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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1. Einfiihrung

Blutplittchen oder Thrombozyten sind essentiell fiir die Blutstillung. Nach einer Schidigung
von BlutgefidBen werden sie aufgrund ihrer Grofe und Dichte in Relation zu den Erythrozyten
und Leukozyten in den Blutgefden nach aulen gedréngt. Dort befinden sie sich in engem
Kontakt zu dem GefidBendothel, aus dem Kollagen oder vWF freigesetzt und von spezifischen,
hochaffinen Rezeptoren auf der Oberflidche des Thrombozyten erkannt werden. Dies fiihrt
schlieBlich zur Aktivierung und Aggregation der Thrombozyten (Thrombusbildung) und es kann
so zu einem Wundverschluss kommen. Dariiber hinaus fordert die Oberflidche von aktivierten
Pléttchen die Generierung von aktiviertem Faktor X und unterstiitzt somit die Blutgerinnung
durch die Spaltung von Prothrombin zu Thrombin.

Seit mehr als 150 Jahren sind die zelluldren (oder genauer: korpuskulidren) Bestandteile des
Blutes bekannt. Thrombozyten sind seitdem immer wieder Gegenstand von wissenschaftlichen
Untersuchungen. Dabei interessieren sich nicht nur Medizinern fiir die Rolle der Thrombozyten in
der Himostaseologie, sondern auch Biologen und Chemikern, die in zellbiologischen oder
biochemischen Experimenten Zytoskelett oder Signaltransduktion untersuchen. Trotzdem ist das
Wissen tiber die Thrombozyten verglichen mit anderen hiimatopoetischen Zellen relativ gering.
Grund dafiir ist, dass Thrombozyten sich nur bedingt ex vivo untersuchen lassen, da schon eine
Blutentnahme mit einer Gefédverletzung einhergeht und die Thrombozyten oft schon (partiell)
voraktiviert sind.
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Abb. 1: Megakaryopoese. Himatopoetische Stammzellen differenzieren in der Gegenwart von Thrombopoietin
(TPO) zu Megakaryozyten, die polyploid werden. Die reifen Megakaryozyten bilden diinne Auslaufer des
Zytoplasmas, die Proplittchen genannt werden. An ihren Enden schniiren sich Thrombozyten ab. SCF = Stem Cell
Factor

Thrombozyten sind anukleire subzelluldre Fragmente. Im Gegensatz zu den ebenfalls
kernlosen Erythrozyten, die ihren Zellkern im Rahmen ihrer Entwicklung aktiv aus der Zelle
herausbringen, entstehen Thrombozyten durch zytoplasmatische Abschniirung von sogenannten
Megakaryozyten, denVorlduferzellen im Knochenmark. Bei diesem Prozess kann ein einzelner
Megakaryozyt ca.1000 Blutplattchen generieren (siehe Abb. 1).

Unter Megakaryopoese sei im folgenden die Differenzierung von himatopoetischen
Stammzellen zu Zellen der megakaryozytéren Linie gemeint, im allgemeinen definiert durch die
Expression eines Markerproteins, das fiir diese spezifisch ist. Dabei kénnen hier alle Stufen
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einbezogen werden, von frithen Megakaryoblasten bis hin zu reifen Megakaryozyten.
Thrombopoese soll hingegen im engeren Sinn nur den letzten Schritt von einem reifen
Megakaryozyten zur Freisetzung von Thrombozyten beinhalten: diese umfasst die Ausbildung
von Propléttchen (ausgedehnte Ausldufer des Zytoplasmas mit einem Durchmesser von 3um
und einer durchschnittlichen Linge von 250 - 500 um) sowie den Ubergang vom Knochenmark in
die Blutgefille.

1.2. Historischer Hintergrund
Thrombozyten sind bereits seit Mitte des 19. Jahrhunderts als Bestandteil des Bluts bekannt
und die Geschichte der Entdeckungen, Meilensteine wie Fehlinterpretationen, ist Gegenstand von

verschiedenen Ubersichtsarbeiten [1-3]. Hier folgt eine Einfiihrung, die die aktuellen Probleme
der Modellbildung auf die historischen Aspekte hin darstellt.

DONNE hat 1842 drei Blutbestandteile beschrieben, die sich eindeutig auf Erythrozyten,
Leukozyten und Thrombozyten beziehen. Die kleinsten Partikel hat er als "globulins" bezeichnet.
Ursprung und Funktion dieser "globulins" sind jedoch erst durch BizzOZERO als ein "Neuer
Formbestandteil des Blutes" 1882 erkannt worden (siehe Abb. 2). Dieses Datum kann daher als
die eigentliche Erstbeschreibung des Thrombozyten gewertet werden. Zum Ende des 19.
Jahrhunderts gibt es eine Vielzahl an Ausdriicken, die den neuen "Formbestandteilen" zugeordnet
werden: Der Ausdruck "plaquette" ist wahrscheinlich 1883 durch HAYEM eingefiihrt worden, ihm
verdanken wir auch die ersten akkuraten Messungen der Anzahl von Thrombozyten im
peripheren Blut. Der Ausdruck "Blood Platelets" erfolgte durch 1882 durch OSLER, BIzZZOZERO
hat 1891 die "plaquettes" als "Blutpléttchen" iibersetzt.

Abb. 2: Darstellung von Blutplittchen in Blutgefiden lebender Tiere bei BIZZOZERO, zitiert nach [1].

ASCHOFF hat 1893 "riesenkernhaltige" Zellen in der Lunge gefunden und angenommen, dass
diese Zellen aus dem Knochenmark aufgrund chemotaktischer Stimuli in die Lunge einwandern
[4]. Dies wurde einige Jahre spiter von FOA bestitigt. In den '30er Jahren des letzten Jahrhunderts
entstand eine Kontroverse dariiber, ob Megakaryozyten in der Lunge entstehen oder ob sie
dorthin einwandern. HOWELL hat 1937 anstelle des Knochenmarks die Lunge als Hauptquelle der
Thrombozyten vorgeschlagen [5]. Beide Autoren zeigen, dass mehr Blutplittchen die Lunge
verlassen als hineingelangen und Thrombopoese also in der Lunge stattfindet. Die Arbeiten von
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KAUFMAN haben aber 1965 durch Shunt-Experimente an Hunden eindrucksvoll gezeigt, dass der
Ursprung der Megakaryozyten im Knochenmark liegt [6, 7]. TINGAARD PEDERSEN hat nach
Experimenten in Ratten postuliert, dass das Lungengewebe als Filter zur Freisetzung von
Thrombozyten fungiert und die Verteilung von Megakaryozyten in verschiedenen Gefédfien
untersucht [8, 9]. Interessanterweise sind zu dieser Hypothese immer wieder Arbeiten erschienen
[10-13], allerdings eindeutigen Konsens.

DomiNicr hat korrekt erkannt, dass die Blutpléttchen keine Zellkerne haben, sondern als
Fragmente von anderen (weillen) Blutzellen entstehen. Es ist aber der Verdienst von WRIGHT
1906, das Zytoplasma des Megakaryozyten als die Quelle der Thrombozyten erkannt zu haben.
(Die grofite Zelle im Knochenmark war bereits 1869 von B1zzOZERO beschrieben worden und
erhielt 1890 durch HOWELL den Namen Megakaryozyt).

Die Rolle des Thrombozyten fiir die Blutstillung wurde als erstes von HAYEM beschrieben.
1912 hat dann DUKE experimentell den Zusammenhang zwischen der Anzahl von Thrombozyten
und der Blutungszeit gezeigt und damit den Grundstein zum Verstindnis von Blutplittchen bei
Héamostase gelegt. Weitere historische Arbeiten aus dem 20. Jahrhundert werden zu Beginn der
jeweiligen Kapitel kurz vorgestellt.

1.3 Vergleichende Thrombopoese

Die Hauptfunktion von Thrombozyten ist die Himostase, d.h. das Aufrechterhalten der
GefiBintegritit sowie den schnellen Verschluss von beschidigten Arterien und Venen, um
Blutverlust zu minimieren. Blutpléttchen entstehen durch subzellulidre Abschniirungen von
Megakaryozyten im Knochenmark. Dieser als Thrombopoese bezeichnete zellbiologische
Vorgang, bei dem eine einzige Zelle ca. 1000 funktionale und zudem fast ununterscheidbare
Fragmente bildet, ist in der Biologie einzigartig.

Héamostase findet sich bei Vertebraten als auch bei Invertebraten bis zu den Arthropoden,
unabhiingig davon, ob ein geschlossenes oder ein halboffenes Gefidl3system vorliegt und wird
immer durch einen spezialisierten Zelltyp vermittelt. Die Thrombopoese ein dabei ein evolutiv
neues Phianomen, das sich ausschlieBlich bei Mammalia findet. Viele marine Invertebraten haben
oft nur einen einzigen Zelltyp in der Himolymphe. Diese Himozyten iibernehmen Aufgaben von
der angeborenen Immunitét (entsprechend Neutrophilen) bis zur Hamostase, wo sie nach
Stimulation durch Agonisten aggregieren und einen Wundverschluss bilden. Bei Arthropoden
finden sich Amdobozyten, die ein im Blutplasma befindliches Protein nach Freisetzung einer
Koagulase zur Verklumpung bringen konnen.

Bei Vertebraten - mit Ausnahme der Séugetiere - finden sich kernhaltige Thrombozyten, die
oft spindelférmig sind. Der Ausdruck "thrombocytes" wird in der angelsédchsischen Literatur
ausschlieBlich zur Beschreibung dieser kernhaltigen Zellen verwendet, wihrend Blutplattchen
von Sdugetieren (und damit auch von Menschen) als "platelets" bezeichnet werden. Im Deutschen
werden - wie auch in dieser Arbeit - beide Ausdriicke synonym gebraucht. Kernhaltige
Thrombozyten finden sich bei Fischen, Amphibien, Reptilien und Végeln. In den letzten Jahren
wurde die Thrombopoese durch transgene Technologien von transparenten Zebrafischen (Danio
rerio) visualisiert.
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Ein groBBes Verdienst bei der Darstellung vergleichender Himostase kommt LEVIN zu, der
insbesondere Hamostase durch Amébozyten von Limulus polyphemus, dem Pfeilschwanzkrebs
(engl. Horseshoe crab) untersucht hat. Ubersichtsarbeiten finden sich bei [14, 15]].

Saugetiere haben weitere Mechanismen entwickelt, um Hédmostase unabhiingig von der MK-
Plittchen-Achse aufrechtzuerhalten, z.B. durch Vasokonstruktion oder Gerinnung. Dartiiberhinaus
ist bekannt, dass Pléttchen tiber die Blutstillung hinaus Funktionen in der Immunantwort haben,
die durchaus als Uberreste der Funktion von Hiimozyten oder Am&bozyten betrachtet werden
konnen. So kénnen Thrombozyten mit Bakterien und Viren, Pilzen oder Parasiten interagieren. Es
ist daher angebracht, die Rolle von Blutpléttchen bei Sdugetieren oder dem Menschen nicht
kategorisch auf die Himostase zu beschrinken. Die Ursache fiir den Ubergang von kernhaltigen
Thrombozyten zu anukleédren Pléttchen bei Sdugern bleibt aber weiterhin spekulativ.

Die begrenzte Verfiigbarkeit von humanen Megakaryozyten hat den Einsatz von Tiermo-
dellen zur Untersuchung der Thrombopoese unumginglich gemacht, allerdings sollte auch auf die
Unterschiede hingewiesen werden: So exprimieren MKs von Maus, Ratte oder Katze grof3e
Mengen von Acetylcholinesterase, die auch als Markerenzym fiir MKs verwendet werden kann
[16, 17], wihrend humane MK fiir Acetylcholinesterase negativ sind. Grofe von Pléttchen oder
MKSs unterscheiden sich ebenso wie die Plittchenkonzentrationen im peripheren Blut. Thrombo-
poese erfolgt im Menschen auch weitestgehend ausschlielich im Knochenmark, wihrend es in
der Maus signifikante extramedulldre Thrombopoese gibt mit grolen Mengen von MKs z.B. in
der Milz.

1.4. Megakaryo- und Thrombozytopoese: von der hiimatopoetischen Stammzelle
zum Pléattchen

Megakaryozyten (MKs) stellen eine wesentliche Zellreihe innerhalb der Himatopoese dar
und sind die Vorlduferzellen aller Blutplittchen. Sie entwickeln sich wie alle anderen Blutzellen
aus der hiamatopoetischen Stammzelle im Knochenmark). MKs sind im Knochenmark leicht als
sehr groB3e Zellen (bis zu tiber 80 um im Durchmesser) zu identifizieren. Der relative zellulidre
Anteil liegt allerdings bei nur 0,2% aller kernhaltigen Zellen (Daten in der Literatur schwanken
zwischen 0,05% und 0,4% [18, 19]). Durch klassische Firbetechniken (Wright-Giemsa, May-
Griinwald) lassen sich verschiedene Reifestadien von MKs unterscheiden: die erste nachweisbare
Zelle in der megakaryozytéren Linie (Stadium I) ist der Megakaryoblast. Er ist in der Grofe
noch nicht von Lymphozyten zu unterscheiden. Reifere Megakaryoblasten werden polyploid
(siehe Kapitel 1.4.3), sind transkriptionell hoch aktiv, basophil anfirbbar und erreichen zuletzt
eine GroBe von 15-50 wm. Mit der weiteren Ausreifung geht die Anfiarbbarkeit mit basophilen
Farbstoffen zuriick und es entstehen (Pro)-Megakaryozyten (Stadium II), die viele Granula
beinhalten. Diese lassen sich durch azurophile Romanowsky-Férbung sichtbar machen und sind
mit 20-80 um etwas groler als Megakaryoblasten. Die meisten MKs, die sich in einem gesunden
Knochenmark anfirben lassen, entsprechen diesem Stadium. Reife Megakaryozyten (Stadium
IIT) haben aufgrund der Abnahme von Ribosomen und der Zunahme von Granula ein eher
azidophiles Zytoplasma. Mitunter werden Propléttchen-bildende MKs auch als Stadium IV
bezeichnet. Fiir eine detaillierte Beschreibung der Firbetechniken siehe auch CHESTERMAN &
PENINGTON [20]. Im Rahmen der Differenzierung wandern die Zellen aus der osteoblastischen
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Nische des Knochenmarks zu den Knochenmarksinusoiden, wo sie sich in der vaskuldren Nische
einfinden. Die Wanderung wird im wesentlichen durch die Chemokine Fibroblast growth factor
(FGF)-4 und Stromal-derived factor (SDF)-1 bewirkt, dessen Rezeptor CXCR4 auf MKs hoch
exprimiert wird [21]. Die Wirkungsweise von FGF-4 ist hingegen bislang unzureichend
untersucht. AbschlieBend sei eine Reihe von Ubersichtsartikeln erwihnt, die verschiedene
Aspekte der Ausreifung von MKs zu Thrombozyten beleuchten [22-26]

In den folgenden Kapiteln sollen verschiedene Aspekte der Differenzierung von MKs néher
charakterisiert werden: Erstens soll die Megakaryopoese im Blickwinkel der Himatopoese
betrachtet werden. Zweitens sollen Differenzierungsmarker fiir die verschiedenen Reifungsstadien
der megakaryozytiren Reihe vorgestellt werden. Drittens werden Mechanismen beschrieben, die
zur Induktion von Endomitose und Polyploidie fiihren. Viertens folgt ein Abriss der Transkrip-
tionsfaktoren, welche die Megakaryopoese regulieren. In den beiden abschlielenden Kapiteln
sollen humorale Faktoren vorgestellt werden, die die Differenzierung von MKs induzieren, sowie
TPO und seine Signalkaskaden dargestellt werden.

1.4.1 Modelle der Megakaryopoese als Teil der Himatopoese

Die erste umfassende Theoriebildung der Hamatopoese fuflt auf der Induktion und
Charakterisierung von Blutzellclustern, die sich aus jeweils einer einzelnen Vorlduferzelle
(sogenannte klonogene Assays) im semi-soliden Medium in der Gegenwart von Wachstums-
faktoren gebildet haben. Die sogenannten Kolonie-bildenden Einheiten (colony-forming units,
CFU) zeigen, welches hamatopoetische Potential die Zelle noch gehabt hat. Es ist um so grofer,
je mehr verschiedene Zelltypen aus ihr entstehen konnen. Werden z.B. aus einer Zelle noch
Granulozyten, Erythrozyten, Monozyten und Megakaryozyten, so spricht man von einer CFU-
GEMM. Am besten ist das himatopoetische System in der Maus untersucht worden. Nach dem
Modell von WEISSMAN und AKASHI entwickelt sich die himatopoetische Stammzelle (mit
Selbsterneuerungspotential) zu einer multipotenten Stammzelle, die das Potential zur Selbst-
erneuerung verloren hat, sich aber in die Vorlduferzellen der lymphoiden Reihe (Common
Lymphocyte Progenitor, CLP) oder der myeloiden Reihe (Common Myeloid Progenitor, CMP)
teilen kann [27]. CLPs entwickeln sich dann weiter zu B-Zellen, T-Zellen, natiirlichen
Killerzellen oder dendritischen Zellen. Dem CMP entspricht der CFU-GEMM, d.h. noch alle
myeloischen Zellen konnen sich entwickeln. In der weiteren Differenzierung spalten sich die
granulozytéire und monozytire Linie (CFU-GM oder GMP) von der erythroiden / megakaryo-
zytdren Linie (CFU-MK/CFU-E oder MKEP) ab. MKEP-Zellen lassen sich durch die Expression
von CD34 und CD38 sowie die Abwesenheit von IL3Ra und CD45RA charakterisieren und diese
differenzieren dann tiber Burst-Forming Unit (BFU)-MKSs und CFU-MKSs zum Megakaryoblasten
und MKs aus [28].

Dieses Modell ist in den letzten Jahren von ADOLFSSON und JACOBSEN herausgefordert
worden. Nach ihren Daten geht von der hdmatopoetischen Stammzelle als erstes das Potential
verloren, sich zur megakaryozytéren/erythroiden Reihe zu entwickeln, wéhrend ein "lymphoid
primed multipotent progenitor", LMPP sich noch zu allen lymphoiden Zellreihen und in die
monozytire/granulozytire Reihe differenzieren kann [29, 30]. Beide Modelle konvergieren fiir
die megakaryozytidre Entwicklung auf der Stufe des megakaryozytéren/erythroiden Progenitors



1. Einleitung

(MKEP). Fiir die MKs ergibt sich danach eine Differenzierungsreihe iiber den CFU-Mega und
Megakaryoblasten zu Megakaryozyten.

Das hdmatopoetische System, das sich aus Kolonie-Experimenten durch klonogene Assays
ergibt, bildet somit ein hierarchisches System von Zellen, die mit zunehmender Ausreifung ihr
Potential verlieren, sich in verschiedene Zelltypen entwickeln zu kénnen. Schlie3lich
differenzieren sie zu einer reifen Zelle des peripheren Bluts, welche zwar Effektorfunktionen
haben, sich jedoch in keine weiteren Zelltypen weiterentwickeln konnen. Die Differenzierungs-
entscheidungen fallen in der Gegenwart von hdmatopoetischen Wachstumsfaktoren bzw.
Zytokinen. Faktoren, die spezifisch die Differenzierung von Stammzellen zu MKs bzw. die
weitere Differenzierung zu Thrombozyten fordern, sind lange postuliert worden. Interleukin (IL)-
3, IL-6 und IL-11 sowie Leukemia inhibitory factor (LIF) haben allerdings nur geringes
Differenzierungspotential. Erst 1994 konnte mit Thrombopoietin ein himatopoetisches Zytokin
kloniert werden, das sowohl die Differenzierung zu MKs induziert als auch die Ausreifung von
MKs fordert. Eine exzellente Ubersicht dazu findet sich bei Kaushansky [31, 32] sowie in
Monographien [14].

1.4.2 Differenzierungsmarker in der Megakaryopoese

Die Differenzierung von himatopoetischen Stammzellen zu reifen Zellen des peripheren
Bluts geht mit einer Verdnderung in der Zellausstattung einher. Dieser Weg kann anhand der
Expression (oder der Abwesenheit) von Proteinen oder Eigenschaften (wie Ploidie) beschrieben
werden, wobei diese "Marker" nicht notwendigerweise funktional sein miissen, sondern auch als
Surrogat fungieren konnen. Die Differenzierungsnachweise konnen auf unterschiedlichsten
Wegen erfolgen: der Anfirbbarkeit von Zellen im Knochenmark (Wright-Giemsa-Féarbung), der
Expression von Transkriptionsfaktoren oder von Glykoproteinen auf der Zelloberfléche.

Oberfldchenantigene sind zur Untersuchung der Himatopoese vielféltig eingesetzt worden,
insbesondere durch die Verfiigbarkeit der gut charakterisierten cluster of differentiation (CD)-
Antigene, gegen die hoch-spezifische Antikorper generiert wurden, welche erfolgreich in der
Durchflulzytometrie (FACS) eingesetzt werden kénnen. Die Entwicklung von kleinen
magnetischen Partikeln, die an Antikorper gekoppelt werden konnen (Magnetic Activated Cell
Sorting) erlaubt eine Anreicherung von Populationen mit hoher Reinheit auch ohne teure
Sortiergerite. Insbesondere innerhalb der Lymphopoese sind die Stufen der T- und B-Zellent-
wicklung sehr gut durch die serielle Expression von Oberflidchenantigenen charakterisiert worden.
Diese Methode wird auch als Immunphinotypisierung bezeichnet. Auch fiir die Megakaryo-
poese ist eine Reihe von Markern bekannt, allerdings kann die Phénotypisierung der einzelnen
Entwicklungsstufen bei weitem nicht so feinmaschig erfolgen wie fiir die lymphoiden Linien [26].

Als Marker fiir die megakaryozytire Linie gilt CD41, das allb-Integrin. CD41 ist aber auch
auf hiimatopoetischen Vorlduferzellen (3% der CD34+ Zellen im Knochenmark) exprimiert, die
sich nicht alle zu MKs differenzieren, sondern CD41 dann herunterregulieren. Erst durch die
Expression der B3-Integrinkette (CD61) des Fibrinogenrezeptors liegt ein spezifischer Marker
vor, auch wenn CD61 noch auf wenigen anderen Zelltypen detektiert werden kann. Die Co-
Expression von CD41/CD61 kann als eigentlicher Marker fiir die megakaryozytire Linie gewertet
werden und geht der Expression von CD42, dem Rezeptor fiir vWF voraus. Diese Zellen bilden in
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den klonogenen Assays den CFU-Mk. CD42 ist ein Multimer bestehend aus den Glykoproteinen
GPIX (CD42a), GPIba (CD42b), GPIbp (CD42c) und GPV (CD42d) mit einer komplexen Sto-
chiometrie. Zunichst bildet sich ein Komplex von GPIb und GPIX, der auch auf der Oberfliche
nachweisbar ist, wihrend die Expression von GPV spiter auf der Oberflédche erscheint. Diese
Zellen sind in klonogenen Assays weniger potent [33]. Zeitgleich mit der Expression des
kompletten CD42-Komplexes sind auch andere MK-spezifische Rezeptoren auf der Oberfliche
detektierbar, wie z.B. die Kollagenrezeptoren GPVI, a2f1 (GPIa/lla) und CD36, PECAM-1
(CD31) sowie ein Anstieg des Thrombopoietin-Rezeptors c-Mpl (CD110) [34, 35]. vWF wird
von MKs in friihen Ploidie-Stadien (2N und 4N) exprimiert, zeitgleich erfolgt die Einleitung der
Endomitose [36].

1.4.3 Polyploidie

In nahezu allen Zellen wird im Rahmen der Zellteilung genau darauf geachtet, dass sich das
genetische Material genau einmal verdoppelt und dass es anschliefend exakt auf die beiden
Tochterzellen verteilt wird. Eine Zelle, die nach der S-Phase einen DNA-Gehalt von 4n hat, kann
nicht noch einmal in die S-Phase gehen, ehe die Zelle sich geteilt hat. Der Prozess unter der
Bezeichnung "replication licensing" bewirkt also, dass jeder Replikationsursprung (ori) nur
einmal "feuert" und abgeschaltet bleibt, bis die Zellteilung vollstindig abgelaufen ist [37]. Einige
Zelltypen, die transkriptionell hoch aktiv sind, kdnnen aber auch mehr genetisches Material
enthalten, so z.B. Hepatozyten, die zwei oder drei Zellkerne aufweisen, je mit einer eigenen
Kernmembran umgeben. MKs gehéren zusammen mit Trophoblasten zu den wenigen Zelltypen,
die endomitotisch aktiv sind, eine hohe Transkriptionsrate aufweisen und polyploid werden [38].
Endomitose erfolgt innerhalb der Megakaryopoese nach der Differenzierung zu CD42-positiven
Zellen und geht einher mit dem Aufbau des inneren Demarkationsmembransystems (DMS, siehe
auch Kapitel 1.5.1). Reife MKs konnen einen DNA-Gehalt von bis zu 128N aufweisen, wobei die
modal héufigste Ploidiestufe aber 16N ist. Ein Vorteil der Polyploidie ist gewohnlich eine
Zunahme an ZellgroBe [39].

Auch die Ploidiestufen der MKs korrelieren mit der Zellgro3e und damit der Anzahl der
Plittchen, die gebildet werden kénnen [40]. Allerdings konnen auch MKs mit geringer Ploidie
Proplittchen bilden, so dass eine 16N-Zelle "reifer" sein kann, als ein Megakaryozyt mit 64N. In
der Literatur findet man hédufig den Begriff Endomitose, basierend auf der urspriinglichen
Annahme, dass der Nukleus mit Kernmembran intakt bleibt [41]. Ultrastrukturelle Analysen
haben gezeigt, dass eine "normale" Mitose stattfindet, allerdings unter Auslassung von Anaphase
2, Telephase und Zytokinese [42]. Nach Anaphase 1 gehen die Zellen wieder direkt in die G1-
Phase des Zellzyklus. Daher sollte technisch (z.B. in Abgrenzung zu Hepatozyten, in denen
mehrere intakte Zellkerne vorkommen) von Endoreplikation gesprochen werden. Der reife MK
enthélt den viellappigen Nucleus unter einer einzelnen Kernmembran [26].

Die regulatorischen Mechanismen, die zur Polyploidie fiihren, sind vielfiltig untersucht
worden, wobei der aktuelle Stand der Forschung noch immer verwirrend und kontrovers ist.
Verinderungen in der Expression von Cyclinen (Cyclin B, Cyclin D1 und Cyclin D3) korrelieren
mit der Induktion der Endoreplikation. In den korrespondierenden Mausmodellen konnte aller-
dings keines der Cycline als essentiell fiir die Ploidisierung identifiziert werden [43]. Daneben
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wurden die Zellzykluskinase Aurora B und Survivin sowie der zytoplasmatische Teil von GPIba
als Kandidatenproteine diskutiert. Entscheidend ist hier jedoch lediglich, dass die Endoreplikation
tatsichlich zu einer funktionalen Amplifikation des Genoms fiihrt [44].

RASLOVA hat MKs mit distinkten Ploidiestufen (2N, 4N, 8N und 16N) sortiert und verglei-
chende Genexpressionsprofile erstellt. Da frithe Megakaryoblasten noch nicht polyploid sind,
kann die 4N-Stufe auch noch der G2-Phase proliferierender MKs entsprechen. In ihrer Studie
haben die Genexpressionsprofile von MKs der Ploidiestufen 2N und 4N sowie die der Stufen 8n
und 16N zusammen geclustert. Von den ca. 100 diskriminierenden Genen, die 2N/4N- von 8N/
16N-MKs unterscheiden, codieren die meisten fiir Plédttchen-spezifische Proteine. Gene, die wih-
rend zunehmender Ploidisierung kontinuierlich herunterreguliert werden, haben weitestgehend
Funktionen in DNA-Replikation und DNA-Reparatur. Zusammenfassend kommen die Autoren
zum Schluss, dass Polyploidisierung nicht mit einer spezifische Rolle in der Regulation der
Genexpression einhergeht, sondern einem intrinsischen Differenzierungsprozess entspricht. [45].

1.4.4 Humorale Faktoren der Megakaryopoese und der Thrombozytenhomdoostase

In der klinischen Chemie wird die Zahl von Thrombozyten im peripheren Blut beim
Erwachsenen zwischen 150000/ul und 400000/ul angegeben. Fillt der Wert unter 150000/ul
spricht man von Thrombozytopenie. Erhohte Werte tiber 400000 konnen Folge einer anderen
Grunderkrankung sein (z.B. Infektionen, Tumoren, Leberschiden oder Zustand nach Splenek-
tomie), dann spricht man von einer reaktiven Thrombozytose. Erhihte Pléittchenkonzentrationen
entstehen aber auch als Konsequenz einer Deregulation (z.B. im Rahmen von myeloproliferativen
Erkrankungen wie Polyzythdmia vera, Myelofibrose oder Essentieller Thrombozythdmie zumeist
durch Jak2-V617F Mutationen) - dann spricht man von einer Thrombozythémie. Die Lebens-
dauer von Thrombozyten ist mit 8-10 Tagen vergleichsweise kurz und so miissen tédglich ca. 1-
2:10"" neue Blutplittchen generiert werden [19, 26, 46]. Die Thrombopoese wird im wesentlichen
durch einen einzigen humoralen Faktor reguliert, das Thrombopoietin (TPO), einem Mitglied
der Zytokin-Superfamilie, welches ein stark-glykosyliertes Protein mit zwei Doménen ist: die N-
terminale Doméne weist eine hohe Homologie zu Erythropoietin auf und ist fiir die biologische
Aktivitit ausreichend. Die C-terminale Doméne hat keine bekannte Funktion, erhoht aber die
Halbwertszeit und Bioverfiigbarkeit im Plasma. TPO wird im wesentlichen in der Leber von
Hepatozyten gebildet und wird konstitutiv ins Blut abgegeben. Dariiberhinaus kénnen auch Niere
und Stromazellen im Knochenmark TPO produzieren, sie tragen aber nur marginal zum gesamten
TPO-Level bei [47, 48]. Die Wirkung von TPO auf die Plittchenzahlen im Blut folgt zuniichst
einem einfachen Regelkreis, bei dem die TPO-Konzentration durch Bindung an den Rezeptor c-
Mpl auf Zielzellen (MKs und Blutplittchen) reguliert wird. Bei einem Verlust von Pléttchen kann
weniger TPO gebunden werden und es kommt so zu einem erh6hten TPO-Spiegel im Plasma.
Dieser Anstieg an TPO wirkt stimulierend auf himatopoetische Vorlduferzellen im Knochenmark
und verstdrkt so die Megakaryopoese und erhoht in der Folge die Produktion von Thrombozyten
(siehe Abb. 3) [49]. Der TPO-Rezeptor ist auBBer auf Plittchen und den MKs im Knochenmark
nicht wesentlich auf anderen Geweben exprimiert.
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Abb. 3: Regelkreis von Thrombopoietin (TPO)-Bildung in der Leber und Thrombozytopoese im Knochenmark.
Details siehe Text, Abbildung verdndert nach [50].

TPO-Serumspiegel sind bei einer Vielzahl von thrombozytopenischen Erkrankungen im
Kindesalter und bei Erwachsenen bestimmt worden [51]. Grundsitzlich sind TPO-Spiegel bei
einer Thrombozytopenie erhoht, wenn diese aufgrund einer Bildungsstérung auf Ebene der MKs
im Knochenmark vorliegt wie zum Beispiel bei den congenitalen (angeborenen) Erkrankungen
CAMT oder TAR-Syndrom (siehe Kapitel 1.7) oder nach Reduktion des Stammzellkompar-
timents nach Chemo- oder Strahlentherapie). Bei Thrombozytopenie durch einen vermehrten
Umsatz oder einer gesteigerten Pléttchen-Zerstorung ist das Knochenmark reich an Vorlédufer-
zellen und TPO-Spiegel sind normal. Weitere Details zum TPO-Regelkreis findet sich in
Anlehnung an die Untersuchungen von KUTER bei KAUSHANSKY [32].

1.4.5 Transkriptionsfaktoren

Das Wechselspiel von humoralen Faktoren und Zell-Zell- bzw. Zell-Matrix-Interaktionen
und/oder stochastischen Entscheidungen von Vorlduferzellen im Knochenmark bewirkt die Zahl
und Differenzierung zu MKs und Thrombozyten. Fiir die Megakaryopoese sind durch die
Generierung von Mausmodellen eine Reihe von Transkriptionsfaktoren identifiziert worden von
denen im Folgenden nur einige wenige detailliert beschrieben werden kénnen. Eine Reihe von
Ubersichtsartikeln, einschlieBlich zweier Arbeiten des Autors, stellen den aktuellen Stand der
Forschung zusammen (siehe Kapitel 2.8 und 2.9) [25, 52, 53]. Zu den Faktoren, die in der ersten
Phase die Megakaryopoese induzieren, gehoren die Zinkfingerproteine GATA-2 und GATA-1. In
der friihen Phase bildet GATA-2 zusammen mit einem anderen Zinkfingerprotein Friend of
GATA (FOG)-1 ein Heterodimer, das fiir die Induktion der erythroiden und megakaryozytéiren
Linie wichtig ist. Dabei kann GATA-1 auch den Verlust von GATA-2 ersetzen. Spiter in der
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Differenzierung ist dann der Komplex zwischen GATA-1 und FOG-1 essentiell [54]. GATA-1-
defiziente-Mdiuse haben eine schwere Thrombozytopenie mit vergroBBerten Thrombozyten. Das
Knochenmark zeigt viele MKs mit einem Differenzierungsstop [55]. Mutationen in GATA-1 sind
beschrieben worden und werden in Kapitel 1.7 diskutiert.
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Abb. 4: Essentielle Transkriptionsfaktoren fiir die Megakaryopoese und Thrombozytopoese. Die fiir den jeweiligen
Schritt charakteristischen Faktoren sind in der Box angegeben. Fiir NF-E2 sind einige charakterisierte Zielgene
angefiihrt.

Fli-1 ist ein Protein mit einer Ets-Doméne und ist essentiell fiir die Megakaryopoese und fiir
die Angiogenese. Deletionen auf Chromosom 11q23 fiihren zu einem Verlust des fli-1-Gens und
zu einer Makrothrombozytopenie beim Paris-Trousseau-Syndroms [56], Interessanterweise fiihrt
die gezielte Aktivierung des mutierten und gesunden Allels zur Ausprigung zweier distinkter
Megakaryozytenpopulationen [57]. Runx-1 (AML1) ist ein Transkriptionsfaktor, der friih auf die
Megakaryopoese wirkt. Das Verhéltnis der Expression von Runx1 zum Faktor Pu.1 entscheidet
zwischen Induktion der myeloischen Reihe bzw. der megakaryozytéiren Reihe. Die t(8;21)-
Translokationen von AML-1 mit ETO ist eine typische chromosomale Aberration bei der akuten
myeloischen Leukdmie (AML) im Kindesalter [58]. NF-E2 ist der Schliisselfaktor fiir die
terminale Thrombopoese. Der Transkriptionsfaktor besteht aus einer spezifischen p45™* -
Untereinheit und einem Mitglied der kleinen Maf-Proteine, z.B: MafG oder MafK, die ubiquitér
exprimiert werden. Im Mausmodell fiihrt der Verlust von p45™"™"* dazu, dass keine Blutplittchen
mehr gebildet werden, wihrend das Knochenmark viele MKs mit einem Ausreifungsstop aufweist
[59]. Mause, die fiir MafG und MafK doppelt-negativ sind, weisen fiir die Megakaryopoese
denselben Phénotyp auf [60]. Viele Arbeitsgruppen haben inzwischen Zielgene von NF-E2
identifiziert, allerdings ist nur fiir wenige eine entscheidene Rolle in der Thrombopoese gezeigt
worden. Zu ihnen gehoren f 1-tubulin und Rab27b [61, 62] (siche Abb.4).
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1.4.6 Signaltransduktion des Thrombopoietin

Héamatopoetische Stammzellen exprimieren c-Mpl, den Rezeptor fiir TPO und behalten ihn
als Marker bis zum Thrombozyten-Stadium auf der Zelloberflidche. Nach Bindung von TPO
kommt es auf Zellen der Megakaryopoese zur Rezeptoraktivierung, welche innerhalb weniger
Minuten zur Phosphorylierung der Tyrosinkinasen Jak2 und Tyk?2 fiihrt, wobei Tyk2 in Zellkul-
turmodellen als nicht essentiell fiir die Signalkaskade beschrieben worden ist [63]. Jak2-Aktivie-
rung fiihrt zur Phosphorylierung einer Vielzahl von Substraten in verschiedenen Signalwegen
(siehe Abb. 5):

1. Aus der Familie der STAT-Molekiile (Signal Transducer and Activator of Transcription)
werden Statl, Stat3, StatSa und StatSb aktiviert. Diese Homo- und Heterodimerisieren nach
Phosphorylierung und translozieren in den Kern, wo sie die Transkription ihrer Zielgene initiieren
[64-67]. Diese Signalkaskaden werden durch Aktivierung von negativen Regulatoren (z.B.
SOCS-1) wieder abgeschaltet [68].

2. Der Ras-Raf-Signalweg wird aktiviert, hier im Besonderen die MAP-Kinase ERK2 [67,
69].

3. Die Aktivierung der Phosphatidylinositol3-kinase (PI3K) fiihrt zur Phosphorylierung der
Serin/Threoninkinase Akt. Diese ist essentiell fiir die Vermittlung von anti-apoptotischen
Signalen. Als Substrate wurden FoxO3, ein Transkriptionsfaktor der Forkhead-Familie und der
Homdoobox-Faktor HoxB4 identifiziert, der die Expansion der himatopoetischen Stammzellen
bewirkt. So kann erklart werden, warum TPO auch als Wachstumsfaktor fiir diese Stammzellen
fungiert, [70-73].

4. Verschiedene Isoformen der Proteinkinase C (PKC), insbesondere PKCa, PKCe und
PKCT, werden aktiviert und fiihren unter anderem zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors c-
Myc [70, 74, 75]. Es ist seit langem bekannt, dass leukdmoide Zellinien, insbesondere Erythroleu-
kdmien und megakaryoblastische Zellinien wie K562 oder L.8057, durch Inkubation mit Phorbol-
ester zu MKs differenziert werden konnen. Dies wurde zumeist durch Hochregulation von
Oberflichenmarkern wie CD61 und Zunahme an Ploidie gezeigt, wobei in der Regel zeitgleich
Marker anderer Zellreihen (z.B. Glykophorin A, CD235a) herunterreguliert werden [76].

5. Es kommt zur Phosphorylierung von mTOR, p70S6K und 4E-BP1 und zur Modulation der
Ploidisierung von MKs durch Cyclin D3 und Zellzykluskinaseinhibitoren [45, 77, 78]. In den
letzen Jahren wurde die Bedeutung des Rapamycin-mTOR-Signalweges fiir die Thrombopoese
gezeigt. Durch die Komplexizitit der intrazelluldren Signalwege, die auch stark untereinander
vernetzt sind und sich gegenseitig beeinflussen, werden sicherlich noch andere Signaltrans-
duktionswege durch Thrombopoietin beeinflusst. Viele Studien, die sich mit dieser Thematik
befassen, verwenden hierfiir Zellinien. Dabei ist die Untersuchung der Thrombopoese jedoch
problematisch, insbesondere die terminale Differenzierung von reifen MKs zu Thrombozyten, da
etablierte Zellinien ein entartetes und ungebremstes Wachstum zeigen, fiir die Thrombopoese
jedoch Teile der apoptotischen Maschinerie benétigt werden [79].
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Abb. 5: Vereinfachter Uberblick iiber verschiedene Signalwege in Megakaryozyten, die nach Stimulation mit
Thrombopoietin (TPO) aktiviert werden. Y= Tyrosinphosphorylierung, S= Serinphosphorylierung. Die
zellbiologischen Begriffe bezeichnen nur grob die zugrundeliegende Biologie.

1.5. Haut, Muskeln und Knochen: Membransysteme und Zytoskelett in der
Thrombopoese

1.5.1 Das Membransystem des Megakaryozyten

Die ersten elektronenmikroskopischen Arbeiten zur Ultrastruktur von MKs erfolgten 1957
durch YAMADA an Zellen in der Milz der Maus. Er hatte ein ausgedehntes Membransystem im
Inneren der MKs beobachtet. Diese Membransysteme waren in der Form von Feldern angeordnet,
die wie vorgeformte, zukiinftige Plédttchen aussahen, da sie bereits mit Granula gepackt waren
[80]. Diese Platelet territories sollten also bei der Thrombopoese aus dem Inneren des MKs an
das Blut als neu geformte Pléttchen abgegeben werden. Da es die zukiinftigen Pléttchen
voneinander abgrenzt, wurde es als Demarkationsmembransystem (DMS) bezeichnet. Es bildet
sich durch Invagination der dufleren Zellmembran wie man durch Firbetechniken gezeigt hat: Bei
der Inkubation von MKs in den Firbelosungen konnte auch das DMS angeférbt werden und ist
somit von aullen fiir zugefiigte Farbstoffe wie Ruthenium Red zuginglich [81, 82]. Diese Theorie
wurde in den folgenden Jahren verschiedentlich ausgebaut, insbesondere durch die Arbeiten von
ZUCKER-FRANKLIN, deren Atlas der Himatopoese ein Meilenstein in der Ultrastruktur-Kenntnis
der MKs und Pléttchen war [13, 83-85]. Verfeinerungen des Modells finden sich bei KOSAKI, der
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2005 ein "Proto-Plittchen" der Thrombopoese vorschligt [23] (zur Diskussion siehe auch Kapitel
3.2).

Andere haben die Daten unterschiedlich interpretiert und eine Reihe von Problemen, die sich
aus dem Plittchenfelder-Modell ergibt, in das Zentrum ihrer Kritik gestellt: jedes Blutpléttchen ist
mit Mikrotubuli-Filamenten in der Peripherie ausgestattet. Diese "platelet marginal band coil"
setzt voraus, dass bei der Abschniirung der "vorgeformten" Plittchen auch Mikrotubuli-Filamente
das Plattchen umgeben. Diese konnten allerdings in den EM-Bildern nicht identifiziert werden.
Alternativ wurde die Funktion des DMS als Membran-Reservoir erkannt, das den immensen
Zuwachs an Oberflidche ermoglicht, wenn sich eine einzige kugelférmige Zelle mit einem Durch-
messer von 50-80 wm in ca. 1000 Plittchen transformiert, die jeweils mit einer Membran einge-
packt werden miissen. RADLEY hat den Namen "Demarkationsmembransystem" als unzutreffend
charakterisiert, da es keine neuen Pléttchen demarkiert, d.h. abgrenzt, sondern als Membran-
reservoir dient [86, 87]. Von RADLEY und HALLER stammt auch die erste Reihe von Fotografien
mittels zeitauflosender Mikroskopie zur Dynamik von Proplittchen [88]. Mit verbesserter
Zeitraffer-Videomikroskopietechnik und der Moglichkeit, die Bilder zu Videofilmen zusammen-
zusetzen hat ITALIANO maBlgeblich zum Verstdndnis der Dynamik von Propléttchen beigetragen
[89]. Das Proplittchenmodell ist Gegenstand vielfiltiger Ubersichtsartikel, auf die hier nicht
weiter eingegangen werden soll [22, 23, 90-92].

1.5.2 Die Rolle des Zytoskeletts: Mikrotubuli und Actin-Filamente

Die Bedeutung von Mikrotubuli fiir die Thrombopoese wurde von TABLIN und LEVEN durch
den Einsatz von Zellgiften wie Colchicin erkannt, die die Ausbildung von Proplittchen in der
Zellkultur inhibiert haben [93, 94]. Farbungen von reifen, Proplittchen-bildenden MKs mit
Antikorpern gegen Tubulin zeigen in der Immunfluoreszenz, dass polymerisierte Mikrotubuli-
Filamente die Proplittchenschifte auskleiden. An der Spitze dieser Schifte bildet sich dann eine
tranenférmige Struktur und die Mikrotubuli-Filamente lagern sich zu einer Spirale zusammen,
welche dann die dullere Struktur des Blutplittchens bilden wird [89]. Es ist sicher eine zellbiolo-
gische Meisterleistung, dass aus einer einzigen sphirischen Zelle ca. 1000 diskoide Zellfragmente
entstehen, deren Morphologie sich im Grunde kaum unterscheidet. Die detaillierte Beobachtung
der Propléttchenbildung in vitro mittels Zeitraffer-Videomikroskopie hat zum einen gezeigt, wie
hoch dynamisch dieser Vorgang ist und zum anderen eine Reihe von neuen Fragen aufgetan:

(1) Wie wachsen die Mikrotubuli-Filamente aus dem Zellkorper des MKs hinaus? Mit
welcher Geschwindigkeit erfolgt das Vorwirtstreiben der Ausldufer?

(2) Plittchen werden nur an den Spitzen der Proplittchen abgeschniirt, dabei kommt es zu
Verzweigungen der Propléttchen nach Biegen und Drehen der Schifte. Nach den Verzweigungen
miissen die neuen Auslidufer wieder mit Mikrotubuli ausgekleidet werden und dazu miissen neue
Mikrotubuli weit entfernt vom Zellkérper polymerisiert werden. Wie werden diese ektopen
Mikrotubuli-Filamante nukleiert, wenn klassische Nukleationsmechanismen wie der y-Tubulin-
Ringkomplex (y-TuRC) nicht vorhanden sind?

(3) Von den 5 -Tubulin-Isoformen beim Menschen, ist 1-Tubulin eine stark abweichende

Isoform. Zum einen zeigt sie mit allen anderen Isoformen, die auf Aminosidureebene unterein-
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ander ca. 95% homolog sind, eine starke Abweichung der Sequenz (ca. 70% Homologie zu den
anderen Isoformen). Zum anderen ist es in seiner Expression stark restringiert. Neben den
ubiquitér exprimierten $2- und f5-Tubulin, sind $3- und 4-Tubulin nur im Gehirn und in
Neuronen zu finden. f1-Tubulin findet sich nur in MKs und Pléttchen. Was ist das besondere an
B1-Tubulin und welche Bindungspartner weist diese Isoform auf?

(4) Die Zugabe von Actin-Zellgiften wie Cytochalasin B oder D inhibieren nicht die Aus-
bildung von Proplittchen, aber deren Verzweigung. An welchen Stellen in der Thrombopoese
sind Actin-Filamente bzw. deren Polymerisation essentiell?

B 1-Tubulin ist ein essentielles Protein fiir die normale Thrombopoese. Méuse, ohne f1-
Tubulin weisen nur 40% der normalen Pléttchenzahlen auf. Die generierten Plittchen sind
sphérisch statt diskoid und ultrastrukturelle Aufnahmen zeigen, dass das Mikrotubuli-Filament in
der Peripherie von Pléttchen nur 2-3 statt normalerweise 8-12 mal aufgewickelt ist [61, 95]. Um
die Rolle von 1-Tubulin in der Thrombopoese weiter zu charakterisieren, haben wir Proteine
identifiziert, die an den C-Terminus von 1-Tubulin binden, eine Doméne, die die Bindung von
Mikrotubuli-assoziierten Proteinen (MAPs) vermittelt [96]. Dabei haben wir Secretory Leukocyte
Inhibitory Protein (SLPI) identifiziert, ein Proteaseinhibitor, der sowohl mit Mikrotubuli assozi-
iert, als auch in den Granula lokalisiert ist. Daneben konnten wir auch RanBP10, ein bislang
wenig charakterisiertes Protein, als 31-Tubulin-bindendes Protein charakterisieren. Es spielt eine
Rolle in der Nukleation bzw. Biindelung von Mikrotubuli in der Zellperipherie von reifen MKs
(Manuskript in Revision). In Kapitel 2.2. zeige ich, welche Auswirkungen das Fehlen von SLPI
auf die Thrombopoese und die Aktivierung von Thrombozyten mit Agonisten hat.

1.5.3 Inhaltsstoffe des Megakaryozyten: Granula und deren Transport

Eine wesentliche Funktion der Thrombozyten besteht in der Himostase. Der Verschluss eines
verletzten Geféles erfolgt nach Plittchenaktivierung durch die Adhésion von Thrombozyten an
die subendotheliale Matrix sowie die Aggregation von Thrombozyten zu einem Thrombus. Zur
maximalen Aktivierung von Thrombozyten ist die Sekretion von Granula essentiell. Blut-
plattchen haben drei verschiedene Formen von Granula, die aufgrund ihrer Erscheinung in der
Elektronenmikroskopie und ihren Inhaltsstoffen unterschieden werden: a-Granula sind am
héiufigsten, mit ca. 40-80 in humanen und 15-30 in murinen Pléttchen. Sie beinhalten im wesent-
lichen Protein der Pléttchenadhésion, Chemokine, Gerinnungsfaktoren, allgemeine Wachstums-
faktoren und pro- wie antiangiogenetische Faktoren, darunter Fibrinogen, vWF, Faktor V oder 3-
Thromboglobulin oder platelet-derived growth factor PDGF. Auf der Membran der a-Granula
befinden sich weitere GPIIb/IIIa-Molekiile, die nach Degranulation die Fibrinogen-Rezeptor-
dichte auf der aktivierten Pldttchenmembran erhéhen. P-Selectin (CD62-P) findet sich nur auf der
inneren Membran von o-Granula, nicht aber an der Oberfldche von ruhenden Pléttchen. Im Zuge
der Exozytose wird P-Selectin an die Zelloberflidche gebracht und kann somit als Aktivierungs-
marker fungieren. Elektronendichte oder "dense" Granula gaben den 8-Granula ihren Namen.
Sie sind kleiner und auch weniger héufig als a.-Granula. In ihnen konzentrieren sich Nukleotide
wie ADP, ATP, GDP oder GTP, Pyrophosphat, zweiwertige Kationen wie Ca** oder Mg sowie
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Serotonin, welches oft als Markermolekiil fiir diesen Granulatyp gilt. Die Membran der d-Granula
hat CD63 auf der Oberflidche, das wie CD62P als ein Aktivierungsmarker fiir die Exozytose gilt.
Die A-Granula haben lysosomale Inhaltsstoffe wie Hydrolasen, Cathepsine und in ihrer
Membran Proteine wie CD63 und Lysosomal Associated Membrane Protein (LAMP)-1 und -2.
Granulasynthese und -sortierung erfolgen bereits im MKs, wobei die Inhaltsstoffe insbesondere
der a-Granula sowohl durch Synthese innerhalb des MK erfolgen kann wie auch durch Pino-
zytose von auflen, wie z.B. fiir Fibrinogen oder Faktor V nachgewiesen [97, 98]. In den letzten
Jahren haben sich Modelle entwickelt, die gemeinsame Vorldufervesikel fiir a- und 6-Granula
aufzeigen: die multivesicular body-Theorie geht davon aus, dass sich neben reifen a-Granula
auch unreife Granulavorstufen in MKs nachweisen lassen [99, 100]. Neben differentieller
Sekretion von a- und d-Granula, die durch Actin vermittelt wird [101], sind auch 2 Typen von o-
Granula beschrieben worden, die sich in ihrer Zusammensetzung unterscheiden. Eine Gruppe
enthilt eher pro-, die andere Gruppe anti-angiogenetische Faktoren, wobei die beiden o-Granula-
Subtypen auch differentiell sezerniert werden konnen [102]. Neben diesen zellbiologischen
Mechanismen bleibt in der Zukunft wohl auch eine neue Rolle der Plittchen in der Angiogenese
zu erforschen.

Im reifen MK miissen die Granula zusammen mit Mitochondrien von dem Zellkorper iiber
die Proplittchen in die zu bildenden Thrombozyten transportiert werden und dabei Entfernungen
im Bereich von 0,5mm zuriicklegen. Jennifer RICHARDSON et al. haben gezeigt, dass der Trans-
port entlang von polymerisierten Mikrotubuli-Filamenten erfolgt und im wesentlichen von Kine-
sinen als Motorproteinen vermittelt werden. Der vesikulédre Transport erfolgte individuell und
bidirektional. Erreicht ein Vesikel allerdings die Spitze eines Propléittchens, so wird es dort gefan-
gen und kehrt nicht mehr zum Proplittchenschaft zurtick. Dabei wird gewihrleistet, dass jedes
Plittchen eine sehr dhnliche Grundausstattung von Granula bekommt [103].

1.6. Plattchenbiogenese in vitro und in vivo

Bis in die 90er Jahre des letzten Jahrhunderts wurde Thrombopoese nahezu ausschlieBlich
mittels statischer Bilder der Elektronenmikroskopie ultrastrukturell untersucht. Obwohl diese
Technik storungsanfillig und anfillig fiir Artefakte ist, wurden die Grundkonzepte vielfach
korrekt beschrieben: z.B. die Lage der MKs an den Knochenmarksinusoiden [104] oder der Vor-
schub von pseudoplasmatischen Ausldufern durch das fenestrierte Endothel und das Abschniiren
von Plittchen in die Blutgefédle [105].

In der Milz befinden sich reife MKs in der Nihe von Sinusoiden der roten Pulpa. In
elektronenmikroskopischen Aufnahmen kann man sehen, wie Abschniirungen von MKs bis hin
zu ganzen MKs in das Lumen des Sinusoids gelangen [105]. Dabei wird das Endothel fenestriert
und es kann sogar zu "Ausstiilpungen" des MKs auf Seite des Knochenmarks kommen [106]. Ein
Nachteil dieser Techniken besteht darin, dass die in vivo-Situation nur durch statische Bilder
(Elektronen- und Rasterelektronenmikroskopie) gezeigt werden kann. MKs befinden sich im
wesentlichen ausschlieBlich im Knochenmark, wihrend sich Pléttchen nicht in der Knochen-
markskavitét, sondern ausschlieBlich im peripheren Blut befinden mit Ausnahme der Plittchen in
der Milz und im retikuloendothelialen System. Aus diesen Beobachtungen hat sich ein Modell der
Thrombopoese entwickelt, bei dem der eigentliche Geburtsprozess iiber die endotheliale Barriere
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(also "transmural" [105]) erfolgt. AVECILLA zeigte in einer grundlegenden Arbeit die Co-
Lokalisation von MKs im Knochenmark mit den Chemokinen FGF-4 und SDF-1 und deren
Rezeptoren. Dazu folgt die Einbindung in das System der osteoblastischen Nische (fiir die
himatopoetischen Stammzellen) und der vaskulédren Nische, an der die eigentliche Thrombo-
poese erfolgt [21].

In der hier beschriebenen Arbeit (sieche Kapitel 2.4) in Zusammenarbeit mit JUNT aus dem
Labor von VON ANDRIAN konnte mit Hilfe von Zwei- bzw. Multi-Photonen-Intravitalmikroskopie
unter Verwendung eines transgenen Mausmodells (CD41-EYFP“-Miusen [107, 108]) die Lage
von MKs im Knochenmark bestimmt werden und im Rahmen von zeitaufgeloster Videomikro-
skopie die Thrombopoese im Knochenmark der lebenden Maus analysiert werden [46].

1.7. Congenitale Defekte der Megakaryo- und Thrombopoese
Die Zahl der Thrombozyten im peripheren Blut liegt zwischen 150000/ul und 400000/ul und ist
streng reguliert. Abweichungen nach oben oder nach unten fiihren tiber die bezeichneten

Regelkreise (siehe Kapitel 1.4.4) dazu, dass sich die Zahl der Thrombozyten wieder im Norm-
bereich einpendelt. Grundsitzlich sind Thrombozytopenien die hdufigere Abweichung von der
Norm, wobei reaktive Thrombozytosen nach vielen Erkrankungen (insbesondere durch Ausschiit-
tung von IL-6 in der Leber) transient auftreten konnen.

Der Befund der "Thrombozytopenie" ist hdufig ein Laborbefund, der klinisch mit Blutungs-
zeichen einhergehen kann, aber nicht muss. Die Zahl der Thrombozyten im peripheren Blut wird
in der Regel von automatisierten Blutzdhlgeriten bestimmt. Grundsitzlich sollte man bei ernie-
drigten Plittchenzahlen auch an Pseudothrombozytopenien denken, bei denen z.B. durch die
Blutentnahme Mikrothromben entstehen, die zu falsch-niedrigen Plittchenwerten fiihren. Auch
kann durch EDTA eine Thrombozytopenie induziert werden [109].

Thrombozytopenien entstehen wenn das FlieBgleichgewicht im Regelkreis zwischen Bildung
und Abbau gestort ist. Daher lassen sich Thrombozytopenien nach verschiedenen Kriterien
einteilen wie z.B. durch verminderte Bildung im Knochenmark oder einem verstarkten Umsatz
oder Abbau wie bei der Immun-vermittelten Thrombozytopenie (ITP). Letztere stellen die
Hauptursache von Thrombozytopenien im Kindesalter dar. Weitere Moglichkeiten der Einteilung
sind z.B. die Gruppierung in angeborene und erworbene Thrombozytopenien,
Thrombozytopenien nach der Pléttchengrofe (verkleinert als Mikrothrombozytopenie, normale
Plittchengrofe oder vergrofert als Makrothrombozytopenie) sowie die Einteilung nach den
genetischen Ursachen soweit bekannt und in diesem Zusammenhang nach den Vererbungswegen
(autosomal-rezessiv, autosomal-dominant, X-chromosomal etc.). Keine dieser Einteilungen ist a
priori vorzuziehen, sondern reflektiert hochstens die Sichtweise. In den letzten Jahren wurden
eine Reihe von Ubersichtsartikeln zu Thrombozytopenien publiziert [109-111]. Im folgenden
stehen die congenitalen Thrombozytopenien aufgrund einer angeborenen Bildungsstorung im
Knochenmark im Fokus.

Es sei an dieser Stelle hervorgehoben, dass jegliche Einteilung immer unter dem Vorbehalt
einer zum Teil noch unverstandenen Atiologie erfolgt. So findet sich das Thrombocytopenia-
absent-radii (TAR)-Syndrom oft unter den autosomal-rezessiven Erbgiingen. Die Einteilung nach
Plittchengrofle hingt neben den Messmethoden auch von vielféltigen Normwerten ab: so konnen



-17 -
1. Einleitung

Unterformen des Wiskott-Aldrich-Syndroms mit milden Varianten auch im Bereich normal
grofler Pléttchen im Zdhlautomat erscheinen und eine mittlere PlittchengréBe (z.B. als Mean
Platelet Volume, MPV gemessen) miisste durch weitere Parameter wie die Verteilungskurve
(Platelet Distribution Width, PDW und/oder die Messung der Fraktion groB3er Pléttchen (Platelet
Large Cell Ratio P-LCR) ergiinzt werden. Diese Werte liegen aber in der Regel nicht vor und
konnen oft auch nicht einfach interpretiert werden. (siehe Tabelle 1).

Tabelle 1: Ubersicht der wichtigsten angeborenen Thrombozytopenien: AR= autosomal-rezessiv, AD= autosomal-
dominant, X= X-chromosomal

Syndrom/ Gen Locus Modus | Plittchen- | Anmerkung
Erkrankung grofle
CAMT THPOR/ | 1p34 AR normal Ubergang in aplastische
c-mpl Anémie, Typl/Typll
TAR ? dellq21 ? normal weitere Faktoren nétig
Thrombozytopenie und | HoxAll | 7p15-14.2 | AD
radioulniire Synostose
Familiédre AMLI1/ 21q22.2 AD normal erhohter Ubergang in
Thrombozytopenie mit | Runx1 MDS/AML
Prédisposition zur AML
Chromosom 10- MASTL/ | 10p12- AD normal
assoziiert FLJ1481 | 11.2
THC2 3
Paris- Fli-1 11923 AD vergrofert Haploinsuffizienz,
Trousseau/Jacobsen geistige Retardierung
Wiskott-Aldrich- WASp Xpll.23- | X verkleinert Immundefizienz,
Syndrom (WAS) 22 Ekzeme
X-linked thrombo- WASp Xpll.23- | X verkleinert schwichere Ausprigung als
cytopenia (XLT) 22 WAS
GATAT1-Mutation GATALI Xpl1.23 X vergroBert
Bernard-Soulier- GP1BA 17pter- AR vergroBert milde Thrombozytopenie
Syndrom GP1BB pl2
GP9 22q11.2
3q21

May-Hegglin-Anomalie | MYH9 22q12.3 vergrofert Neutrophilen-Einschliisse
MYHO9-vermittelte TP MYH9 22q12.3 AD vergroBert Epstein-, Fechtner-

Sebastian-Syndrome
Mediterrane GP1BB 22ql11.2 AD vergrofert
Thrombozytopenie
Storage-pool-deficiency | ?? 7?
Grey platelet-Syndrom | ?? 7? ? vergrofiert

Im folgenden sind nun die Thrombozytopenien ausfiihrlicher dargestellt, die einen Defekt in

der Megakaryopoese bzw. Thrombopoese aufweisen: die congenitale amegakaryozytire
Thrombozytopenie (CAMT) und das Thrombocytopenia-Absent-Radii (TAR)-Syndrom. Bei
beiden Erkrankungen finden sich keine oder nur wenige MKs im Knochenmark. Aus diesem

Grunde werden beide Erkrankungen den Knochenmarksbildungsstérungen (engl. Bone Marrow
Failure Syndrome, BMFS) zugeordnet. Beit CAMT und TAR-S ist in Knochenmarkbiopsien nur
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die megakaryozytire Reihe betroffen, wihrend alle anderen Linien primér normozellulir sind.
Damit fallen die Erkrankungen innerhalb der BMFS in die Gruppe der "unilineage"-Syndrome, zu
denen auch die Blackfan-Diamond-Anédmie (BDA), oder die schwere congenitale Neutropenie
(SCN) gehoren. Im weiteren Verlauf kann es aber bei der CAMT und auch der BDA zu Verédnde-
rungen in weiteren Zellrethen kommen. CAMT und TAR-S sind durch extrem niedrige Pléttchen-
zahlen charakterisiert, die oft unter 50000/ul liegen. Patienten werden schnell nach der Geburt
durch eine Fiille von Blutungen und Petechien auffillig und werden dann in der Klinik vorstellig.
Zur Prézision sind den Erkrankungen im folgenden die Nummern aus der Online Mendellian
Inheritance in Man (OMIM) zugeordnet (www.ncbi.nlm.nih.gov).

Wihrend die Thrombozytopenie bei der CAMT (OMIM #604498) ohne weitere Verinde-
rungen einhergeht, ist das TAR-Syndrom (OMIM %274000) durch die Verdnderungen im
Skelett schnell diagnostiziert: es fehlen beide Radiusknochen ohne Beeintrichtigung des Hand-

strahls. Dies ist wichtig zur Unterscheidung der Fanconi-Anémie, bei der hiufig die Daumen
fehlen. Zusammen mit der Thrombozytopenie wurde es 1969 von Judith HALL als Syndrom
vereint [112]. Spiter haben Ubersichtsartikel die Besonderheiten bei iiber 100 Fillen zusammen-
gestellt [113, 114]. Differentialdiagnostisch relevant sind

(1) die Fanconi-Aniamie (FA, OMIM #227650), bei der es auch als erstes Symptom zur
Thrombozytopenie kommen kann. Allerdings ist hierbei der erste Strahl (Daumen) hypoplastisch
sowie begleitende Veridnderungen (Makrozytose der Erythrozyten, persisitierendes HbF) zu
diagnostizieren. Die Diagnose wird durch die erhohte Chromosomenbriichigkeit nach Diepoxy-
butan- bzw. Mitomycin C-Gabe gestellt, wobei Mosaike die Diagnose erschweren konnen.
Ursache der FA sind Mutationen in Genen, die fiir einen multimeren Proteinkomplex codieren,
der eine essentielle Rolle in der DNA-Reparatur aufweist. Siehe auch die Ubersichtsartikel von
[115, 116].

(2) Das Holt-Oram-Syndrom (HOS, OMIM #142900) ist durch Daumenanomalien und
atriale Septumdefekte charakterisiert und wird durch Mutationen im Gen fiir TbxS, ein Gen der
Brachyury-Genfamilie bedingt [117, 118].

(3) Bei der radio-ulnéren Synostose (RUS, OMIM #179300) gibt es ebenfalls Fehlbildun-
gen des Unterarms, allerdings ist der Radiusknochen vorhanden und mit der Elle zusammen-
gewachsen. Ursidchlich sind Mutationen im Homdobox-Gen HoxA11 beschrieben worden [119].

(4) Das Roberts-Syndrom (RBS, OMIM#268300) ist neben hypoplastischer Arme durch
weitere faziale Verdnderungen charakterisiert und wird durch Mutation im Gen ESCO2
verursacht. ESCO2 codiert fiir ein Protein, das fiir die Trennung von Tochterchromatiden in der
S-Phase verantwortlich ist.

Die CAMT und das TAR-Syndrom sind durch eine verminderte oder fehlende Megakaryo-
poese charakterisiert [120, 121]. In den hier dargestellten Originalarbeiten (Kapitel 2.5-2-7) haben
wir versucht, die Thrombozytopenie in dieser Erkrankung weiter zu charakterisieren. In Abgren-
zung zur CAMT konnten wir den TPO-Rezeptor auf der Zelloberfldche nachweisen, allerdings ist
er nicht voll funktionsfdhig: Stimulation von Thrombozyten mit TPO fiihrte zu einer stark
verminderten Signaltransduktion, die wir in einer Folgearbeit auf die Januskinase Jak2 eingrenzen
konnten. Diese Kinase bindet an den Rezeptor und wird bei Gesundspendern unmittelbar nach
Aktivierung phosphoryliert. Die Patienten wiesen normale Mengen der Kinase auf, die aber nicht
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phosphoryliert wird [122]. Rémi LETESTU hat den Defekt weiter auf Ebene der MK
charakterisiert und gezeigt, dass es zwar zu einer Ausbildung von CD41-positiven Zellen aus den
hidmatopoetischen Stammzellen kommt, allerdings nur wenige Zellen CD42-positiv werden.
Dieser Differenzierungsblock erklért die niedrigen Thrombozytenzahlen beim TAR-Syndrom,
wobei eben die wenigen gebildeten Thrombozyten aus diesen "normal"-reifen MKs entstehen
[123]. Als naheliegende genetische Ursachen wurden Mutationen in den Genen fiir c-Mpl
ausgeschlossen [124] sowie die codierenden Bereiche der Homobox-Gene HoxA 10, HoxA11
und HoxD11, die in Mausmodellen fiir Himatopoese und GliedmaBenentwicklung verantwortlich
sind [125]. Wir konnten weiterhin zeigen, dass erhohte Thrombopoietin-Konzentrationen in
Serum bzw. Plasma vorliegen und dass das TPO biologisch aktiv ist [51, 126]. Interessanterweise
sind die TPO-Spiegel beim TAR-Syndrom nur méBig erhoht, aber alle Patienten wiesen
zusdtzlich erhohte IL-11-Werte auf. Inwieweit dies mit dem beobachteten Anstieg der
Plittchenzahlen nach dem 1. bis 2. Lebensjahr korreliert, ist unklar. CAMT-Patienten weisen
extrem hohe TPO-Spiegel auf und wir konnten zudem zeigen, dass das gebildete TPO biologisch
aktiv ist [51]. In den folgenden Originalarbeiten wurde die Signaltransduktion von TPO in
Blutplittchen bei beiden Erkrankungen untersucht, sowie die Defekte auf genetischer Ebene
charakterisiert. Fiir die CAMT gelten inzwischen Mutationen im c-mpl-Gen als urséchlich,
wihrend beim TAR-S der Nachweis der Mikrodeletion auf Chromosom 1q21 als Marker auch fiir
die genetische Beratung verwendet werden kann.

1.8. Zielsetzung und Ausblick
Thrombozyten sind kernlose, zellulidre Bestandteile des peripheren Bluts, die von Vorldufer-

zellen im Knochenmark abgeschniirt werden. In den letzten Jahren wurde ein Grofteil des gegen-
wartigen Forschungsstands von MICHELSON als Editor in einem Lehrbuch zusammengefasst:
"Platelets" umfasst in der aktuellen Auflage 71 Kapitel auf 1376 Seiten [15]. Es ist daher aus-
driicklich notwendig, noch einmal hervorzuheben, dass sich diese Arbeit im Rahmen dieses
Feldes ausschlieBlich mit verschiedenen Aspekten der Thrombopoese, das heiflt der Bildung von
Thrombozyten aus MKs, beschiftigt. Die Aktivierung von Thrombozyten und die Thrombusbil-
dung wird nur da erwihnt, wo sie in einem direkten Zusammenhang mit der Thrombopoese steht.
Zu drei Themenblocken sind im folgenden Originalarbeiten zusammengestellt:

(A) beschreibt die Aufgabe von Mikrotubuli und des Zytoskeletts fiir die Thrombopoese,

(B) widmet sich der Rolle des inneren Membransystems fiir die Transformation eines grofen
MKSs in ca. 1000 diskoide Pléttchen und

(C) untersucht molekulare Defekte der Thrombopoese bei zwei congenitalen
Thrombozytopenien: CAMT und TAR-Syndrom.

In Kapitel 3 werden diese Arbeiten noch weitergehend diskutiert, wobei das abschlieende
Kapitel 3.4 die Probleme und die Zukunft der Forschung auf dem Gebiet der Thrombopoese und
Thrombozytopenien als Ausblick beleuchten soll.

AbschlieBend stellen zwei Ubersichtsartikel des Autors weitere Aspekte der Megakaryopoese
und Thrombozytopoese dar.



-20 -

2. Originalarbeiten und Ubersichtsartikel

2. Orginalarbeiten und Ubersichtsartikel

2.1 Differential roles of microtubule assembly and sliding in proplatelet formation

by megakaryocytes.

Patel SR, Richardson J, Schulze H, Kahle E, Galjart N, Drabek K, Shivdasani RA, Hartwig JH,
Italiano JE Jr. (Blood, 2005; 106: 4076-4085).

Megakaryozyten sind terminal differenzierte Zellen und die unmittelbaren Vorldufer der
Thrombozyten. In den letzten Stunden der Ausreifung bilden sich lange, verzweigte
Ausschniirungen des Zytoplasmas, die als Propléttchen bezeichnet werden. Proplittchen
verlidngern sich mit einer durchschnittlichen Geschwindigkeit von 0,85 um/min in einem
Mikrotubuli-abhéingigen Prozess. Wenn man Rhodamin-Tubulin zu permeabilisierten
Proplittchen gibt, kann man mittels Immunfluoreszenz-Mikroskopie des End-Binding Protein 3
(EB3) und mittels Zeitraffer-Videomikroskopie eines griin-fluoreszierenden (EGFP) Protein-
markierten EB3 nachweisen, dass Mikrotubuli, die als bipolare Filamente organisiert sind, tiber
die gesamten Ausdehnung des Proplittchen kontinuierlich neue Monomere polymerisieren. In
unreifen Megakaryozyten, die noch keine Proplittchen haben, werden die Plus-Enden von
Mikrotubuli initiiert und wachsen mit einer Rate von 8,9 bis 12,3 wm/min durch Nukleation an
den Zentrosomen. Im Gegensatz dazu sind die Wachstumsraten von Mikrotubuli in Propléttchen
hoch variabel (1,5 — 23,5 um/min) und damit sowohl langsamer als auch schneller als jene in
unreifen Zellen. Trotz des kontinuierlichen Aufbaus von Mikrotubuli, verldngern sich
Proplittchen auch dann, wenn der Netto-Aufbau gestoppt wird. Ein alternativer Mechanismus,
um diese Bildung zu erkléren, ist das Aneinandergleiten (sliding) einzelner Mikrotubuli-
Filamente. In Triton X-100-permeabilisierten Proplittchen kann man die Elongation von
Proplittchen nur dann beobachten, wenn man Dynein und Dynactin hinzufiigt, nicht aber mit
Kinesin. In der Gegenwart von Adenosintriphosphat (ATP) beobachtet man Raten von
0,65um/min. Durch retrovirale Expression von Dynamitin (p50), das die Dynactin/Dynein
Funktion inhibiert, kann man die Elongation von Proplittchen unterbrechen. Wir schlieen
daraus, dass eine kontinuierliche Polymerisation von Mikrotubuli fiir die Elongation von
Proplittchen notwendig ist. Das Aneinandergleiten von iliberlappenden Mikrotubuli ist ein

wesentlicher Aspekt dieser Verldngerung.
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2.2 Interactions between the megakaryocyte/platelet-specific $1-tubulin and the

secretory leukocyte protease inhibitor SL.PI suggest a role for regulated proteolysis
in platelet function.

Schulze H, Korpal M, Bergmeier W, Italiano JE Jr, Wahl SM, Shivdasani, RA. (Blood, 2004;
104: 3949-3957).

1-Tubulin ist eine Plittchen-spezifische Isoform, die fiir eine optimale Thrombopoese und die
diskoide Formgebung von Blutpléttchen unerlésslich ist. Wir haben einen Hefe Zwei-Hybrid-
Screen mit dem divergenten C-Terminus von [31-Tubulin als Kéder verwendet, um in einer
cDNA-Bibliothek aus primdren Megakaryozyten Proteine zu identifizieren, die an $1-Tubulin
binden. Wir haben Secretory Leukocyte Protease Inhibitor (SLPI) identifiziert, ein Inhibitor fiir
Serinproteasen, der eine Rolle als sezernierter Faktor mit verschiedenen Funktionen in der
Entziindung spielt. SLPI befindet sich in Megakaryozyten und Pléttchen in zwei
unterschiedlichen Kompartimenten: Zum einen akkumuliert SLPI im Zytoplasma in granulidren
Strukturen, wihrend es zum anderen auch entlang peripherer Mikrotubuli co-lokalisiert. Letztere
Fraktion geht verloren, wenn die Mikrotubuli durch Kilte depolymerisieren oder in Blutplittchen
von B1-Tubulin (-/-)-Méiusen. Diese Beobachtungen zeigen eine unerwartete Interaktion zwischen
einem zytoskeletiren Protein und einem Proteaseinhibitor. SLPI (-/-)-Méuse zeigen normale
Bildung von Proplittchen, normale Thrombozytenzahlen und —form und das periphere Biindel
von Mikrotubuli. SLPI ist daher nicht notwendig fiir eine normale Thrombopoese. Auf der
anderen Seite wird SLPI nach Stimulation von Plittchen freigesetzt und von seiner Bindung mit
Mikrotubuli der peripheren Mikrotubuli-Biindel in ruhenden Pléttchen gelost. SLPI inhibiert
Neutrophile Elastase und diese Aktivitit ist reduziert in 31-Tubulin (-/-)-Méusen. Wir folgern
daraus, dass SLPI zum Teil entlang von Mikrotubuli-Filamenten von Megakaryozyten und
Pléttchen co-lokalisiert und dass diese Bindung durch die 31-Tubulin Isoform vermittelt wird.
SLPI mag daher unerwartete Funktionen in Megakaryozyten und Plittchen aufweisen, mit

eingeschlossen eine regulierte proteolytische Aktivitidt nach der Aktivierung von Blutpléittchen.



-41 -

2. Originalarbeiten und Ubersichtsartikel

2.3 Characterization of the megakaryocyte demarcation membrane system and its
role in thrombopoiesis.

Schulze H, Korpal M, Hurov J, Kim SW, Zhang, J, Cantley LC, Graf T, Shivdasani RA. (Blood,
2006; 107: 3868-3875).

Die Abschniirung von Blutplittchen aus Megakaryozyten erfolgt durch die Ausbildung von
Proplittchen, wobei sich dabei die Membranoberflidche deutlich vergréBert und es zu
dramatischen Verdnderungen im Zytoskelett kommt. Das Demarkationsmembransystem (DMS)
entsteht durch Invagination der Zellmembran und ist Kennzeichen reifer Megakaryozyten. Es
wurde als Quelle der Proplittchenmembranen postuliert. Wir haben durch direkte Beobachtung
von Fluorophor-markierten Membranen zeigen koénnen, dass dies tatsdchlich der Fall ist. In reifen
Megakaryozyten wird das DMS positiv fiir Phosphatidylinositol-(4,5)-bisphosphat PI-4,5-P(2),
ein Phospholipid, das sich in anderen Zellen ausschlieBlich in der Plasmamembran findet. Die
Synthese von PI-4,5-P(2) im DMS erfolgt in Nihe zur Phosphatidylinositol-5-Phosphat-4-Kinase
o (PIP4Ka). Die Expression von "small hairpin" (sh)-RNAs, die zu einer Depletion von PIP4Ka-
Protein in primdren Megakaryozyten fiihrt, resultiert auch in einer Reduktion des DMS und in
kleineren Megakaryozyten. P1-4,5-P(2) ist daher ein Markerlipid und wahrscheinlich ein
essentieller Bestandteil der inneren Membranen. PI-4,5-P(2) foérdert die Polymerisation von
Actin-Filamenten durch Aktivierung von kleinen GTPasen der Rac/Rho/Cdc42-Subfamilie sowie
den Wiskott-Aldrich Syndrom (WAS)-Proteinen. Wir konnten in dieser Arbeit zeigen, dass PI-
4,5-P(2) im DMS von Megakaryozyten mit filamentosem Actin (F-Actin) assoziiert ist. Die
Expression eines dominant-negativem N-WASp-Fragmentes fiihrte ebenso zur Inhibition von
Proplittchen-Bildung wie die Zugabe pharmakologischer Konzentrationen eines Inhibitors der
Actin-Polymerisation. Dadurch zeigt sich, dass der WASp/Actin-Aktivierung nach der
Ausdehnung des DMS und der Zellausreifung erfolgt. Diese Beobachtungen schlagen zusammen
einen Signalweg vor, wobei PI-4,5-P(2) die Bildung des DMS ermdglicht und die lokale Bildung

von Actin-Filamenten fiir die Bildung von Thrombozyten vorbereitet.
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2.4 Direct visualization of thrombopoiesis in the bone marrow of living mice.

Junt T, Schulze H, Chen Z, Massberg S, Goerge T, Krueger A, Wagner D, Graf T, Italiano JE,
Shivdasani RA, von Andrian UH. (Science, 2007; 317: 1767-1770).

Blutplittchen werden bei Sdugetieren von Megakaryozyten im Knochenmark gebildet, wobei der
Mechanismus noch sehr wenig verstanden ist. Hier beschreiben wir die Verwendung von Multi-
Photonen-Intravital-Mikroskopie im Knochenmark von lebenden Méausen, um die
Pléttchenbildung in vivo zu visualisieren. Wir verwendeten transgene "knock-in"-Tiere, die eine
modifizierte cDNA fiir das fluoreszente Protein eYFP unter dem Megakaryozyten-spezifischen
GPIIb (CD41)-Promoter exprimieren. Die cDNA wurde dabei so veridndert, dass das Protein am
C-Terminus iiber einen Lipidanker in die internen Membranen von reifen Megakaryozyten
eingebaut wird und diese so durch Fluoreszenz detektiert werden kénnen. Im Gegensatz zu B-
Zellen im Knochenmark bewegen sich Megakaryozyten wenig innerhalb des Knochenmarks,
insbesondere an der Gefidlen, wo sie ihre dynamischen Proplittchen-dhnlichen Auslédufer in die
Knochenmarksinusoide ausstrecken. Diese Pseudopodien-dhnlichen Ausldufer werden innerhalb
der Blutgefile durch den Scherstress von ihrem transendothelialen Stamm abgetrennt, wobei
Proplittchen im peripheren Blut nachgewiesen werden konnen. In vitro konnte die Menge an
Proplittchen aus differenzierten Megakaryozyten durch Anwendung von Scherstress verstirkt
werden. Diese Ergebnisse bestitigen das Modell der Proplittchenbildung im Rahmen der
Plittchen-Biogenese in vivo und stimmen mit der Moglichkeit iiberein, dass der hydrodynamische
Scherstress des Blutstroms in den BlutgefidBen ein biophysikalischer Regulator der Thrombopoese

ist.
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2.5 c-mpl mutations are the cause of congenital amegakaryocytic

thrombocytopenia.

Ballmaier M, Germeshausen M, Schulze H, Cherkaoui K, Lang S, Gaudig A, Krukemeier S,
Eilers M, Strauss G, Welte K. (Blood, 2001; 97: 139-146).

Congenitale amegakaryozytire Thrombozytopenie (CAMT) ist eine seltene Erkrankung mit
isolierter Thrombozytopenie in den ersten Lebensjahren, die in spiteren Lebensjahren in eine
Panzytopenie ilibergehen kann. Thrombopoietin (TPO) ist ein himatopoetischer Wachstumsfaktor,
der die Megakaryopoese und Thrombozytopoese reguliert und auch eine wichtige Rolle in der
friithen Hamatopoese spielt. Wir haben 9 Patienten mit CAMT auf Defekte in der TPO-Produktion
und —Reaktivitit untersucht. Dabei haben wir bei allen Patienten erhohte TPO-Serumspiegel
gefunden. Allerdings zeigten weder Pléttchen noch hiamatopoetische Vorlduferzellen von
Patienten mit CAMT eine Reaktivitiit. Diese wurde als Synergismus von TPO mit
Adenosindiphosphat (ADP) in der Pléttchenaktivierung bestimmt oder als Wachstum von
megakaryozytdren Kolonien in sogenannten Stammzell-Assays. Bei der durchflusszytometrischen
Analyse konnten wir bei 3 von 3 Patienten c-Mpl, den Rezeptor fiir TPO, nicht nachweisen. Bei
der Sequenzierung des c-mpl-Gens haben wir bei 8 von 8 Patienten Mutationen identifizieren
konnen. Bei 5 Patienten fiihren Mutationen zu Verschiebungen des Leserasters oder zu verfriihten
Stop-Codons, so dass wir bei diesen einen kompletten Verlust von c-Mpl erwarten. Bei drei
weiteren Patienten sollten die hetero- oder homozygoten Mutationen zum Aminosédureaustausch
in der extrazelluldren Doméne des Rezeptors fiihren. Dabei korrelierte der Typ der Mutationen
mit dem klinischen Verlauf und Schweregrad der CAMT-Patienten. Wir folgern daraus, dass
Mutationen im c-mpl-Gen zu einer fehlerhaften Expression von des TPO-Rezeptors c-Mpl fiihren
und bei Patienten mit CAMT ursiichlich fiir die Thrombozytopenie sowie den Ubergang in die

Panzytopenie sind.
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2.6 Thrombopoietin in patients with congenital thrombocytopenia and absent radii:
elevated serum levels, normal receptor expression, but defective reactivity to

thrombopoietin.

Ballmaier M*, Schulze H*, Straull G, Cherkaoui K, Wittner N, Lynen S, Wolters S, Bogenberger
J, Welte K. (Blood, 1997; 90: 612-619). (*Co-Erstautoren)

Die Pathophysiologie der Thrombozytopenie bei dem "Thrombocytopenia-absent-radii (TAR)-
Syndrome ist bislang unverstanden. Wir haben bei 5 Patienten mit TAR-Syndrom die
Serumspiegel von Thrombopoietin (TPO) sowie die in vitro-Reaktivitit von Blutplittchen auf
TPO untersucht. Wir konnten bei allen Patienten erhéhte TPO-Serumspiegel nachweisen und
damit einen TPO-Bildungsdefekt als Ursache fiir die Thrombozytopenie im TAR-Syndrom
ausschlieBen. Weiterhin konnten wir eine vergleichbare Expression des TPO-Rezeptors c-Mpl auf
der Oberfldche von Thrombozyten (5 von 5 Patienten) und ein dhnliches Molekulargewicht (4
von 4 Patienten) im Vergleich zu Gesundspendern nachweisen. Die Stimulation von
Thrombozyten mit Agonisten wie Adenosindiphosphat (ADP) oder dem Thrombin-Rezeptor
Agonist-Peptid (TRAP) war bei Patienten mit TAR-Syndrom normal. Jedoch konnten wir im
Vergleich zu Gesundspendern bei den Patienten keine in vitro-Reaktivitit der Blutplittchen auf
TPO zeigen. Dazu haben wir einen Synergismus von TPO mit ADP oder TRAP in der
Pléttchenaktivierung untersucht. Bei 3 von 4 untersuchten Patienten war die TPO-induzierte
Induktion von Tyrosinphosphorylierungen von Pléttchenproteinen komplett gestort und bei 1 von
4 Patienten deutlich vermindert. Unsere Ergebnisse weisen daraufhin, dass die fehlerhafte
Megakaryopoese und Thrombopoese beim TAR-Syndrom nicht in einem Defekt der TPO-
Produktion begriindet liegt, sondern in einem Defekt der TPO-abhingigen Signaltransduktion
durch den Rezeptor c-Mpl-
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2.7 Complex inheritance pattern resembling autosomal recessive inheritance

involving a microdeletion in thrombocytopenia-absent radius syndrome.

Klopocki E*, Schulze H*, Strauf} G, Ott CE, Hall J, Trotier F, Fleischhauer S, Greenhalgh L,
Newbury-Ecob RA, Neumann LM, Habenicht R, Konig R, Seemanova E, Megarbane A, Ropers
H, Ullmann R, Horn D, Mundlos S. (American Journal of Human Genetics, 2007; 80: 232-240).
(*Co-Erstautoren)

Das "Thrombocytopenia-absent radii" (TAR)-Syndrom ist durch hypomegakaryozytére
Thrombozytopenie und bilaterale Radiusaplasie charakterisiert, wobei beide Daumen vorhanden
sind. Weiterhin treten hiufig auch angeborene Herzfehler und Kuhmilch-Intoleranz auf. Da in
einigen Familien mit klinisch unauffélligen Eltern mehrere Kinder betroffen sind, wurde ein
autosomal-rezessiver Erbgang fiir das TAR-Syndrom beschrieben; allerdings sprechen einige
Argumente fiir einen komplexeren Erbgang. In dieser Studie haben wir eine gemeinsame
interstitielle Mikrodeletion auf Chromosom 1g21.1 bei 30 von 30 untersuchten Patienten mit
TAR-Syndrom durch Verwendung von "Microarray"-basierter vergleichender
Genombhybridisierung (CGH) nachweisen kénnen. Die Untersuchung der Eltern zeigte weiterhin,
dass die Deletion bei 25% der betroffenen Patienten de novo erfolgte. Interessanterweise konnten
wir eine Vererbung der Mikrodeletion sowohl durch die miitterliche als auch durch die viterliche
Linie nachweisen. Im Gegenzug konnten wir die Deletion nicht bei einer groen Kohorte von
Gesundspendern nachweisen. Dies spricht dafiir, dass die Mikrodeletion eine wesentliche Rolle in
der Pathogenese des TAR-Syndroms spielt. Wir vermuten, dass die Mikrodeletion eine
notwendige, aber keine hinreichende Ursache zur Ausprigung des TAR-Syndroms ist und dass
sich der Phénotyp nur dann ausprégt, wenn es gleichzeitig ein bislang nicht identifizierter

Modifikator "modifier of TAR" (mTAR) vorliegt.



-83-

2. Originalarbeiten und Ubersichtsartikel

2.8 Molecular Mechanisms of Megakaryocyte Differentiation.

Schulze H, Shivdasani RA. (Seminars in Thrombosis and Hemostasis, 2004; 4: 389-397).

Jeder Megakaryozyt im Knochenmark schniirt ca. 1000 Blutpléttchen in den Blutstrom ab. Die
zugrundeliegenden molekularen und zelluldren Mechanismen sind vielféltig untersucht worden.
Anhand genetischer Studien an Mausmodellen konnte man zunehmend die Mechanismen
aufzeigen, durch welche Transkriptionsfaktoren bewirken, megakaryozytire Vorlduferzellen von
Zellen anderer Blutreihen abzugrenzen und schlieBlich zu der charakteristischen zellulédren
Ausstattung von Megakaryozyten beitragen. In anderen Untersuchungen konnte gezeigt werden
wie sich neu zu bildende Blutplittchen bilden: in einer terminalen Phase der Ausreifung von
Megakaryozyten formen sich lange zellulidre Auslaufer, die als Proplittchen bezeichnet werden.
Dieser Ubersichtsartikel beschreibt einige ausgewihlte Transkriptionsfaktoren, die eine wichtige
Rolle in der Differenzierung von Megakaryozyten spielen. Dariiberhinaus zeigen wir angeborene
Erkrankungen mit Thrombozytopenie, die durch eine unzureichende Megakaryo- bzw.
Thrombozytopoese bedingt sind und diskutieren entsprechende Mausmodelle. Die hier
vorgestellten Forschungsergebnisse sollen dazu beitragen, die Rahmenbedingungen
zusammenzustellen, unter denen Megakaryozytopoese und Thrombozytopoese erfolgen,
insbesondere im Kontext den Ubergang auf die megakaryozytire Linie und die damit
verbundenen morphologischen Verdnderungen. Obwohl viele dieser Mechanismen sich
ausschlieBlich bei Megakaryozyten finden, sind die zugrundeliegenden Gene nur zum Teil

linienspezifisch exprimiert, wihrend andere weitreichender exprimiert werden.
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2.9 Mechanisms of thrombopoiesis.

Schulze H, Shivdasani RA. (Journal of Thrombosis and Hemostasis, 2005; 3: 1717-1724).

Megakaryozyten expandieren und differenzieren wihrend mehrerer Tage in Gegenwart des
himatopoetischen Wachstumsfaktors Thrombopoietin (TPO), ehe sie schlielich Tausende von
Thrombozyten freisetzen. Die letzten Schritte dieses Vorgangs beinhalten die Zusammensetzung
und letztendlich Abschniirung von neuen Blutpléttchen und gehen mit einer einzigartigen
zelluldren Verdnderung einher. Diese wird durch das Zusammenspiel von einer Reihe von
Transkriptionsfaktoren, Signalmolekiilen und Elementen des Zytoskeletts orchestriert. In diesem
Ubersichtsartikel fassen wir die neuesten Forschungsergebnisse zusammen, die die Physiologie
sowie die molekularen Grundlagen der Differenzierung von Megakaryozyten betreffen.
Genomweite Ansitze, einschlieBlich Genexpressionsanalysen wihrend der Megakaryopoese und
Analysen des Thrombozyten-Proteoms, haben dazu beigetragen, neue Plittchen-spezifische
Faktoren und Differenzerungsmarker zu identifizieren. Die extrazelluldren Faktoren wie das
Chemokin "Stromal-Derived Factor" (SDF)-1 und der "Fibroblast Growth Factor" (FGF)-4
dirigieren Interaktionen von Megakaryozyten mit dem Knochenmarkstroma und regulieren so
unabhiingig von Zytokinen die Ausreifung von Megakaryozyten und den terminalen Ubergang zu
Thrombozyten. Ein Uberschuss von Megakaryozyten im Knochenmark fiihrt zu vielfiltigen
pathologischen Veridnderungen wie exzessive Knochenbildung oder Myelofibrose. Die neuen
Erkenntnisse tragen zum Verstindnis der molekularen Grundlagen dieser Erkrankungen bei.
Weiterhin fassen wir in dieser Arbeit den Status von Transkriptionsfaktoren zusammen, die die
Megakaryozytopoese kontrollieren. Dabei liegt unser Schwerpunkt auf den "Nuclear Factor
Erythroid 2" (NF-E2) und seine beiden mutmaBlichen Zielgene p1-Tubulin und 3f3-
Hydroxysteroid-Reduktase. Megakaryozyten exprimieren Steroidrezeptoren und einige Liganden
der Estrogen-Familie, die so zu einer autokrinen Riickkopplung bei der Bildung von Proplittchen,
den unmittelbaren zelluldren Vorldufern der Blutplittchen, beitragen konnten. Schlussendlich
fassen wir unsere eigenen Studien der zelluldren und molekularen Aspekte von Bildung von
Proplittchen zusammen und ordnen unsere Ergebnisse in den Kontext der noch unbeantworteten

Fragen tiber die Mechanismen von Thrombozytopoese.
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Diese Schrift umfasst verschiedene Originalarbeiten des Autors, die die Ausreifung von
Megakaryozyten zu Thrombozyten sowie die Defekte dieser als Thrombopoese bezeichneten
Differenzierung in einigen angeborenen Erkrankungen behandeln. Im folgenden sollen die hier
vorangestellten Originalarbeiten diskutiert werden. Dabei ergeben sich drei Blocke:

Zunichst werden die zellbiologischen Arbeiten betrachtet mit besonderem Fokus auf das
Zytoskelett und dort auf das Mikrotubuli-System. Zweitens werden die Arbeiten zum
Membransystem des Megakaryozyten und Thrombozyten und die Modelle der Thrombopoese in
vitro und in vivo diskutiert. Drittens sollen Erkrankungen der Thrombopoese aufgrund von defek-
ter Megakaryopoese dargestellt werden mit besonderem Fokus auf die congenitale amegakaryo-
zytdre Thrombozytopenie und das Thrombocytopena-absent-radii-(TAR)-Syndrom.
Abschlielend soll ein Ausblick auf die Zukunft der Thrombopoese-Forschung gegeben werden.

3.1 Das Zytoskelett des Megakaryozyten
Mittels zeitaufgeloster Mikroskopie konnten wir das Wachstum von Proplittchenauslidufern

genau bestimmen. Die Elongation von Proplittchen in der Zellkultur lag bei ca. 14 wum/min und
war damit grofler als die Wachstumsrate centrosomaler Mikrotubuli (10 wm/min) bzw. der Poly-
merisationsrate von Tubulin-Mono- bzw. Dimeren an bereits bestehenden Filamenten (5 wm/
min). Wir postulieren daher, dass es zusétzlich zu einem Aneinandergleiten (sliding) verschie-
dener paralleler Mikrotubuli-Filamente kommt, und dass man die Elongationsgeschwindigkeit als
eine Uberlagerung der beiden zellbiologischen Phinomene auffassen kann. Das Aneinander-
gleiten wird von Dynein vermittelt, einem Mikrotubuli-assoziiertem Motorprotein, das zum
Minusende wandert. Kinesine hingegen haben eine essentielle Rolle im Transport von Granula
und bringen diese entlang des Propléttchens zu dessen Spitze, wo das neue Blutplittchen
"zusammengesetzt" wird. Im Gegenzug haben die Dyneine eine Rolle im Aneinandergleiten und
ermoglichen so einen schnellen Mechanismus fiir die Elongation der Propléttchen. Die von uns
gemessenen Geschwindigkeiten bestitigen diese Annahme (Kapitel 2.1).

Das wichtigste Strukturprotein an diesen Mikrotubuli-Filamenten ist § 1-Tubulin. Wir haben
den C-Terminus als Koder verwendet, um nach Proteinen zu fischen, die spezifisch an 31-Tubulin
binden. Dazu haben wir einen Hefe-Zwei-Hybrid-Assay verwendet und zunichst eine cDNA-
Bibliothek von murinen MKs kloniert. Von ca. 100 Klonen, die drei verschiedene Reportergene
aktivieren konnten, codierte etwa ein Drittel fiir den Elongationsfaktor eEF1a. Dieses Protein ist
ein bona fide beschriebenes Mikrotubuli-bindendes Protein, und daher untersuchten wir die
weiteren Kandidatengene. Zunéichst haben wir dabei Secretory Leukocyte Inhibitory Protein
SLPI analysiert, da SLPI-defiziente-Mé&use mit reduzierten Plédttchenzahlen beschrieben worden
sind. In der hier vorgestellten Arbeit konnte gezeigt werden, dass SLPI in MKs und Pléttchen
exprimiert ist und dass es in der Tat an B1-Tubulin bindet. Es ist in zwei Kompartimenten im
Plittchen lokalisiert und wird zum Teil nach Plittchenaktivierung sezerniert. Beides ist in
Pléttchen von 1-Tubulin-knockout-Tieren stark reduziert. SLPI spielt eine wesentliche Rolle in
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der Wundheilung [127] und zukiinftige Experimente konnten zeigen, inwieweit die von
aktivierten Blutplittchen sezernierten Faktoren oder gar die Blutplittchen direkt die Wundheilung
beeinflussen. Leider konnten keine Tiere geziichtet werden, welche sowohl kombinierten 31-
Tubulin- als auch SLPI-defizient sind, da beide Gene dicht benachbart auf demselben
Chromosom lokalisiert sind.

Als weiteren 31-Tubulin-Bindungspartner wurde RanBP10 isoliert. Der Name beschreibt die
Homologie zu RanBP9/RanBPM, ein Ran-bindendes Protein, das eine Rolle in der Nukleation
von Mikrotubuli spielt [128, 129]. RanBP10 zeigt - im Gegensatz zu dem ubiquitér exprimierten
RanBP9 - eine selektive Expression, in Leber, Milz und Knochenmark, also in Geweben, die eine
essentielle Rolle in der Himatopoese spielen. Es weist Homologie zur LisH-Doméne auf, die
Bindung von Mikrotubuli vermittelt [130]. In weiteren Studien konnten wir zeigen, dass
RanBP10 eine unerwartete enzymatische Aktivitit aufweist: es fungiert als Guaninnukleotid-
Austausch-Faktor fiir Ran. Da es im Zytoplasma lokalisiert ist und an polymerisierte Mikrotubuli
bindet, kann es dort Ran-GDP in Ran-GTP {iiberfiihren. Ran-GTP fungiert als Positionsmarker fiir
nicht-centrosomale Mikrotubuli (wie bei der Spindelbildung in der Mitose) und kann so in der
Zellperipherie neue Mikrotubuli nukleieren oder zumindest biindeln. Dies ist insofern ein
elegantes Modell, da reife Mikrotubuli keinen y-Tubulin-Ring-Komplex (y-TuRC) aufweisen und
es somit keine klassischen Mikrotubuli-organisierenden Center (MTOC:S) in der Peripherie gibt,
die die ausgedehnten Nukleationen in der Proplittchenbildung erkldren kénnen. Derzeit
generieren wir RanBP10-defiziente Miuse und hoffen, die weiteren Mechanismen durch Studien
mittels eines genetischen Ansatzes 16sen zu konnen.

Neben der Rolle von Mikrotubuli haben wir auch das Actin-Zytoskelett von reifen und
Proplittchen-bildenden MKs untersucht. Dabei haben wir gezeigt, dass Zellgifte, wie Cyto-
chalasin B oder D, die die Bindung von Actin-Monomeren an polymerisierte Filamente blok-
kieren, die Verzweigung von Proplittchen inhibieren (Kapitel 2.3).

3.2 Modelle der Thrombopoese in vitro und in vivo

Das detaillierte Verstiindnis der Thrombopoese in vivo ist eine wichtige Voraussetzung fiir
eine mogliche in vitro-Generierung von Thrombozyten. Diese miissen alle Kriterien von ex vivo-
isolierten Blutplittchen aufweisen: dieselbe Morphologie und Ultrastruktur wie ruhende Pléttchen
besitzen und durch Agonisten (z.B. ADP, Thrombin, Kollagen) aktivierbar sein (einschlielich
morphologischer Veridnderungen, Sekretion, Expression von Aktivierungsmarkern wie CD62P
oder CD63). Ein Meilenstein bei diesen Untersuchungen war die Entwicklung eines in vitro-
Assays mit himatopoetischen Vorlduferzellen (aus Knochenmark oder fetaler Leber), die, werden
sie in Gegenwart von TPO kultiviert, Thrombozyten generieren und somit das Proplittchen-
Modell bestitigen. Dieser Assay erlaubte zum einen den Nachweis, dass die Partikel, die
abgeschniirt werden auch tatsidchlich Thrombozyten sind [131], zum anderen erméglichte er auch
die Untersuchung der zugrundeliegenden zellbiologischen Grundlagen der Thrombopoese [89].

Die Herausforderung bestand nun darin, den Nachweis zu erbringen, dass die verwendeten
Modelle keine Artefakte der Zellkultur sind, sondern in vivo von Bedeutung sind. Die
Untersuchung der Thrombopoese am lebenden Organismus konnte durch die Verbindung zweier
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Techniken erreicht werden: 1. ein Mausmodell einer transgenen Maus mit fluoreszenten MKs und
2. die Technik der Intravitalmikroskopie im Rahmen der Zwei- oder Multi-Photonenmikroskopie.
Im Labor von Thomas GRAF wurde eine Maus generiert, die das gelb-fluoreszierende Protein
(eYFP) als cDNA zur Expression unter den Promoter von GPIIb (CD41) stellt [108]. Der C-Ter-
minus wurde so verdndert, dass eine Myristoylierungsstelle die posttranslationale Modifikation
des Proteins bewirkt und es so - durch den Lipidanker - an die Zellmembran bindet. Da CD41 in
der Expression auf friihe himatopoetische Vorlduferzellen und dann die megakaryozytire Reihe
beschrénkt ist, kommt es nur in reifen MKs zu einer signifikanten Expression von eYFP. Es
wurden primér heterozygote Tiere untersucht, denn mit einem Wildtyp-Allel weisen die Tiere
noch normale Plittchenzahl und -funktion auf. Miuse, die fiir das Transgen homozygot sind,
haben keinen funktionalen Fibrinogen-Rezeptor und entsprechen somit einem Tiermodell fiir das
Krankheitsbild M. Glanzmann. Wie oben gezeigt (siehe Kapitel 2.3), lagert sich eYFP im
wesentlichen in Membranen des Demarkationsmembransystems (DMS) ein und erlaubte so die
Charakterisierung dieses Membransystems. Es konnte mit dieser Arbeit auch gezeigt werden, dass
die aus den elektronenmikroskopischen Aufnahmen entwickelte Theorie der Plittchenfelder [80]
unzutreffend ist und dass das DMS in der Tat ein unzutreffender Name ist wie von RADLEY 1982
hypothetisiert [87]. Das DMS entsteht wihrend der Reifung durch Invagination der Zellmembran
und wir haben durch unsere Techniken an dem Mausmodell zeigen kénnen, dass wéhrend der
Thrombopoese der Umkehrvorgang stattfindet. Die Membran fiir die neu gebildeten Propléttchen
kommt aus dem Inneren des MKs dhnlich wie wenn man die Finger eines Handschuhs von innen
nach auflen kehrt.

Die Tatsache, dass das Transgen im verwendeten Mausmodell fiir ein gelb-fluoreszierendes
Protein codiert, hatte weitere Vorteile: die Anregungswellenlédnge fiir eYFP liegt im ldnger-
welligen Bereich verglichen zu allen anderen Mitgliedern der Familie mit autofluoreszierenden
Proteinen. Damit konnte es in der Multi-Photonenmikroskopie eingesetzt werden, wo es zu
einer Fluoreszenz im roten Wellenldngenbereich fiihrt. Bei der MPM handelt es sich um eine
Technik, die die Auflésung von Strukturen im Tiefengewebe erlaubt. Das Prinzip ist vielfiltig in
Ubersichtsartikeln beschrieben worden [132].

Die Untersuchung dieses Vorganges im Rahmen von Intravitalmikroskopie (IVM) setzt
daher den Zugang zum Knochenmark voraus. Der Schidel der Maus besitzt ebenfalls ein
Knochenmark, das im Gegensatz zum Mark im Femur oder Humerus deutlich leichter zugéinglich
fiir die Mikroskopie ist. Im Kapitel 2.4 dieser Arbeit konnten wir zeigen, dass sich Thrombopoese
an der lebenden Maus untersuchen lédsst und dass wir grundsitzlich mit unserer Arbeit das Modell
der Proplittchenbildung (das auch als "flow model" bezeichnet wird) als giiltiges Modell der
Thrombopoese bestétigen konnten. Die von uns beobachteten Abschniirungen von MKs in die
BlutgefiBe lassen sich nicht mit einem Modell von vorab strukturierten Plédttchenfeldern (platelet
fields oder protoplatelets wie bei YAMADA oder KOSAKI [23, 80] erkléren. In allen Zeitraffer-
Aufnahmen konnten wir eine sehr regulierte Abschniirung von Propléttchen sehen, die im
Widerspruch zu der von Kosaki vorgeschlagenen "explosiven" Fragmentierung des Zytoplasmas
steht. Die groBte Uberraschung unserer Arbeit war allerdings, dass sich die Abschniirungen in
vivo von denen in der Lichtmikroskopie substantiell unterscheiden: die freigesetzten Fragmente
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des Zytoplasmas waren mit 5-7 um deutlich groBer als die tranenférmigen Strukturen in vitro.
Das Volumen der abgeschniirten Partikel in der Maus liegt damit ca. 10-100-fach tiber dem
vorher postulierten. Auf ein paar Probleme mit diesem Modell soll im folgenden nédher
eingegangen werden.

(1) Die Auflosungsgrenze: eYFP-Signale wurden in unserem Experiment zeit- und raum-
aufgelost aufgenommen und erlauben somit die Rekonstruktion in diesen Dimensionen. Ein
Signal kann aber nur dort aufgenommen werden, wo eine ausreichende Menge an eYFP Fluores-
zenz emittieren kann. In Kapitel 2.4 haben wir gezeigt, dass die Membranen von Proplittchen
eYFP-positiv sind und dass dieses Membransystem auch den neu zu bildenden Thrombozyten
umfasst. Diese Strukturen haben wir im Rahmen der Immunfluoreszenz von in vitro-stimulierten
MKSs der eYFP-Maus vermessen und konnten zeigen, dass die Strukturen der Propléttchen bei ca.
3 um liegen. Von besonderer Bedeutung ist hier, dass das Protein ausschlieBlich im Membran-
system konzentriert und nicht zytoplasmatisch vorliegt. Dadurch wird nur das duflere des Pro-
pléttchenschafts angeférbt. Diese Signale lassen sich mittels Dekonvolutionsmikroskopie noch
nachweisen, da hier das gesamte Fluoreszenzlicht durch die Aufnahme von vielen Schichten
aufgenommen wird. Die einzelnen Aufnahmen sind hier unscharf, da Streulicht von Lichtpunkten
anderer Ebenen das eigentliche Bild konvolutiert. Das tatséchliche Bild entsteht erst durch
"Deconvolution", das heifit das Riickrechnen der einzelnen rdumlichen Lichtpunkte auf den
urspriinglichen Lichtpunkt mittels einer regressiven Fourier-Transformation. Der Vorteil zur
verbreiteten konfokalen Mikroskopie besteht darin, dass hier das gesamte Emissionslicht zur
Bildentstehung genutzt werden kann, wihrend in der konfokalen Mikroskopie "realere" Bilder
aufgenommen werden, Streulicht allerdings durch eine Lochblende physikalisch abgetrennt wird.
Damit braucht man in der Regel eine stirkere Anregung (mit der Gefahr des Ausbleichens des
Fluorophor) und dariiberhinaus sind schwach-exprimierte Proteine kaum nachweisbar. Auch in
der von uns verwendeten MPM liegt die Auflésungsgrenze im Bereich von 2-3 um, also gerade in
dem Bereich, den wir untersuchen wollen. Es ist also grundsétzlich moglich, dass einige der von
uns gesehenen eYFP-positiven Bereiche untereinander durch Proplittchenstrukturen zytoplas-
matisch verbunden sind. Diese Frage kann in der Zukunft mit anderen Mausmodellen oder ver-
besserter Auflésung in der Mikroskopie weiter untersucht werden.

(2) Ein weiterer grundsitzlicher Nachteil der ex vivo-Differenzierung von MKs besteht in der
Statik der Zellkultur: Fetale Leberzellen der Maus werden zwischen Gestationstag 13,5 und 15,5
entnommen und als Einzelzellsuspension in der Gegenwart von TPO inkubiert [133]. Dabei
setzen sich die im Laufe der Differenzierung grofler werdenden Zellen auf dem Boden der
Zellkulturschale ab und bilden ab Tag 4 Propléttchen aus. Dieser Prozess ist zellautonom und
nicht von dulleren Faktoren abhingig [134], obwohl diese den Prozess sehr wohl modulieren
konnen. Proplittchen kénnen sich also in ruhendem Medium bilden, wo dementsprechend auch
keinerlei Scherkrifte wirken. Die Situation sieht in vivo anders aus: die Daten von LICHTMAN
haben gezeigt, dass die Propléttchenauslidufer durch das Endothel in den Blutstrom reichen. In den
Knochenmarksinusoiden herrschen nun Scherkrifte an der GefdBwand. Es ist naheliegend, dass es
hier nicht zu einer Ausbildung von Propléttchenschéften kommen kann, die in der Regel eine
Lénge von 0,5 mm aufweisen. Stattdessen haben wir eher sphirische oder elliptoide Strukturen
nachgewiesen, die Auslédufer in das Blutgefal hineinreichen. Wir haben dieses Problem nur durch
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ein einfaches Experiment behandelt: wir haben die oben beschriebene Zellkulturschale auf einer
Wippe einem definierten Scherstress ausgesetzt und nach Proplittchenbildung gezeigt, dass sich
mehr Plittchen-artige Teilchen im Uberstand nachweisen lieBen (siehe Fig. 3B in Kapitel 2.4).
Zukiinftige Arbeiten sollten den Einfluf der Scherkrifte auf die Thrombopoese noch weiter
herausarbeiten, insbesondere inwieweit die letzten Schritte der Thrombopoese im Blutstrom
stattfinden [106].

(3) Von der himatopoetischen Stammzelle (HSC) zum reifen Propléttchen-bildenden MKs
durchléuft die Zelle in vivo verschiedene Kompartimente innerhalb des Knochenmarks: die HSC
sitzt in der osteoblastischen Nische, wihrend der reifende Megakaryozyt an die Knochenmark-
sinusoiden zur vaskulidren Nische wandert. Dabei hat er stets Kontakt zu Proteinen des Knochen-
markstroma und wandert dabei auf einen Gradienten der Chemokine SDF-1 und FGF-4 zu [21].
Der Kontakt mit dem Stroma beeinflusst die Thrombopoese. Untersuchungen zur Effizienz der
Proplittchenbildung auf verschiedenen Substraten haben z.B. gezeigt, dass Fibrinogen und
Kollagen IV Proplittchenformation unterstiitzt, wihrend Kollagen I den Vorgang blockt [135].
Aus der Kenntnis der Lokalisation der Matrixproteine innerhalb des Knochenmarks (Kollagen I in
der osteoblastischen Nische und Kollagen IV an den Sinusoiden) kénnen Riickschliisse auf die
Funktion in vivo geschlossen werden, z.B. konnte so eine vorzeitige Thrombopoese mit einer
Freisetzung von Thrombozyten in das Knochenmark statt in die Blutgefifle verhindert werden
(siche auch den Ubersichtsartikel von LARSON und WATSON sowie von KopPp und RAFII [136,
137]). Eine Gesamtiibersicht wesentlicher Faktoren der Megakaryozyto- und Thrombozytopoese
ist in Abb. 6 dargestellt. Die Signale, die HSCs in der osteoblastischen oder vaskulidren Nische
erhalten miissten in vitro ebenfalls gegeben werden. Dies kann z.B. durch die Kultivierung auf
Stromazellinien erfolgen, die diese Faktoren sezernieren oder auf der Oberflidche exprimieren.
Grundsitzlich lassen sich alle hdmatopoetischen Stammzellen wie fetale Leberzellen, embryonale
Stammzellen (ES) oder himatopoetische Stammzellen (CD34+) zur Differenzierung in die
megakaryozytdren Linie auf solchen Stromazellinien co-kultivieren. Insbesondere murine ES-
Zellen wurden erfolgreich auf OP9-Zellen zur Differenzierung zu Proplittchen kultiviert [138],
wobei die Feederlayer wihrend der Kulturdauer regelméfig gewechselt werden muss und die
Stromazellinie die weitere (biochemische oder durchflusszytometrische) Charakterisierung
erschweren kann.

Trotz alledem lésst sich das Knochenmark mit seiner Vielzahl von differentiellen Signalen
durch Konzentrationsgradienten von Zell-Zell- bzw. Zell-Matrix-Kontakten zusammen mit den
parakrin wirkenden humoralen Faktoren nur schlecht in der Zellkultur nachstellen. Hier wird man
in der ndheren Zukunft eher Fortschritte in der Erkenntnis der Thrombopoese durch weiteren
Einsatz der Intravitalmikroskopie erwarten diirfen.
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Abb. 6: Modell einiger Faktoren, die Megakaryopoese und Thrombopoese beeinflussen. In den Késten sind fiir den
Schritt bestimmende Transkriptionsfaktoren benannt, darunter sind einige Zielgene aufgefiihrt. Die zellbiologischen
Mechanismen sind in Kursivschrift dargestellt. Die beiden Nischen des Knochenmarkstroma sind in blau, die
Immunphénotypisierungsmarker in rot hervorgehoben.

3.3 Angeborene Thombozytopenien: CAMT und TAR-Syndrom

Bei der klinischen Diagnose von Thrombozytopenien wird zunéchst die Zahl der Thrombo-

zyten im peripheren Blut bestimmt, heutzutage immer mit automatisierten Blutzéhlgeréten. Erst
wenn Abweichungen zu den Normwerten auftreten, die Thrombozytenzahlen sehr niedrig sind
oder Ausstriche fiir Differentialblutbilder vorliegen, konnen manuelle Zdhlungen und Morpho-
logie die nackte Zahl aus der Zdhlmaschine ergénzen. Klinisch relevant ist die Abwégung eines
Blutungsrisikos des Patienten, die oft durch eine Zahl unterhalb des Normbereichs (150000-
400000/ul) angezeigt wird; zumeist wenn die "Thrombos" unter 50000/l fallen. Interessanter-
weise konnen Patienten mit jeweils 30000/ul ganz unterschiedliche Blutungsneigungen aufwei-
sen: Wihrend der eine mit einer CAMT eine schwere Bildungsstorung der Vorladuferzellen im
Knochenmark zeigt und leicht durch Epistaxis oder Petechien aufféllt, hat ein Kind mit ITP oft
kaum Blutungszeichen. Wodurch unterscheiden sich also Thrombozyten bei verschiedenen
Erkrankungen und wie kann man fiir die Zukunft Diagnose und Therapie verbessern?

Aus der Gruppe der Thrombozytopenien im Kindesalter sind in dieser Arbeit zwei Publika-
tionen zum TAR-Syndrom und eine Arbeit zur CAMT als Originalarbeiten beigefiigt (Kapitel
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2.5-2.7), auf die im folgenden néher eingegangen werden soll, ehe die Thrombozytendiagnostik
besprochen werden soll.

Durch die grundlegenden Arbeiten zu Thrombopoietin und seinem Rezeptor c-Mpl in der
ersten Hélfte der 90'er Jahre wurde die Basis geschaffen, die Rolle dieser Molekiile und der mit
ihnen interagierenden Proteine (z.B. im Rahmen der Signaltransduktion) in der gesunden und
pathologischen Megakaryopoese und Thrombopoese zu untersuchen. Wir und andere haben dabei
Labortechniken entwickelt, die nicht nur den unmittelbaren Nachweis eines Molekiils
ermoglichen (z.B. die Expression von c-Mpl in Thrombozyten), sondern auch funktionale Tests
erlauben. Insbesondere die Durchfluzytometrie (FACS) stand aus mehrfachen Griinden im
Zentrum dieser Arbeiten:

(1) Wenige wl Vollblut reichen schon aus, um die Expression von Oberflidchenrezeptoren wie
GPIIb/IIIa oder GPIb/IX/V nachzuweisen. Dies ist vor allem dann essentiell, wenn die Patienten
hoch thrombopenisch sind und zudem bei Kleinkindern und Sduglingen keine gro3en Mengen
abgenommen werden konnen. Gerade im Vergleich mit molekularbiologischen und
proteinbiochemischen Techniken wie dem Immunblotting kann bei diesen Patienten noch eine
Untersuchung erfolgen. Bei einem Kind unter 20000/ul kénnen zudem auch keine Standard-
Laboruntersuchungen zur Thrombozytenaktivitit (z.B. Aggregometrie oder PFA-100)
durchgefiihrt werden, da die Pléttchenzahl nicht ausreicht.

(2) Die FACS-Technik erlaubt den Nachweis auf Einzelzellebene. Von jeder Zelle konnen
auBer den Lichtstreueigenschaften auch die Fluoreszenz-Intensititen nach Antikérper-Bindung
gemessen werden kann. Mit dieser Technik lassen sich grundsitzlich auch Subpopulationen
detektieren wie sie bei Konduktorinnen X-chromosomaler Erkrankungen (XLT, WAS) auftreten
konnen, wenn es zu einer unausgewogenen Lyonisierung kommt. Bei gepoolten Zellen bekommt
man hingegen nur den Durchschnitt der eingesetzten Thrombozyten. Wegweisend fiir die Zukunft
sind neben den Messungen von Oberfldchenantigenen auch die Fiarbung und Detektion
intrazelluldrer Antigene (z.B. das Wiskott-Aldrich-Syndrom-Protein WASp [139]).

(3) Auch funktionelle Fragestellungen wie die Reaktivitdt auf Thrombopoietin lassen sich so
einfach messen, Zeit- und Kostenaufwand sind verglichen mit anderen Techniken minimal. Fiir
die CAMT haben wir so einen Defekt im Thrombopoietin-Rezeptor c-Mpl zeigen kénnen, neben
dem Fehlen des Rezeptors auf der Oberflidche auch einen fehlerhaften Synergismus von TPO mit
Plittchenagonisten. Trotzdem waren die proteinchemischen Daten hilfreich, um zu sehen, dass es
zu keinerlei Tyrosinphosphorylierung von Signalmolekiilen bei den Patienten kommt. Basierend
auf einer Einzelfallbeschreibung von zwei heterozygoten Mutationen im Gen fiir c-mpl von
IHARA [140] haben wir zeitgleich mit einer niederldndischen Gruppe den genetischen Defekt, der
zu CAMT fiihrt, aufklidren konnen. Durch die Korrelation von klinischen Daten mit Mutations-
analysen konnte die Genotyp-Phinotyp-Hypothese, die wir in der Originalbeschreibung postuliert
haben (siehe Kapitel 2.5 und [141]) inzwischen bestitigt werden. Der komplette Verlust bzw.
Mutationen (insbesondere in der zytoplasmatischen Doméne) des TPO-Rezeptors fiihren mit der
Zeit auch zur Erschopfung aller hdmatopoetischen Stammzellen. So geht die isolierte amega-
karyozytire Thrombozytopenie bei CAMT nach 4 bis 6 Jahren oft in eine aplastische Andmie
tiber, die alle Zellinien des Knochenmarks betrifft [142, 143]. Leider liegen die bislang beschrie-
benen Mutationen ohne "hot-spot" iiber verschiedene Exone verteilt, so dass bei einer Verdachts-
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diagnose von CAMT noch das gesamte Gen auf genomischer Ebene untersucht werden muss.
Bislang ist die einzige kurative Malnahme die Knochenmarktransplantation, wobei zukiinftig
auch die Option einer Stammzelltransplantation nach retroviraler Korrektur in Erwédgung gezogen
werden kann. Dabei kann funktionales c-Mpl dann im Immunsystem als Neo-Antigen wirken.
Insbesondere fiir Patienten, die ein oder zwei Aminosdureaustausche aufweisen, die in der extra-
zelluldren Doméne eine verminderte Bindung von Thrombopoietin bewirken, kann der Einsatz
von Thrombopoietin-Mimetika erwogen werden, die durch Stabilisierung der Transmembran-
doméne agieren [144].

Das TAR-Syndrom ist inzwischen eine der wenigen congenitalen Thrombozytopenien, deren
genetische Ursache unbekannt geblieben ist (siehe Tabelle 1). Durch die oben beschriebene CGH-
Analyse konnte die Mikrodeletion auf Chromosom 1qg21 als notwendig erkannt werden.
Uberraschenderweise wurde die Mikrodeletion bei mindestens 50% der untersuchten Patienten
von einem Elternteil ererbt. Da diese klinisch unauffillig sind, muss also ein weiteres Gen an der
Erkrankung beteiligt sein. Das TAR-Syndrom kann damit zu den di- oder multigenetischen
Erkrankungen gerechnet werden, eine Hypothese, die bereits friiher diskutiert worden ist [113].
Der deletierte Locus auf Chromosom 1g21 umfasst bei den meisten Patienten ca. 350 kb. Da wir
bei einer Patientin mit voller Ausprigung von Skelettanomalie und Thrombozytopenie nur eine
Deletion von ca. 200 kb nachweisen konnten, konnen wir die minimal-deletierte Region auf
diesen Bereich eingrenzen. Er umfasst ca. 12 annotierte Gene. Leider ist unter den Genen kein
"heiler Kandidat", so dass wir von einer molekularen oder genetischen Erkldrung noch weit
entfernt sind. Die beiden auffilligsten Gene sind Lix1L und PIAS3. Lix1L ist ein Gen, dessen
abgeleitete Aminosdure-Struktur eine Homologie zu Lix1 (Limb expression 1) aufweist. Lix1 ist
in den hinteren GliedmaBenknospen wihrend der Embryonalentwicklung des Huhns exprimiert.
Leider ist Lix1 ansonsten nicht weiter untersucht worden, so dass weitere Aussagen liber eine
mogliche Rolle von Lix1L im TAR-Syndrom rein spekulativ sind.

PIAS3 ist ein Gen, das einen "Protein Inhibitor of Activated STAT3" codiert. Dies scheint
zunéchst ein interessantes Kandidatengen zu sein, da STAT3 als Substrat von Jak2 unmittelbar in
der Signaltransduktion von Thrombopoietin beteiligt ist. PIAS3 bindet insbesondere in Zellsyste-
men, die reaktiv auf Interleukin-6 sind, an phosphoryliertes STAT3 und fungiert somit als
negativer Regulator [145]. PIAS3 bindet auch an Gfi-1, einen Transkriptionsfaktor, der in der
Hématopoese fiir myeloide Zellen wichtig ist [146]. Bei néherer Betrachtung ergibt sich aber ein
Modell, bei dem Haploinsuffizienz von PIAS3 eher zu einem verlidngerten STAT3-Signal fiihren
sollte, wihrend wir bei Patienten mit TAR-Syndrom keine Induktion von Tyrosinphosphorylie-
rungen nach TPO-Stimulation nachweisen konnten [147] und auch die "Schliissel"-Tyrosinkinase
Jak2 wird nicht aktiviert [122]. Daher scheint die Beteiligung von Gfi-1 an der Pathogenese des
TAR-Syndrom noch sehr unklar. Unter den weiteren Genen im deletierten Locus codieren
ANKRD34 und ANKRD35 fiir Proteine mit Ankyrin-Doménen, HFE2 fiir Himojuvelin sowie
bekannte und nicht-annotierte Genprodukte. Hier kann man sicherlich eine Reihe von Hypothesen
aufstellen, die sich jedoch nicht leicht tiberpriifen lieBen. Zu den spannenden Fragen gehort:
welches ist das zweite Ereignis, das zusammen mit der Mikrodeletion zur Ausprigung des TAR-
Syndroms fiihrt und wieso gibt es trotz gleicher Mikrodeletion noch eine breite Spannweite der
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Symptom-Ausprigung, z.B. die Radiusaplasie bzw. die assoziierten Skelettverdnderungen. Als
Beispiel sei hier auf die Abbildung 2 in Kapitel 2.7 verwiesen.

Trotz aller Erniichterung, was die molekulare Aufklidrung des TAR-Syndroms betrifft, ist die
Kenntnis der Mikrodeletion im TAR-Syndrom ein grofer Schritt vorwirts. Zum einen bedeutet es
fiir die Patienten, dass sie endlich Kenntnis eines zugrundeliegenden genetischen Defektes fiir
ihre Erkrankung haben und zum anderen kann der Nachweis als differentialdiagnostischer und in
der Zukunft sicherlich auch als prinatal-diagnostischer Marker verwendet werden. Bereits jetzt
konnte so bei einer Patientin mit eher unauffélligem Blutbild (milde Thrombozytopenie ohne
Blutungsneigung) durch den Nachweis der Mikrodeletion endgiiltig die Diagnose TAR-Syndrom
gestellt werden, was die Patientin positiv beurteilt hat. Bei Familien mit TAR-Syndrom und
Trigern bzw. Trigerinnen der Mikrodeletion kann bei Schwangerschaften eine genetische
Beratung erfolgen.

So bleibt zuletzt die Frage, was die Thrombozytopenie mit der Radiusaplasie beim TAR-
Syndrom verbindet? Gibt es ein Schliisselgen, das fiir die Thrombozytopenie und fiir die
Ausbildung der Gliedmallenknospen zusténdig ist oder sind es zwei oder mehrere Gene, die
zufillig benachbart auf Chromosom1 lokalisiert sind? Hierfiir spriche, dass in der 8.-12.
Schwangerschaftswoche Himatopoese und GliedmafBenbildung zeitgleich angelegt werden.
Unabhiingig davon ist zu berticksichtigen, dass sich die Thrombozytenzahlen ab dem 3.
Lebensjahr bei den meisten Patienten verbessern, wobei auch dieser Mechanismus ungeklart ist.
TPO-Serumspiegel sind trotz niedriger Thrombozytenzahlen nur méfig erhsht, wihrend TAR-
Patienten zusétzlich erhohte IL-11-Spiegel aufweisen [51, 147]. Diese Fragen werden das TAR-
Syndrom auch weiterhin zu einem interessanten Forschungsgebiet machen.

3.4 Forschung in der Thrombopoese: Quo vadis?
Abschlielend seien ein paar Aspekte hervorgehoben, in welche Richtung der Autor sich die
Zukunft der Megakaryozytenforschung vorstellen kann:

1. Manipulation von Megakaryozyten:

Die Manipulation von MKs steckt technisch noch in den Kinderschuhen verglichen mit
anderen himatopoetischen Zellinien. In den letzten Jahren haben einige Gruppen erfolgreich
virale Strategien zur Infektion von megakaryozytidren Vorlduferzellen eingesetzt. Ein grundsitz-
liches Problem bleibt allerdings bestehen: was wird beobachtet? Zumeist ist es die Morphologie
oder die Ausbildung von Proplittchen. Hier stellt sich die Frage, welcher Zeitraum bleibt
zwischen Infektion und der "Messung". Genetische Mausmodelle werden wohl weiterhin essen-
tiell bleiben, um Thrombopoese in vivo zu untersuchen. Noch problematischer gestaltet sich der
Einsatz von RNAI, insbesondere durch den Einsatz von Retro- oder Lentiviren, die small hairpin
RNAs codieren. Hier besteht selten geniigend Zeit, um das gewiinschte Protein ausreichend
herunterzuregulieren. Der Einsatz von "stabilen" Klonen fiihrt oft dazu, dass die Antibiotika-
selektion die Proplittchenbildung hemmt. Hier liegen eine Reihe von technischen Problemen, die
sich nicht einfach 16sen lassen werden [79].
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2. Generierung von normalen und transgenen Pléttchen in vitro

Der Proplittchenassay erlaubt die Differenzierung von fetalen Leberzellen der Maus zu
propléttchenbildenden MKs. Die abgeschniirten Fragmente unterscheiden sich nicht von Throm-
bozyten aus dem peripheren Blut. Eine wichtige Frage ist: Wie kann man diesen Prozess zum
einen so ausdehnen, dass man eine groBere Menge an Thrombozyten generieren kann und wie
kann man sie von zelluldrem Debris abtrennen. Wenn man das System fiir den Menschen tiber-
trigt, wird man CD34+ Zellen als Ausgangsmaterial verwenden. Damit sind ldngere Inkubations-
zeiten verbunden und der Peak an Proplittchen erfolgt noch weniger synchronisiert als im
Maussystem. Parallel zu diesen Systemen kann man dann auch Plittchen von transgenen MKs
isolieren und studieren. Letztlich konnten transgene Pléttchen patientenspezifisch transfundiert
werden [79, 148].

3. Thrombozytendiagnostik und Stammzelltransplantation

Neuartige Thrombozytenparameter stehen durch den Einsatz von modernen automatisierten
Blutzdhlgeriten zur Verfiigung. Zu ihnen gehdrt neben dem Groenparameter Mean Platelet
Volume MPYV auch die Fraktion reaktiv gebildeter, sogenannter "unreifer" Plattchen (Immature
Platelet Fraction IPF), die sich durch einen hohen RNA-Gehalt auszeichnet. Der Einsatz dieser
Parameter in der Diagnostik und Prognose sollte bei Fragen des Plattchen-Engraftments bei
Stammzelltransplantationen helfen und kénnen die Knochenmarkpunktion in diesem Aspekt
ersetzen. Das spite Ansteigen der Plittchenzahl nach einer Transplantation kann durch den
Einsatz von zum Teil in vitro-ausdifferenzierter CD34-positiver Zellen zu CD41-positiven Zellen
verkiirzt werden [149].

4. Andere Aspekte
Thrombozyten werden klinisch oft ausschlielich als ein Parameter betrachtet, der etwas iiber

die Blutungswahrscheinlichkeit eines Patienten sagt. Zunehmend erkennt man auch weitere
Funktionen von Thrombozyten, insbesondere in der Immunologie. So vermittelt das Plittchen-
und Endothel-spezifische B3-Integrin (CD61) einen wichtigen Rezeptor fiir das Hantavirus [150]
und er6ffnet neue Sichtweisen, ob Virus-induzierte Himorrhagien als Folge der Thrombozyto-
penie reaktiv sind oder durch Infektion von MKs erfolgen. Aktivierte Thrombozyten sezernieren
wichtige Wachstumsfaktoren wie Platelet-Derived Growth Factor (PDGF) oder SLPI, aber auch
pro- und anti-angiogenetische Faktoren, die differenziell sezerniert werden konnen [102]. Auch
die miRNAs werden fiir die Thrombopoese untersucht [151]. Sicherlich bleiben die Thrombo-
zyten und die Thrombozytopoese ein spannendes Thema fiir die molekulare Medizin im 21.
Jahrhundert.
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4. Zusammenfassung

Der schnelle Verschluf} verletzter BlutgefiBe ist essentiell, um gréere Blutverluste zu vermeiden.
Thrombozyten sind kernlose Abschniirungen von Megakaryozyten, die im peripheren Blut diese
Aufgabe wahrnehmen. Diese Arbeit stellt verschiedene Aspekte der Ausreifung von Megakaryo-
zyten zu Thrombozyten dar.

Im ersten Abschnitt wurden die zellbiologischen Grundlagen fiir die Transformation vom
Megakaryozyt zum Thrombozyt dargestellt. Dabei stand das Zytoskelett und insbesondere die
Ausbildung von Mikrotubuli-Filamenten im Vordergrund. Wihrend der Megakaryozyt ein
verzweigtes Netzwerk von Mikrotubuli-Filamenten aufweist, ist der Thrombozyt durch ein
Biindel von Mikrotubuli charakterisiert, das sich in der Peripherie des Blutplattchens findet und
das essentiell fiir die Ausbildung seiner diskoiden Form ist. Diese Ausbildung geschieht tiber die
Zwischenstufe der Proplattchen-Bildung, wobei in der Zellperipherie neue Mikrotubuli nukleiert
werden miissen. Da sich Blutplittchen nur an den freien Enden der Propléattchen abschniiren
konnen, sind die Propléttchen weit verzweigte Strukturen. Die Ausbildung und Probleme der Ver-
zweigung sind im ersten Teil dieser Arbeit beschrieben und diskutiert worden.

Im zweiten Abschnitt wurde das Membransystem des Megakaryozyt charakterisiert. Beim
Ubergang einer groBen Zelle von bis zu 80 um im Knochenmark zu ca. 1000 Blutplittchen mit
einem Durchmesser von ca. 2-3 um entsteht eine Vervielfachung der Zelloberfliche. Diese
Membranen werden vom reifen Megakaryozyten im Inneren als Demarkationsmembransystem
bereitgehalten, um es wihrend der Thrombopoese zur Verfiigung zu stellen. Mittels retroviraler
Infektion von primédren Megakaryozyten konnte gezeigt werden, dass reife Zellen Phosphatidyl-
inositol-(4,5)-bisphosphat im inneren Membransystem (DMS) anreichern, wihrend die duflere
Zellmembran dieses Lipid nicht anreichert. Wahrend der Thrombopoese dient dieses Lipid als
Anker fiir einen Signalweg, indem Wiskott-Aldrich-Syndrom (WASp)-vermittelte Polymeri-
sierung von Actin-Filamenten iiber den Arp2/3-Komplex gesteuert wird. Das Membransystem
wurde insbesondere mit einem transgenen Tiermodell weiter charakterisiert, in dem ein fluores-
zentes Protein in die Membranen integriert. Mit Hilfe dieses Mausmodells und Zwei-Photonen-
Mikroskopie konnte der Vorgang der Thrombopoese zum ersten Mal in vivo beobachtet werden.
Dabei konnte zunichst die Lage reifer Megakaryozyten im Knochenmark an den Sinusoiden
aufgezeigt werden, sowie die Ausbildung von zytoplasmatischen Auslidufern und letztlich der
Ubergang vom Knochenmark in die BlutgefiBe. Dabei wurde die interessante Beobachtung
gemacht, dass die in vivo freigesetzten Strukturen gréBer sind als Thrombozyten und der aller-
letzte Schritt der Thrombozytopoese wohl im Blutstrom stattfindet.

Im dritten und letzten Abschnitt wurden molekulare Mechanismen untersucht, deren Stérung zu
angeborenen Thrombozytopenien aufgrund von Bildungsstorungen im Knochenmark fiihren. Im
Zentrum stehen dabei die isolierte congenitale amegakaryozytidre Thrombozytopenie (CAMT),
die durch extrem niedrige Thrombozytenzahlen im peripheren Blut mit ebenfalls niedrigen
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Megakaryozyten im Knochenmark charakterisiert ist. Urséchlich konnten Mutationen im Gen fiir
den Thrombopoietin-Rezeptor c-mpl identifiziert werden, die zur autosomal-rezessiven Erkran-
kung fiihren. Dabei konnte eine Genotyp-Phénotyp-Hypothese aufgestellt werden, die den
klinischen Verlauf, insbesondere den Ubergang in eine aplastische Animie, voraussagen soll.
Diese These konnte spiter von anderen bestitigt werden. Die zweite Erkrankung ist eine
Thrombozytopenie, die mit einer bilateralen Radiusaplasie assoziiert ist. Dieses sogenannte
Thrombozytopenie-absent-radius (TAR)-Syndrom hat eine Inzidenz von ca. 1-2 pro Million. In
dieser Arbeit konnte zunichst die Thrombozytopenie mit einer unzureichenden Signaltransduk-
tion von Thrombopoietin beschrieben werden. Dabei wird die Januskinase Jak2 trotz Expression
nicht nach Stimulation mit Thrombopoietin phosphoryliert und insgesamt kommt es zu einer
minimalen Aktivierung der Thrombopoietin-abhidngigen Signalkaskaden. Mit Hilfe der hochauf-
16senden komparativen Genomhybridisierungsanalyse (CGH) konnte bei iiber 30 Patienten mit
TAR-Syndrom eine Mikrodeletion auf Chromosom 121 nachgewiesen werden, die somit als
differentialdiagnostischer Marker dienen kann. Interessanterweise tritt diese Mikrodeletion in der
Normalbevoélkerung nicht als Polymorphismus auf, wird aber bei den TAR-Patienten zur Hilfte
von einem unbetroffenen Elternteil vererbt. Diese Befunde legen zum einen nahe, dass die
Mikrodeletion notwendig, aber nicht hinreichend zur Ausbildung des TAR-Syndroms ist und dass
das TAR-Syndrom als mindestens di-genetische Erkrankung gelten kann, dessen zweiter Faktor
bislang noch unbekannt ist. Dartiberhinaus bietet das von uns vorgeschlagene Modell eine
Moglichkeit, den oft unklaren Erbgang zu erklédren: dieser dhnelt zwar oft einem autosomal-
rezessivem Erbgang, kann aber auch dominante Elemente aufweisen, die sich mit einem di-
genetischen Bild besser erklédren lassen.

Insgesamt stellen die hier zusammengefassten Original- und Ubersichtsarbeiten eine Moment-
aufnahme der Megakaryozytenbiologie dar, in der zellbiologische Grundlagen mit den klinischen
Aspekten unklarer angeborener Thrombozytopenien aufgrund einer Bildungsstdrung zusammen-
gefasst sind. Letztlich eroffnen die in der Diskussion diskutierten Thesen mehr Fragen als
Antworten, deren Beantwortung in der Zukunft den Ubergang von Megakaryozyten zu Thrombo-
zyten nicht allein in der Asthetik zeitaufgeldster Videofilme, sondern auch in der Prognose und
Therapie von congenitalen Erkrankungen dazu fiihren mag, die Lebensqualitét von betroffenen
Kindern und deren Eltern zu verbessern.
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