgt im Gleichge-
wicht ca. 74:1. Damit erfolgt der Abbau im Gleichgewicht entsprechend der biologischen
Vorstellung hauptsächlich rezeptorspezifisch.



6.7 Ausblick 51

6.7. Ausblick

Zukünftig ist geplant, das Modell so zu erweitern, daß sich noch andere Therapien simu-
lieren lassen. Hierzu zählen konventionelle und hochdosierte Chemotherapien. Weiterhin
sollen Vorhersagen für noch nicht etablierte Chemotherapien gemacht werden können, um
im Voraus die zu erwartende Toxizität abschätzen zu können und zum Beispiel Zeitpläne
auszuarbeiten. Andere Einsatzmöglichkeiten liegen im Vergleich der Thrombo- mit der
Granulo- und Leukotoxzität einer Therapie mit dem Ziel, den schadhaften Einfluß auf die
gesamte hämatologische Zellinie zu beurteilen. Ebenso soll eine Simulation verschiedener
Therapien unterteilt nach Risikogruppen ermöglicht werden.
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A. Anhang

A.1. Modellgrundlagen

Differentialgleichungen der Modellkompartimente

Eine lineare Differentialgleichung eines Kompartiments Ci mit Zustrom Cout
i−1 und einem

durch die Transitzeit Ti festgelegten Abstrom Cout
i hat das Aussehen

dCi(t)

dt
= Cout

i−1 −
Ci(t)

Ti
(A.1)

Cout
i =

Ci(t)

Ti
(A.2)

Die relative Kompartimentgröße Crel
i berechnet sich durch

Crel
i (t) =

Ci(t)

Cnor
i

(A.3)

Der Normalwert Cnor
i entspricht dem Gleichgewichtspunkt eines autonomen Systems, so

daß gilt

dCi(t)

dt
= 0 (A.4)

Aufspaltung der Amplifikation

Die Gesamtamplifikation Ai wird in zwei multiplikative Anteile Ain
i und Aout

i zerlegt

Ai(t) = Ain
i (t)A

out
i (t) (A.5)

Diese werden auf den Ein- und Ausstrom aufmultipliziert

dCi(t)

dt
= Ain

i (t)C
out
i−1 −

Ci(t)

Ti
(A.6)

Cout
i = Aout

i (t)
Ci(t)

Ti
(A.7)
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Für die Teilamplifikationen soll gelten

Ain
i (t) =


Ai(t)−1
ldAi(t)

für Ai(t) ̸= 0, Ai(t) ̸= 1

ln 2 für Ai(t) = 1

0 für Ai(t) = 0

(A.8)

Aout
i (t) =

{
Ai(t)

Ain
i (t)

für Ai(t) ̸= 0

0 für Ai(t) = 0
(A.9)

Z-Funktion

Die durch die relative Zytokinkonzentration Crel
X bestimmte Z-Funktion Z(Crel

X ) und in-
verse Z-Funktionen Z inv(Crel

X ) mit Minimalwert Zmin, Normalwert Znor, Maximalwert
Zmax und Sensitivitätsparameter b sind definiert als

Z(Crel
X ) = Zmax − (Zmax − Zmin) exp(−Z1C

relb

X ) (A.10)

Z1 = ln
Zmax − Zmin

Zmax − Znor
(A.11)

Z inv(Crel
X ) = Zmin + (Zmax − Zmin) exp(−Z2C

relb

X ) (A.12)

Z2 = ln
Zmax − Zmin

Znor − Zmin
(A.13)

Michaelis-Menten Kinetik

Für die von einer Dosis d abhängenden Michaelis-Menten Kinetik M(d) mit der oberen
Schranke Mmax und Sensitivitätsparameter Mk gilt

M(d) = Mmax
d

Mk + d
(A.14)

Charakteristische Chemotherapiefunktion

Die Modellierung der Chemotherapie erfolgt mit einem zusätzlichen Abstrom Ckill
i beste-

hend aus dem Kompartiment Ci, der charakteristischen Konstante kCX
i für die Zellstufe i

und Substanz CX der Chemotherapie und der charakteristischen Chemotherapiefunktion
ΨCX

i

dCi(t)

dt
= Cout

i−1 −
Ci(t)

Ti
− kCX

i ΨCX
i (t)Ci(t) (A.15)

Ckill
i (t) = kCX

i ΨCX
i (t)Ci(t) (A.16)
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Enthält die Menge {tj}(j = 1,2, . . . ,M) alle Zeitpunkte der Gabe einer zytotoxischen
Substanz CX in aufsteigender Ordnung (tj ∈ N in Tagen), ist die charakteristische Che-
motherapiefunktion definiert als

ΨCX
i (t) =

{
1 falls ∃j : (t > tj) ∧ (t− tj ≤ 1)

0 sonst
(A.17)

Für die Wirkung n unterschiedlicher chemotoxischer Substanzen mit den Koeffizienten
kCX
il (l = 1,2, . . . ,n) und jeweils dazugehöriger charakteristischer Chemotherapiefunktio-

nen ΨCX
il gilt

dCi(t)

dt
= Cout

i−1 −
Ci(t)

Ti
−

(
n∑

l=1

kCX
il ΨCX

il

)
Ci(t) (A.18)

Ckill
i (t) =

(
n∑

l=1

kCX
il ΨCX

il

)
Ci(t) (A.19)

Fitnessfunktion

Sind Y (t) > 0, t > 0 die Modellvorhersage und yi > 0 die zum Zeitpunkt ti > 0 gemes-
senen n Versuchsergebnisse (i = 1,2, . . . ,n), dann definiert man für die Fitnessfunktion
die Summe der quadratischen Abweichungen der Vorhersage von den Daten

ff1(Y ) =
1

n

n∑
i

(Y (ti)− yi)
2 (A.20)

Alternativ ist die Fitnessfunktion die Summe der absoluten Abweichungen der Logarith-
men der Vorhersage von den Daten und wird beschrieben mit

ff2(Y ) =
1

n

n∑
i

abs(lnY (ti)− ln yi) (A.21)

Zufallsfunktion

Die Zufallsfunktion Zf (p) bestimmt für jeden Parameter p mit der Standardabweichung
des Logarithmus SD(log(p)) einen neuen Parameter

Zf (p) = p exp(r SD(log(p))) r liefert standardnormalverteilte Zufallszahlen (A.22)
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A.2. Modellgleichungen

A.2.1. Ungestörter Zustand

Stammzellkompartiment

Die Differentialgleichung für das Stammzellkompartiment wird aus dem Stammzellmodell
von [WL85] übernommen. So wird mit dem proliferativen Anteil a, der Selbsterneuerungs-
wahrscheinlichkeit p und Zellzykluszeit τS der Stammzellen festgelegt

dCS

dt
= (2p− 1)CS

a

τS
(A.23)

Cout
S = 2(1− p)CS

a

τS
(A.24)

Anstatt einer Rückkopplung der Erythrozyten (E) und Granulozyten (G) auf die Stamm-
zellen wird stattdessen eine Rückkopplung des Knochenmarkpools benutzt und es wird
angenommen

Crel
E = Crel

G =
CCM + CMKC

Cnor
CM + Cnor

MKC

(A.25)

Für den Start- und dem Normalwert wird definiert

CS(0) = Cnor
S = 1 (A.26)

Cout
S (0) = Cout,nor

S = 2(1− pnor)Cnor
S

anorS

τS
(A.27)

Kompartiment der koloniebildenden Einheiten der Megakaryozyten

Die Gleichungen für das CFU-Mk Kompartiment werden bestimmt durch die Gesamtam-
plifikation ACM und Transitzeit TCM. Hierbei wird Ain

CM beziehungsweise Aout
CM aus ACM

berechnet und als Eingangs- beziehungsweise Ausgangsamplifikation verwendet (Aufspal-
tung der Amplifikation).

dCCM

dt
= Ain

CMCout
S − CM

TCM
(A.28)

Cout
CM = Aout

CM

CCM

TCM
(A.29)

Weiterhin setzt man für den Start- und den Normalwert

CCM(0) = Cnor
CM = Ain,nor

CM TCMCout,nor
S (A.30)
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Cout,nor
CM = Anor

CMCout,nor
S (A.31)

Megakaryozytenkompartiment

Die Gleichungen für die Megakaryozytenmasse mit der sowohl thrombopoetinabhängigen
Gesamtamplifikation AMKC = Ain

CMAout
CM als auch Transitzeit TMKC sind nachfolgend

dargestellt

dCMKC

dt
= Ain

MKCC
out
CM − CMKC

TMKC
(A.32)

Cout
MKC = Aout

MKC

CMKC

TMKC
(A.33)

Als Start- und Normalwert wird verwendet

CMKC(0) = Cnor
MKC = Ain,nor

MKC T nor
MKCC

out,nor
CM (A.34)

Cout,nor
MKC = Anor

MKCC
out,nor
CM (A.35)

Thrombozytenkompartiment

Jedes der n Subkompartimente des Milz- (PLS) und Zirkulationskompartiments (PLC)
besitzt eine exponentialverteilte Transitzeit mit Erwartung T sub

PL . Die sich daraus erge-
bende Gesamttransitzeit ist gammaverteilt mit Erwartung TPL ([SEL04]).

T sub
PL =

TPL

n
(A.36)

Mit dem relativen Anteil des Einstroms in die Zirkulation in und den Flußkonstanten
ksci des Thrombozytenstroms von Milz in die Zirkulation im Subkompartiment i soll für
die Differentialgleichungen verwendet werden

dCPLC1

dt
= inCout

MKC − CPLC1

T sub
PL

+ ksc1 CPLS1 (A.37)

dCPLS1

dt
= (1− in)Cout

MKC − CPLS1

T sub
PL

− ksc1 CPLS1 (A.38)

und für i = 2,3, · · · ,n

dCPLCi

dt
= Cout

PLCi−1
− CPLCi

T sub
PL

+ ksci CPLSi (A.39)

dCPLSi

dt
= Cout

PLSi−1
− CPLSi

T sub
PL

− ksci CPLSi (A.40)
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Weiterhin entspricht durch die Zellalterung der Ausstrom eines Subkompartiments gerade
dem Einstrom der nächsten Alterungsstufe und es wird definiert ∀i : 1 ≤ i ≤ n

Cout
PLCi

=
CPLCi

T sub
PL

(A.41)

Cout
PLSi =

CPLSi

T sub
PL

(A.42)

Die Start- und Normalwerte sind bestimmt mit

CPLC1(0) = Cnor
PLC1

= (in+ ksc1 T sub
PL )

Cout,nor
MKC T sub

PL

1 + ksc1 T sub
PL

(A.43)

CPLS1(0) = Cnor
PLS1 = (1− in)

Cout,nor
MKC T sub

PL

1 + ksc1 T sub
PL

(A.44)

und für i = 2,3, · · · ,n

CPLCi(0) = Cnor
PLCi

= Cnor
PLCi−1

+
ksci T sub

PL

ksci T sub
PL + 1

Cnor
PLSi−1

(A.45)

CPLSi(0) = Cnor
PLSi =

Cnor
PLSi−1

ksci T sub
PL + 1

(A.46)

Für jede Altersstufe (Abbildung A.1) der Thrombozyten ist der Thrombozytenfluß ksci
im Gleichgewicht von Milz in die Zirkulation zu definieren. Dieser Zellfluß muß für jede
Altersstufe festgelegt werden, um das Verhältnis 1:2 aller Milz- (relativer Anteil 1− q =
1
3) und Zirkulationsthrombozyten (q = 2

3) zu gewährleisten. Benutzt wird hierfür eine
Funktion g(t), die für jedes Alter t den Anteil der Thrombozyten in der Zirkulation
beschreibt.

g(t) = 2(q − g1) t+ g1 (A.47)

Ferner wird im Fall für n verschiedene Altersstufen definiert

gi := g(
i− 1

n− 1
) für i = 1,2, . . . ,n (A.48)

Gi :=
gi

1− gi
(A.49)

gi =
Gi

Gi + 1
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So soll für die Verhältnisse der verschiedenen Altersstufen im Gleichgewicht gelten

Cnor
PLC1

Cnor
PLS1

= G1 =
in+ ksc1 T sub

PL

1− in
(A.50)

Cnor
PLCi

Cnor
PLSi

= Gi = (ksci T sub
PL + 1)Gi−1 + ksci T sub

PL für i = 2,3, . . . ,n (A.51)

Aus diesen Gleichungen erhält man durch Umformungen die Flußkonstanten

ksc1 =
g1 − in

T sub
PL (1− g1)

(A.52)

ksci =
Gi −Gi−1

T sub
PL (Gi−1 + 1)

für i = 2,3, . . . ,n (A.53)

Zu beachten sind die Randbedingungen, einerseits folgt aus Gleichung A.47

g1 >
1

3
(A.54)

und aus A.52 mit ksc1 > 0

g1 > in (A.55)

Das Kompartiment beobachtbarer Thrombozyten ist das der Zirkulation

CPL := CPLC (A.56)

Thrombopoetinkompartiment

Die Gleichung zur Beschreibung des empirischen loglinearen Zusammenhang zwischen
relativen Thrombopoetinspiegel und relativer Thrombozytenkonzentration besitzt nur
einen freien Parameter kTPO und lautet

Crel
TPO = exp(kTPO(C

rel
PL − 1)) (A.57)

Die Differentialgleichung hingegen beinhaltet als Parameter die Produktionsrate α, die
Transitzeit TTPO des unspezifischen Abbaus, den Sensitivitätsparameter K der Michael-
Menten Kinetik und die Wichtungsfaktoren wMKC der relativen Megakaryozytenmasse
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Abbildung A.1.: Aufbau der Thrombozytenkompartimente
Der relative Einstrom in beide Kompartimente wird reguliert durch in, der
initiale Anteil der zirkulierenden Thrombozyten am ersten Subkompartiment
wird durch g1 festgelegt und der Anteil der Zirkulationsthrombozyten aller
Subkompartimente soll durch q beschrieben werden

und wPL des relativen Thrombozytenspiegels für den spezifischen Abbau.

Crel
TPO = α−

Crel
TPO

TTPO
− (wMKCC

rel
MKC + wPLC

rel
PL)

Crel
TPO

K + γCrel
TPO

(A.58)

γ =
wMKCC

rel,nor
MKC + wPLC

rel,nor
PL

α− 1
TTPO

−K (A.59)

Diese Form der Beschreibung einer relativen Größe ermöglicht eine unabhängige Steuer-
ung des Einstroms vom Abbau. Die Konstante γ muß fixiert sein, um Crel,nor

TPO = 1 zu
erreichen. Deshalb sind der Start- und Normalwert festgelegt mit

Crel
TPO(0) = Crel,nor

TPO = 1 (A.60)

Für die Bestimmung der Pharmakokinetik-Parameter des Thrombopoetin werden die
gemessenen Thrombozytenwerte yPL mit Hilfe einer (Matlab-internen) Interpolations-
funktion I stückweise linear abgebildet

Crel
PL(t) := I(yrelPL,t) (A.61)
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Man schätzt die relative Megakaryozytenmasse, wenn es hierfür keine Meßwerte gibt
unter Annahme einer zeitversetzten Dynamik zwischen Megakaryozyten- und Thrombo-
zytenverlauf mit Zeitverschiebung tMKC

Crel
MKC(t) := I(yrelPL,t− tMKC) (A.62)

A.2.2. Chemotherapie

Für die Kompartimente X ∈ {S,CM,MKC} der Stammzellen, CFU-Mk und Megakaryo-
zyten ist ein Abstrom Ckill

X bei den Therapien CHOP14 und CHOP21 zu ergänzen

Ckill
X = kCHO

X ΨCHO
X CX (A.63)

Betrachtet man zusätzlich noch die Wirkung des Etoposid der Therapien CHOEP14 und
CHOEP21, setzt man stattdessen

Ckill
X = (kCHO

X ΨCHO
X + kEXΨE

X)CX (A.64)

Als Vereinfachung wird angenommen

kCHO
CM := kCHO

S (A.65)

kECM := kES (A.66)

A.2.3. Thrombopherese

Der Startwert der zirkulierenden Thrombozyten wird verhältnisgetreu auf den ersten
gemessenen Thrombozytenspiegel yPL(t0) mit Normalwert ynorPL unter Berücksichtigung
eines Korrekturfaktors k0 abgesenkt. Vereinfachend werden die Startwerte aller Subkom-
partimente auf den gleichen Wert gesetzt

CPLCi(0) = k0
yPL(t0)

ynorPL

Cnor
PLCi

für i = 1,2, . . . ,n (A.67)

A.3. Vektorgeometrie von WinScale

Wie in Abbildung A.2 dargestellt, korrespondieren die Bildschirmpunkte p1, p2 mit den
Ordinaten y2, y1 und p3, p4 mit den Abszissen x1, x2. Die Vektoren a⃗ und b⃗ verlaufen
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Abbildung A.2.: Vektorgeometrie von WinScale
Die Pixel p1 bis p4 spannen das Koordinatensystem mit den dazugehörigen
Ordinaten y2, y1 und Abszissen x1, x2 auf dem Bildschirm auf. Für jedes p5
werden dadurch die Koordinaten x3,y3 berechnet

dabei in Richtung der Ordinaten- und Abszissenachse. Das bedeutet

p⃗i =

(
pi1

pi2

)
für i = 1,2, . . . ,5 pi1,pi2 ∈ N (A.68)

a⃗ = p⃗1 − p⃗2 =

(
a1

a2

)
a1,a2 ∈ Z (A.69)

b⃗ = p⃗4 − p⃗3 =

(
b1

b2

)
b1,b2 ∈ Z (A.70)

Zu jedem Punkt p5 werden die Koordinaten x3,y3 bestimmt, indem für jede Koordinaten-
achse der Schnittpunkt mit einer Gerade bestimmt wird, die parallel zur jeweils anderen
Achse und durch p5 verläuft. Zu lösen sind hierfür zwei Gleichungssysteme

p⃗2 + kaa⃗ = p⃗5 − kβb⃗ (A.71)

p⃗3 + kb⃗b = p⃗5 − kαa⃗ (A.72)

Aufzulösen sind dabei die Koeffizienten ka und kb, die die relative Länge der Vektoren a⃗

und b⃗ auf den Achsen bis zu den Schnittpunkten angeben

ka =
(p51 − p21) b2 − (p52 − p22) b1

a1b2 − a2b1
(A.73)
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kb =
(p51 − p31) a2 − (p52 − p32) a1

a2b1 − a1b2
(A.74)

Wobei vorausgesetzt werden muß, daß a1b2 ̸= a2b1 ↔ a⃗ und b⃗, also beide Achsen, linear
unabhängig sind. Gleichzeitig teilen oder erweitern diese Koeffizienten aber auch das
Intervall der Ordinaten [y1,y2] und der Abszissen [x1,x2] und es lassen sich die gesuchten
Koordinaten x3,y3 (xi,yi ∈ R für i = 1,2,3) berechnen

y3 = y1 + ka(y2 − y1) (A.75)

x3 = x1 + kb(x2 − x1) (A.76)

Im Falle einer logarithmischen Achseneinteilung der Ordinatenachse muß y3 anders be-
rechnet werden

ylog3 = 10(log y1+ka(log y2−log y1)) (A.77)

= y1

(
y2
y1

)ka

für y1,y2 > 0
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B. Parameter und deren Quellen

B.1. Zytokinspiegel

B.1.1. Loglineares Modell

Dargestellt sind die Thrombopoetinparameter der drei Patienten p1, p2, p3 und der
Parameter der gemeinsamen Anpassung p12 der ersten beiden Patienten.

Parameter Wert Quelle
kp1TPO -2,4128 angepaßt
kp2TPO -4,6384 angepaßt
kp3TPO -1,1056 angepaßt
kp12TPO -4,6296 angepaßt

B.1.2. Differentialgleichungsmodell

Nachfolgend gehören der erste Parametersatz zur Anpassung des Thrombopoetinspiegel
der Chemotherapiedaten an die gemessenen Thrombozytenwerte und der zweite Satz zur
Anpassung des Zytokinspiegels an den Thrombozytenverlauf der Thrombopheresedaten.

Parameter Wert Quelle
α 3,6886 angepaßt
TTPO 20,3851h angepaßt
K 0,3855 angepaßt
wMKC 1,1564 angepaßt
wPL 2,1069 angepaßt
tMKC 129,6266h angepaßt
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Parameter Wert Quelle
α 0,1105 angepaßt
TTPO 24,7474h angepaßt
K 0,2261 angepaßt
wMKC 0 angepaßt
wPL 0,2724 angepaßt
tMKC (123,9869h) angepaßt

Da der Wichtungsfaktor für die Megakaryozyten null ist, ist der Wert der hypothetischen
Zeitverschiebung tMKC unbrauchbar.

B.2. Dynamik der Thrombopoese

B.2.1. Kompartimente

Stammzellkompartiment

Die Parameterwerte werden unverändert aus den Arbeiten von [WL85] übernommen.

Parameter Wert Quelle
amin 0,01 [WL85]
anor 0,15 [WL85]
aint 0,45 [WL85]
amax 1 [WL85]
pδ 0,1 [WL85]
ϑE -2 [WL85]
ϑG -8 [WL85]
τS 8h [WL85]
ωS 1 [WL85]
ωE 0,3 [WL85]
ωG 0,1 [WL85]
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Kompartiment der CFU-Mk

Parameter Wert Quelle
Amin

CM 2,4208 angepaßt
Anor

CM 2,6680 angepaßt
Amax

CM 242,2250 angepaßt
bACM 2,7358 angepaßt
TCM 628,2748h angepaßt

Megakaryozytenkompartiment

Parameter Wert Quelle
Amin

MKC 4 [Wic84]
Anor

MKC 8 [Wic84], [Cor89]
Amax

MKC 16 [Wic84]
bAMKC 0,0466 angepaßt
Tmin
MKC 96h [Wic84]

T nor
MKC 144h [Wic84], [MFI+99]

Tmax
MKC 168h [Wic84]

bTMKC 1,5033 angepaßt

Thrombozytenkompartiment

Parameter Wert Quelle
g1 0,34 gesetzt
in 0,3348 angepaßt
n 7 angepaßt
TPL 240h [BR93],[SGM+01]
Cnor
PL 275000/µl [BR93],[SGM+01]

B.2.2. Toxizitätsparameter

Parameter Wert Quelle
kCHO
S 0,1904 angepaßt

kCHO
MKC 0,0417 angepaßt

kES 0,0396 angepaßt
kEMKC 0,1262 angepaßt
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C. Abkürzungsverzeichnis

C.1. Abkürzungen biologischer Begriffe

Symbol Bezeichnung
c-Mpl c-myeloproliferativer Leukämievirus (c-myeloproliferative leukemia virus)
CFU Koloniebildende Einheiten (colony forming unit)
CFU-Mk Koloniebildende Einheiten der Megakaryozyten
CHOEP Cyclophosphamid (C), Doxorubicin (H), Vincristin (O), Etoposid (E),

Prednison (P)
CM Kurz für CFU-Mk
CSF Koloniestimulierender Faktor (colony stimulating factor)
CX Zytotoxische Substanzen (cytotoxic drugs)
G Granulozyt
G-CSF Granulozyten koloniestimulierender Faktor
GM-CSF Granulozyten Makrophagen koloniestimulierender Faktor
DMS Demarkationsmembransystem
E Erythrozyt oder Etoposid
ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay
EPO Erythropoetin
IL Interleukin
Mk-CSF Megakaryozyten koloniestimulierender Faktor
MKC Megakaryozyten (megakaryocytes)
PEG-rHuMGDF Pegylisierter rekombinanter menschlicher Wachstumsfaktor (pegylated re-

combinant human megakaryocyte growth and development factor)
PL Blutplättchen (platelets)
PLC Blutplättchen (PL) in der Zirkulation (circulation)
PLS Blutplättchen (PL) in der Milz (spleen)
rhTPO Rekombinantes menschliches Thrombopoetin (recombinant human throm-

bopoietin)
S Stammzelle
sc Von der Milz in die Zirkulation (spleen to circulation)
TPO Thrombopoetin
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C.2. Abkürzungen mathematischer Begriffe

Symbol Bezeichnung
a Proliferativer Anteil
A Amplifikation
b Sensitivitätsparameter
Ci Zellzahlkonzentration im Kompartiment i

ff Fitnessfunktion
g1 Relativer Anteil der Zirkulationsthrombozyten am ersten Subkompartiment der

Thrombozyten
in Relativer Einstrom in das Zirkulationskompartiment
I Interpolationsfunktion
K, k Konstante
M Michaelis-Menten Funktion
MMK Michaelis-Menten Kinetik
p Wahrscheinlichkeit
t Zeit oder Zeitdifferenz
T Transit- oder Reifezeit
w Wichtungskonstante
Z Z-Funktion
Zf Zufallsfunktion
α Produktionsrate
ϑ Wichtungskonstante
τ Zellzykluszeit
Ψ Charakteristische Chemotherapiefunktion
ω Wichtungskonstante
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